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II

(Atos ndo legislativos)

REGULAMENTOS

REGULAMENTO (UE) N.° 900/2014 DA COMISSAO
de 15 de julho de 2014

que altera, tendo em vista a adaptacio ao progresso técnico, o Regulamento (CE) n.c 440/2008 que

estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE) n. 1907/2006 do Parlamento

Europeu e do Conselho relativo ao registo, avaliacio, autorizacio e restricio dos produtos
quimicos (REACH)

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO EUROPEIA,
Tendo em conta o Tratado sobre o Funcionamento da Unido Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CE) n° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 18 de dezembro
de 2006, relativo ao registo, avaliacdo, autorizagdo e restri¢do dos produtos quimicos (REACH), que cria a Agéncia Euro-
peia dos Produtos Quimicos, que altera a Diretiva 1999/45/CE e revoga o Regulamento (CEE) n.c 793/93 do Conselho e
0 Regulamento (CE) nc 1488/94 da Comissdo, bem como a Diretiva 76/769/CEE do Conselho e as Diretivas
91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE e 2000/21/CE da Comissdo ('), nomeadamente o artigo 13.2, n.° 2,

Considerando o seguinte:

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

(2) A fim de ter em conta o progresso técnico e de reduzir o nimero de animais utilizados para fins experimentais,
em conformidade com a Diretiva 2010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho (?), é necessdrio atualizar o
Regulamento (CE) n.> 440/2008 de modo a nele incluir, com cardter prioritdrio, determinados métodos de ensaio
atualizados e novos, adotados recentemente pela OCDE. Consultaram-se as partes interessadas sobre o presente
projeto.

(3) A presente adaptacdo ao progresso técnico compreende seis novos métodos de ensaio para determinagio da toxi-
cidade e de outros efeitos na satide, nomeadamente um estudo de neurotoxicidade durante o desenvolvimento,
um estudo alargado de toxicidade durante a reproducio numa geragdo, um ensaio de mutagdes genéticas in vivo
em roedores transgénicos, um ensaio in vitro para avaliacio de efeitos na sintese de hormonas esteroides e dois
métodos in vivo de avaliacdo de efeitos estrogénicos e (anti)androgénicos.

(4) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 deve, portanto, ser alterado em conformidade.

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

() JOL 396 de 30.12.2006, p. 1.

(*) Regulamento (CE) n.c 440/2008 da Comissdo, de 30 de maio de 2008, que estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE)
n.° 1907/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho relativo ao registo, avaliagdo, autorizagdo e restri¢io dos produtos quimicos
(REACH) (JO L 142 de 31.5.2008, p. 1).

(*) Diretiva 2010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protecdo dos animais utilizados para
fins cientificos (JOL 276 de 20.10.2010, p. 33).
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ADOTOU O PRESENTE REGULAMENTO:

Artigo 1.°

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

Artigo 2.°

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

O presente regulamento ¢ obrigatério em todos os seus elementos e diretamente aplicivel em
todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 15 de julho de 2014.

Pela Comissdo
O Presidente
José Manuel BARROSO
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ANEXO
O anexo do Regulamento (CE) n.c 440/2008 ¢ alterado do seguinte modo:

Sdo inseridos os seguintes capitulos B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 e B.58:

«B.53. ESTUDO DE NEUROTOXICIDADE DURANTE O DESENVOLVIMENTO

INTRODUCAO

1. Este método ¢é equivalente ao Test Guideline TG 426 (2007) da OCDE. Em junho de 1995, um grupo de trabalho
da OCDE que se ocupa dos efeitos toxicos durante a reprodugdo e o desenvolvimento debateu em Copenhaga a
necessidade de atualizar os Test Guidelines relativos a toxicidade durante a reprodugdo e o desenvolvimento exis-
tentes a data, bem como de elaborar novas orientacdes para pardmetros ainda ndo abrangidos (1). Esse grupo de
trabalho recomendou que se elaborasse um Test Guideline relativo a neurotoxicidade durante o desenvolvimento,
com base nas orientagdes da Agéncia de Prote¢do do Ambiente (EPA) dos E.U.A., as quais foram entretanto
revistas (2). Em junho de 1996, realizou-se em Copenhaga uma segunda reunido de consultas com o objetivo de
fornecer ao Secretariado orientagdes sobre as linhas gerais de um novo Test Guideline relativo a neurotoxicidade
durante o desenvolvimento, designadamente acerca dos principais elementos do mesmo, como a escolha da
espécie animal, o perfodo de administracdo, o periodo de ensaio, os pardmetros a avaliar e os critérios de
avaliacdo dos resultados. Em 1998, foram publicadas orientacdes da referida agéncia para a avaliagdo do risco de
neurotoxicidade (3). Em outubro de 2000, realizaram-se paralelamente uma reunido de consulta de peritos
da OCDE e jornadas do Instituto de Ciéncias do Risco do International Life Sciences Institute (ILSI). Em 2005,
realizou-se em Toquio uma reunido de consulta de peritos. Estas reunides visaram debater as questdes cientificas e
técnicas relativas ao Test Guideline em causa, tendo as recomendagdes delas emanadas (4)(5)(6)(7) sido tidas em
conta na elaboragio do presente método. Os documentos de orienta¢des da OCDE n.° 43 (ensaio e avaliagio de
efeitos toxicos na reproducdo) (8) e n.o 20 (ensaios de neurotoxicidade) (9) contém informacdes adicionais sobre a
execucdo do presente método, a interpretagdo dos resultados do mesmo e a terminologia nele utilizada.

CONSIDERACOES INICIAIS

2. E sabido que diversos produtos quimicos tém efeitos neurotéxicos durante o desenvolvimento, na espécie humana
e noutras espécies (10)(11)(12)(13). A fim de se determinarem e avaliarem as caracteristicas toxicas de um
produto quimico, pode ser necessirio determinar a neurotoxicidade potencial do mesmo durante o desenvolvi-
mento. Os estudos de neurotoxicidade durante o desenvolvimento visam gerar dados, nomeadamente de caracteri-
zacdo da resposta a dosagem, relativos aos efeitos funcionais e morfoldgicos potenciais no sistema nervoso em
desenvolvimento da progenitura, apds exposi¢do intrauterina ou nos primeiros estidios de vida apds o nasci-
mento.

3. Os estudos de neurotoxicidade durante o desenvolvimento podem realizar-se separadamente, ser integrados em
estudos de toxicidade durante a reproducio efou de neurotoxicidade em individuos adultos — por exemplo, os
métodos B.34 (14), B.35 (15), B.43 (16) — ou ser complementares de estudos de toxicidade durante o desenvolvi-
mento pré-natal (por exemplo, o método B.31 — (17). Se o estudo de neurotoxicidade durante o desenvolvimento
for incorporado noutro estudo ou o complementar. é imperativo manter a integridade de ambos os tipos de
estudos. Os ensaios devem respeitar a legislacio ou as orientagBes estatais ou institucionais aplicdveis no que
respeita a utilizagio de animais de laboratério em investigagdo — por exemplo (18).

4. Antes de efetuarem o estudo, os laboratérios devem ponderar todas as informagdes disponiveis sobre o produto
quimico em causa, nomeadamente a identidade e a estrutura do mesmo, as propriedades fisico-quimicas do
produto quimico, os resultados de outros ensaios de toxicidade in vitro ou in vivo deste, dados toxicolégicos dispo-
niveis sobre produtos quimicos estruturalmente afins e ainda a utilizacdo ou utilizagdes previstas do produto
quimico em questdo. Estas informagdes ajudario a escolher uma dose inicial adequada e sdo necessdrias para
comprovar a pertinéncia do ensaio para a protecio da sadde humana.

PRINCIPIO DO METODO

5. Administra-se o produto quimico em estudo a animais durante os periodos de gestacdo e de lactacio. Efetuam-se
ensaios nas progenitoras para avaliar os efeitos nas fémeas gravidas e em lactagdo, podendo igualmente obter-se
informagdes comparativas entre aquelas e a sua progenitura. Procede-se a avaliagdo de neurotoxicidade em proge-
nitura selecionada aleatoriamente das ninhadas. A avaliacdo consiste em exames destinados a detetar anomalias
neuroldgicas macroscopicas e comportamentais, nomeadamente ao nivel do desenvolvimento fisico, da ontogenia
comportamental, da atividade motora, das fun¢des motoras e sensoriais, da aprendizagem e da memdria, bem
como na determinagdo da evolugdo ponderal do cérebro e na avaliagdo de neuropatologias durante o desenvolvi-
mento pés-natal e na idade adulta.
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10.

Se a aplica¢do deste método constituir um estudo separado, podem submeter-se animais disponiveis em cada
grupo a protocolos neurocomportamentais, neuropatoldgicos, neuroquimicos ou eletrofisiologicos especificos
suscetiveis de complementar os dados fornecidos pelos exames recomendados no presente método (16)(19)(20)
(21). Esses protocolos podem revelar-se particularmente tteis se observagdes empiricas, efeitos previstos ou o
mecanismo ou modo de agdo apontarem para um determinado tipo de neurotoxicidade. Os protocolos em
questdo podem ser aplicados as progenitoras ou a progenitura. Podem igualmente executar-se protocolos ex vivo
ou in vitro complementares, desde que estes ndo alterem a integridade dos protocolos in vivo.

PREPARATIVOS PARA O ENSAIO

Escolha da espécie animal

A espécie preferida é o rato, mas podem utilizar-se outras espécies adequadas. Importa, porém, salientar que os
dias de gestacdo e de desenvolvimento pds-natal especificados neste método correspondem as estirpes de ratos
mais utilizadas, devendo escolher-se durag¢des comparaveis se forem utilizadas estirpes inabituais de ratos ou espé-
cies diferentes. Se forem utilizadas outras espécies, serd necessdrio justificd-lo com base em dados toxicoldgicos,
farmacocinéticos efou outros. A justificagdo da opcio tomada deve apoiar-se em avaliagdes neurocomportamen-
tais e neuropatoldgicas pés-natais ja disponiveis, especificas da espécie em causa. Se um ensaio anterior tiver
gerado resultados preocupantes, deve ser ponderada a utilizagio da espécie ou estirpe que os gerou. Dado que as
diversas estirpes de ratos tém desempenhos diferentes, importa comprovar a adequagdo da fecundidade e da reati-
vidade da estirpe selecionada. Se forem utilizadas outras espécies, é necessrio documentar a fiabilidade e sensibili-
dade da detegdo da neurotoxicidade durante o desenvolvimento das espécies em causa.

Condicbes de alojamento e de alimentacio

A temperatura do biotério deve ser de 22 °C + 3 °C. A humidade relativa deve estar compreendida entre 50 %
e 60 %, embora sejam aceitdveis valores compreendidos entre 30 %, no minimo, e um valor miximo que, prefe-
rencialmente, ndo deve exceder 70 %, salvo durante os periodos de limpeza do biotério. A iluminacdo deve ser
artificial, com uma sequéncia de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuridio. Também se pode inverter o
ciclo de iluminagdo antes do acasalamento e durante todo o estudo, a fim de se proceder a avaliagdo dos pardme-
tros funcionais e comportamentais durante o periodo de obscuridade (sob luz vermelha), isto é, durante o periodo
de atividade normal dos animais (22). As alteracdes do ciclo iluminacio-obscuridade devem ter um periodo de
aclimatacio adequado, que permita aos animais adaptarem-se ao novo ciclo. Na alimenta¢do, podem utilizar-se
dietas convencionais de laboratdrio e deve ser fornecida dgua de beber sem restri¢des. Deve indicar-se no relatério
o tipo de alimentagdo e de dgua e analisar-se a presenca de contaminantes em ambos.

Os animais podem ser alojados individualmente ou em pequenos grupos do mesmo sexo. O acasalamento deve
ocorrer em gaiolas adequadas para o efeito. Uma vez comprovado o acasalamento ou, o mais tardar, no 15.° dia
de gestagdo, as fémeas cobertas devem ser alojadas separadamente em gaiolas de maternidade. As gaiolas devem
ser dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. As fémeas cobertas que se
aproximem do termo da gestacdo devem dispor de materiais de nidificagio definidos apropriados. E sabido que
manipula¢des inadequadas ou agitagdo durante a gravidez podem ter efeitos indesejados, nomeadamente abortos
espontineos ou altera¢des do desenvolvimento fetal ou pés-natal. A fim de evitar mortalidade fetal devida a
fatores néo relacionados com a exposi¢do, os animais devem ser cuidadosamente manipulados durante a gestacio
e deve evitar-se qualquer agitagdo provocada por fatores exteriores, como ruido excessivo

Preparacio dos animais

Os animais utilizados devem ser saudéveis, ter sido aclimatados as condigdes laboratoriais e ndo devem ter partici-
pado em experiéncias anteriores, salvo se o estudo estiver integrado noutro (ver o ponto 3). E necessdrio caracte-
rizar a espécie, a estirpe, a proveniéncia, o sexo, o peso e a idade dos animais utilizados no estudo. Deve
atribuir-se a cada animal um ndmero de identificacdo tnico, com o qual o animal seja marcado. Os animais de
todos os grupos estudados devem, tanto quanto possivel, ter peso e idade uniformes e pertencer a gama normal
da espécie e estirpe em estudo. As fémeas utilizadas para todos os niveis de dosagem devem ser jovens adultas
nuliparas. Ndo devem acasalar-se entre si animais da mesma ninhada, sendo necessdrio tomar precaucdes para o
evitar. Considera-se dia 0 de gravidez aquele em que se observa um rolhdo vaginal efou esperma. No caso de se
comprarem fémeas grdvidas a um fornecedor, deve proporcionar-se-lhes um periodo de aclimatagio adequado
(2 a 3 dias, por exemplo). As fémeas cobertas devem ser distribuidas aleatéria e, o mais possivel, uniformemente
pelos grupos de controlo e pelos grupos expostos (recomenda-se, por exemplo, a aplicagio de um protocolo de
distribui¢do aleatdria estratificada, nomeadamente baseado no peso corporal, para uniformizar a distribui¢do por
todos os grupos). Devem repartir-se as fémeas cobertas pelo mesmo macho uniformemente por todos os grupos.
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PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Niimero e sexo dos animais

11.  Cada grupo exposto e cada grupo de controlo deve compreender um ndmero de fémeas gravidas a expor ao
produto quimico em estudo suficiente para que a progenitura por elas gerada seja em nimero adequado para a
avaliagdo de toxicidade. Para cada nivel de dosagem recomendam-se 20 ninhadas. Admite-se o recurso a modelos
de grupos escalonados ou de administracdo em replicado, desde que se atinja o niimero total previsto de ninhadas
por grupo e se utilizem modelos estatisticos adequados para tratar os replicados.

12. O mais tardar ao quarto dia ap6s o nascimento, deve ajustar-se o tamanho de cada ninhada eliminando aleatoria-
mente as crias em excesso, de modo que todas as ninhadas tenham o mesmo nimero de animais (23). As
ninhadas ndo devem ter mais crias do que a média da estirpe de roedor utilizada (8-12). Tanto quanto possivel, as
ninhadas devem ter o mesmo niimero de machos e de fémeas. Nio é admissivel uma eliminagdo seletiva de crias,
por exemplo, baseada no peso corporal. Apds a normalizagio das ninhadas por eliminacdo de crias e antes de
passar ao ensaio dos parametros funcionais, é necessario identificar individualmente as crias destinadas aos
ensaios a decorrer antes ou depois do desmame, recorrendo a um método ndo-agressivo de identificagdo que lhes
seja aplicavel (ver, por exemplo, a referéncia 24).

Afetacio dos animais aos ensaios funcionais e comportamentais, as determina¢des do peso cerebral e as
avaliacdes neuropatoldgicas

13. O presente método admite vérias abordagens no que respeita a afetagdo dos animais expostos in utero e por via
do aleitamento aos ensaios funcionais e comportamentais, a determinacdo da maturidade sexual, a pesagem do
cérebro e as avaliagdes neuropatoldgicas (25). Desde que a integridade dos ensaios iniciais exigidos ndo fique
comprometida, é possivel acrescentar os outros ensaios — da fun¢do neurocomportamental (por exemplo, do
comportamento social), neuroquimicos ou neuropatoldgicos — que em cada caso se justifiquem.

14.  Selecionam-se em cada grupo de dosagem as crias a destinar as avaliagdes de parametros ao quarto dia apds o
nascimento ou posteriormente. Tanto quanto possivel, a selecdo das crias deve ser de molde a que participe em
cada ensaio o mesmo ndmero de machos e de fémeas de cada ninhada integrada em cada grupo de dosagem. No
caso dos ensaios da atividade motora, deve utilizar-se 0 mesmo par macho e fémea em todas as idades anteriores
ao desmame (ver o ponto 35). Em todos os outros ensaios, podem afetar-se a cada ensaio comportamental o
mesmo par de animais ou pares diferentes. Para evitar a confusdo dos efeitos da idade com treino adquirido nas
medi¢des ja efetuadas, pode ser necessdrio utilizar crias diferentes nos ensaios de comparagio da funcdo cognitiva
entre animais recentemente desmamados e animais adultos (26)(27). Na ocasido do desmame (a0 21.c dia ap6s o
nascimento), as crias ndo selecionadas para os ensaios podem ser eutanasiadas. As alteragdes de afetagdes de crias
devem ser mencionadas no relatério. A unidade de medida estatistica deve ser a ninhada (ou a progenitora) e ndo
a cria.

15.  Hé diferentes maneiras de afetar crias aos exames anteriores ou posteriores ao desmame, aos testes cognitivos, aos
exames patoldgicos, etc. (ver um modelo geral na figura 1 e exemplos no apéndice 1). E o seguinte o niimero
minimo de animais recomendado em cada grupo de dosagem para os exames anteriores ou posteriores ao

desmame:
Exames clinicos e peso corporal Todos os animais
Exames clinicos aprofundados 20 de cada sexo (1 de cada sexo
por ninhada)
Pesagem cerebral (ap6s fixagdo) 11 a 22 dias apds o nascimento 10 de cada sexo (1 de cada
ninhada)
Pesagem cerebral (sem fixagdo) aproximadamente 70 dias apds o nasci- 10 de cada sexo (1 de cada
mento ninhada)
Neuropatologia (fixagdo por perfusdo ou imersdo) 11 a 22 dias apds o 10 de cada sexo (1 de cada
nascimento ninhada)
Neuropatologia (fixagdo por perfusdo) aproximadamente 70 dias apds o 10 de cada sexo (1 de cada
nascimento ninhada)
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Maturidade sexual 20 de cada sexo (1 de cada sexo
por ninhada)

Outros indicadores do desenvolvimento (facultativo) Todos os animais

Ontogenia comportamental 20 de cada sexo (1 de cada sexo
por ninhada)

Atividade motora 20 de cada sexo (1 de cada sexo
por ninhada)

Fungdes motoras e sensoriais 20 de cada sexo (1 de cada sexo
por ninhada)

Aprendizagem e memoria 10 de cada sexo (%) (1 de cada
ninhada)

(%) Consoante a sensibilidade dos testes da fun¢do cognitiva, pode ponderar-se utilizar no estudo um nimero maior de animais,
por exemplo, um macho e uma fémea de cada ninhada (ver a afetacdo dos animais no apéndice 1). O documento de orienta-
¢oes n.° 43 da OCDE (8) fornece mais indicacdes sobre a dimensio das amostras.

Dosagem

16. Devem utilizar-se pelo menos trés niveis de dosagem e um grupo de controlo em paralelo. Os niveis de dosagem
devem ser espacados de forma a produzir uma gradacio de efeitos toxicos. Salvo se as doses estiverem limitadas
pela natureza fisico-quimica ou pelas propriedades bioldgicas do produto quimico, deve selecionar-se para dose
mais elevada um nivel que induza alguma toxicidade nas progenitoras (por exemplo, sinais clinicos, diminui¢do
do ganho de peso corporal — mas ndo mais de 10 % — efou indicios de toxicidade limitada pela dose num
6rgdo-alvo). Com algumas exce¢des, a dose mais elevada ndo deve exceder 1 000 mg/kg de peso corporal/dia.
Por exemplo, a exposi¢do humana previsivel pode aconselhar uma dose mais elevada. Em alternativa, podem
efetuar-se estudos-piloto ou estudos exploratérios preliminares para determinar a dosagem mais elevada que deve
ser utilizada para produzir um determinado nivel minimo de toxicidade nas progenitoras. Se tiver sido demons-
trado, num estudo normal de toxicidade durante o desenvolvimento ou num estudo-piloto, que o produto
quimico em estudo tem efeitos toxicos durante o desenvolvimento, a dose mais elevada deve ser a dose médxima
que ndo induz na progenitura niveis excessivos de toxicidade, nem malformagdes ou mortalidade intrauterina ou
neonatal, passiveis de impedir uma avaliacdo significativa da neurotoxicidade. A dose mais baixa nio deve gerar
nenhum indicio de toxicidade, incluindo neurotoxicidade, nas progenitoras nem durante o desenvolvimento.
Devem selecionar-se uma sequéncia decrescente de doses, que permita correlacionar as respostas observadas com
as doses administradas e evidenciar um nivel sem observagdo de efeitos adversos (NOAEL), ou doses préximas do
limite de detegdo, que permitam determinar uma dose de referéncia. O intervalo étimo entre doses consecutivas é
frequentemente definido por um fator de 2 a 4. A inclusdo de um quarto grupo de dosagem é muitas vezes prefe-
rivel ao uso de intervalos muito grandes (por exemplo, fatores superiores a 10) entre as dosagens.

17. Na escolha das doses devem ter-se em conta os dados disponiveis sobre a toxicidade do produto quimico em
estudo ou de matérias afins, bem como informacdes adicionais sobre o metabolismo e a toxicocinética dos
mesmos. Estas informagdes também poderdo servir para demonstrar a adequagdo do programa de dosagem. Deve
ponderar-se a possibilidade de administracdo direta as crias, com base nas informagdes relativas a exposicio e nos
dados farmacocinéticos disponiveis (28)(29). Antes de efetuar estudos por administragdo direta das doses, é neces-
sario pesar cuidadosamente os prés e os contras (30).

18. O grupo de controlo em paralelo deve ser um grupo ficticiamente exposto ao produto quimico em estudo ou, se
for usado um veiculo para administrar o produto quimico, um grupo de controlo do veiculo. Normalmente, deve
administrar-se a todos os animais o mesmo volume do produto quimico em estudo ou do veiculo, proporcional-
mente ao peso corporal. Se for usado um veiculo ou outro aditivo para facilitar a administracio das doses, devem
ter-se em conta as seguintes caracteristicas do veiculo ou aditivo: efeitos na absorc¢io, na distribui¢do, no metabo-
lismo ou na retengdo do produto quimico em estudo, efeitos nas propriedades quimicas do produto quimico em
estudo suscetiveis de alterarem as caracteristicas toxicas do mesmo e efeitos no consumo de alimentos, na ingestio
de dgua ou no estado nutricional dos animais. O veiculo ndo deve ter efeitos que possam interferir na interpre-
tacdo do estudo, ter toxicidade neurocomportamental ou ter efeitos na reproducio ou no desenvolvimento. Ao
utilizarem-se veiculos novos, o grupo de controlo do veiculo deve ser complementado por um grupo ficticiamente
exposto ao produto quimico em estudo. Os animais do(s) grupo(s) de controlo devem ser tratados de forma idén-
tica aos animais dos grupos expostos.
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Administracio das doses

19. O produto quimico em estudo e o veiculo devem ser administrados pela via mais representativa da exposicdo
humana potencial e com base nos dados metabdlicos e de distribuicdo relativos aos animais utilizados no estudo.
Prefere-se, em geral, a via oral (por exemplo sonda esofdgica, incorporagio na dieta ou incorporagdo na dgua de
beber), mas podem utilizar-se outras vias (por exemplo via dérmica ou inalagdo), justificiveis por determinadas
caracteristicas ou pelas vias conhecidas ou previsiveis de exposi¢do humana — para mais orientac¢des, ver o docu-
mento de orientagdes n.o 43 (8). E necessdrio justificar a via de administracio escolhida. O produto quimico em
estudo deve ser administrado todos os dias aproximadamente a mesma hora.

20. Normalmente, a dose administrada a cada animal é calculada com base na determinagdo mais recente do peso
corporal do animal. O ajustamento das doses durante o dltimo terco da gravidez deve, porém, ser feito com
precaugdo. Se for observada toxicidade excessiva em progenitoras expostas, os animais em questio devem ser
eutanasiados.

21. No minimo, o produto quimico em estudo e o veiculo devem ser administrados diariamente as fémeas cobertas,
desde a implantacdo (sexto dia de gravidez) até ao final da lactagdo (21 dias ap6s o nascimento), a fim de expor
as crias a0 mesmo durante o desenvolvimento neuroldgico pré-natal e pds-natal. A idade a qual se inicia a admi-
nistracdo das doses e a duragdo e a frequéncia desta podem ser ajustadas se os dados disponiveis evidenciarem
que outro modelo experimental corresponde melhor a exposi¢do humana. No caso de outras espécies, as duragdes
da administracdo das doses devem ser ajustadas de modo a garantir a exposi¢do ao produto quimico em todos os
periodos precoces do desenvolvimento do cérebro (nos periodos equivalentes ao crescimento pré-natal e pds-natal
precoce do cérebro humano). A administragdo das doses pode comegar no inicio da gravidez (dia zero de
gravidez), embora deva ponderar-se a possibilidade de o produto quimico em estudo provocar mortalidade antes
mesmo da implantacdo. O inicio da administracdo das doses ao sexto dia de gravidez evitard esse risco, mas ndo
haverd entdo exposicdo ao produto quimico em estudo nos estddios de desenvolvimento compreendidos entre o
dia zero e o sexto dia de gravidez. Se o laboratério comprar fémeas cobertas em data determinada, ndo serd
possivel iniciar a administragdo do produto quimico no dia zero de gravidez, pelo que o sexto dia de gravidez se
afigura uma boa opgdo. O laboratério que efetua os ensaios deve estabelecer o programa de administragio das
doses em funcdo das informagdes pertinentes de que disponha sobre os efeitos do produto quimico em estudo, da
experiéncia adquirida e de consideragdes logisticas. Nessa dtica, o programa definido pode prever que a adminis-
tragdo das doses se prolongue para além do desmame. O produto quimico em estudo ndo deve ser administrado
no dia do parto aos animais que ainda ndo tenham parido toda a progenitura. Em geral, presume-se que as crias
sdo expostas através do leite materno. Todavia, deve ponderar-se a administragdo direta de doses as crias, se
faltarem indicios de que a progenitura estd continuamente exposta. Esses indicios podem provir, por exemplo,
de dados farmacocinéticos, da toxicidade eventualmente detetada na progenitura ou de alteragdes de biomarca-
dores (28).

EXAMES

Exame das progenitoras

22.  Pelo menos uma vez por dia, deve verificar-se cuidadosamente o estado de satide de todas as progenitoras,
incluindo os casos de morbidez ou de mortalidade.

23.  Durante os periodos de exposi¢do e de observagdo, devem efetuar-se com regularidade exames clinicos mais apro-
fundados (pelo menos duas vezes durante o periodo de administragdo durante a gestacdo e duas vezes durante o
periodo de administragdo durante a lactacdo) a, pelo menos, dez progenitoras por nivel de dose. Os animais
devem ser examinados fora da gaiola onde se encontram alojados, por pessoal formado que nio esteja a par da
exposi¢do a que os animais foram sujeitos. Os técnicos em causa devem aplicar protocolos normalizados de mini-
mizagdo dos erros de apreciacio induzidos pela agitagdo dos animais e de maximiza¢do da reprodutibilidade de
técnico para técnico. Tanto quanto possivel, é recomendavel que os exames realizados num determinado estudo o
sejam pelo mesmo técnico.

24.  Os sinais observados devem ser mencionados no relatdrio. Sempre que possivel, também deve ser mencionada no
relatério a intensidade desses sinais. Entre os exames a realizar, contam-se a observagdo de alteragdes da pele, da
pelagem, dos olhos e das mucosas, bem como da ocorréncia de secregdes ou de reagdes neurovegetativas (por
exemplo, lacrimagdo, horripilagdo, altera¢des da dimensdo pupilar, respiracdo anormal efou respiracdo pela boca e
sinais inabituais ao nivel da mic¢do ou da defecagio).

25.  Devem igualmente ser indicadas no relatério quaisquer respostas inabituais relativas a posi¢do corporal, ao nivel
de atividade (por exemplo maior ou menor exploracio da zona-padrio) e a coordenac¢do dos movimentos.
Também devem ser mencionadas no relatério as alteracdes na marcha (por exemplo, marcha bamboleante ou
ataxia), na postura (por exemplo, dorso arqueado) e na reatividade a manipulagdo, a colocagdo ou a outros esti-
mulos ambientais, bem como a ocorréncia de movimentos clénicos ou ténicos, de convulsdes ou tremores, de
comportamentos estereotipados (por exemplo, atos de higiene demasiado repetitivos, movimentos de cabega
pouco usuais ou movimentagdo repetitiva em circulo) ou estranhos (por exemplo, lamber excessivamente ou
morder, automutilagdo, movimentagdo para trds, vocalizagdo) ou de atos de agressdo.
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26. Devem indicar-se no relatério os sinais de toxicidade observados, o grau e a duragdo destes e o dia e a hora em
que apareceram.

27.  Os animais devem ser pesados, quando da administracio da dose, pelo menos semanalmente durante o estudo,
no dia do parto ou préximo deste e 21 dias apds o nascimento (dia do desmame). Nos estudos que recorram a
sonda gastrica, as progenitoras devem ser pesadas, pelo menos, duas vezes por semana. As doses devem ser ajus-
tadas quanto seja necessdrio quando de cada pesagem. O consumo de alimentos durante a gesta¢do e a lactacdo
deve determinar-se pelo menos semanalmente. Se a exposigdo se fizer através da dgua de beber, o consumo de
dgua deve ser determinado pelo menos semanalmente.

Exame da progenitura

28. Deve examinar-se cuidadosamente toda a progenitura pelo menos uma vez por dia para detetar eventuais sinais
de toxicidade, incluindo casos de morbidez ou de mortalidade.

29.  Durante os periodos de exposi¢do e de observacio, devem efetuar-se exames clinicos mais aprofundados da proge-
nitura. A progenitura (pelo menos uma cria de cada sexo por ninhada) deve ser examinada por pessoal formado
que ndo esteja a par da exposi¢do a que os animais foram sujeitos. Os técnicos em causa devem aplicar protocolos
normalizados de minimiza¢do dos erros de apreciagio e de maximizagdo da reprodutibilidade de técnico para
técnico. Tanto quanto possivel, é recomenddvel que os exames sejam realizados pelo mesmo técnico. No minimo,
devem examinar-se os pardmetros referidos nos pontos 24 e 25 adequados ao estddio de desenvolvimento em
observacio.

30. Devem indicar-se no relatério os sinais de toxicidade observados na progenitura, o grau e a duragdo destes e o dia
e a hora em que apareceram.

Indicadores fisicos e de desenvolvimento

31.  As alteragdes dos indicadores de desenvolvimento anteriores ao desmame (abertura do pavilhdo auditivo, abertura
dos olhos, nascimento dos incisivos) estdo estreitamente correlacionadas com o peso corporal (30)(31). Muitas
vezes, o peso corporal é, portanto, o melhor indicador do desenvolvimento fisico. S6 se recomenda a medigdo de
outros indicadores do desenvolvimento quando haja indicios anteriores de que os pardmetros em causa propor-
cionardo informagdes adicionais. Indica-se no quadro 1 quando esses pardmetros devem ser avaliados. Consoante
os efeitos previstos e os resultados das primeiras medicdes, pode ser aconselhavel aumentar o niimero de ocasides
de avaliagdo ou efetuar as medicdes noutros estidios do desenvolvimento.

32. Ao avaliar o desenvolvimento fisico, é preferivel utilizar a idade pds-coital em vez da idade pds-natal (33). Se as
crias forem examinadas no dia do desmame, recomenda-se que o exame seja efetuado antes daquele, para evitar
confusdes com o efeito de agitagdo associado ao desmame. Além disso, os exames a realizar apés o desmame nédo
devem ser realizados nos dois dias imediatos.

Quadro 1

Ocasides da avaliacio dos indicadores fisicos e de desenvolvimento e parimetros funcionais e
comportamentais (%)

Faixas etdrias ( N .
. Pré-desmame (°) Adolescéncia (V) Adultos jovens ()
Pardmetros
Indicadores fisicos e de desenvolvimento
Peso corporal e exames clinicos Semanalmente () pelo menos de pelo menos de
duas em duas duas em duas
semanas semanas
Peso cerebral 22 dias apés o nascimento (9) no termo
Neuropatologia 22 dias apds o nascimento (9) no termo
Maturidade sexual — oportunamente —
Outros indicadores de desenvolvimento (%) oportunamente — —
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Faixas etari . - .
R as etanas Pré-desmame () Adolescéncia () Adultos jovens (V)
Pardmetros
Parimetros funcionais e comportamentais
Ontogenia comportamental pelo menos duas
medicoes
Atividade motora (incluindo a habituagio) 1-3 vezes (f) — uma vez
Funcdes motoras e sensoriais — uma vez uma vez
Aprendizagem e memoria — uma vez uma vez

(%) Este quadro apresenta o nimero minimo de vezes que as medi¢des devem ser realizadas. Consoante os efeitos previstos e os
resultados das primeiras medices, pode ser aconselhdvel aumentar o niimero de ocasides de avaliacdo (por exemplo de
animais mais velhos) ou efetuar as medicdes noutros estddios de desenvolvimento.

(*) Recomenda-se que as crias ndo sejam examinadas nos dois dias apdés o desmame (ver o ponto 32). As idades de avaliagdo
do estddio da adolescéncia sdo as seguintes: aprendizagem e memoria = 25 + 2 dias apds o nascimento; fungdes motoras e
sensoriais = 25 + 2 dias ap6s o nascimento. A idade recomendada para avaliar adultos jovens é de 60 a 70 dias apds o
nascimento.

() Nos periodos de aumento rdpido do peso corporal, este deve ser determinado, pelo menos, duas vezes por semana nos casos
em que as doses sejam administradas diretamente as crias, para que possam ajustar-se as doses.

(4 Se necessdrio, o peso cerebral pode ser determinado e as manifestacdes neuropatoldgicas podem ser avaliadas mais cedo
(por exemplo 11 dias apds o nascimento — ver o ponto 39).

(9 Se for caso disso, indicar-se-d0 os outros indicadores de desenvolvimento utilizados, além do peso corporal (por exemplo, a
abertura dos olhos — ver o ponto 31).

() Ver o ponto 35.

33.  Depois de contadas as crias vivas, determina-se o sexo das mesmas, por exemplo por exame visual ou medigdo da
distancia anogenital (34)(35), e pesa-se cada cria de cada ninhada a nascenca ou pouco depois, pelo menos uma
vez por semana durante a lactacdo e, em seguida, pelo menos de duas em duas semanas. Quando da avaliagio da
maturidade sexual, deve determinar-se a idade e o peso corporal de, pelo menos, uma fémea com permeabilidade
vaginal (36) e um macho com descolamento do preptcio (37) de cada ninhada.

Ontogenia comportamental

34.  Deve medir-se a ontogenia dos comportamentos escolhidos em, pelo menos, uma cria de cada sexo por ninhada
durante o periodo etdrio adequado. As crias utilizadas para avaliar os comportamentos em causa devem ser
sempre as mesmas em todos os dias de avaliagdo. Os dias em que se procede a medi¢des devem ser distribuidos
uniformemente ao longo do periodo de avaliagdo, a fim de determinar se a ontogenia de cada comportamento
avaliado é normal ou se hd nela alteragdes decorrentes da exposigdo (38). Seguem-se alguns exemplos de compor-
tamentos cuja ontogenia pode ser avaliada: reflexo postural labirintico, geotaxia negativa e atividade motora (38)
(39)(40).

Atividade motora

35.  Deve monitorizar-se a atividade motora (41)(42)(43)(44)(45) antes do desmame e na idade adulta. No tocante ao
dia do desmame, ver o ponto 32. A duragdo de cada sessdo de avaliacio deve ser suficiente para revelar a habitu-
acdo dos animais ndo-expostos, de controlo, durante a sessio. Recomenda-se vivamente o recurso a atividade
motora para avaliar a ontogenia comportamental. No caso de as observacdes terem essa finalidade, os animais
utilizados nas sessdes anteriores a0 desmame devem ser sempre os mesmos. A frequéncia das sessdes deve ser
suficiente para avaliar a ontogenia da habitua¢do em cada sessdo (44). Para isso, até ao desmame, inclusive, podem
ser necessdrias trés ou mais sessdes de avaliacio (por exemplo, 13, 17 e 21 dias ap6s o nascimento). Devem
examinar-se 0s mesmos animais, ou animais da mesma ninhada, também na idade adulta, perto do termo do
estudo (por exemplo, 60 a 70 dias ap6s o nascimento). Se necessdrio, podem efetuar-se sessdes de avaliacdo
noutros dias. Deve monitorizar-se a atividade motora recorrendo a um aparelho de registo automatico com capa-
cidade para detetar aumentos e decréscimos de atividade (a atividade de base mensurdvel com o dispositivo nio
deve ser demasiado reduzida — ao ponto de inviabilizar a dete¢do de decréscimos de atividade — nem demasiado
elevada — ao ponto de inviabilizar a dete¢do de acréscimos de atividade). Deve aplicar-se a cada dispositivo um
protocolo normalizado que, tanto quanto possivel, assegure a reprodutibilidade entre dispositivos e entre sessdes
de avaliagdo. Os grupos expostos devem ser distribuidos pelos vdrios dispositivos da maneira mais equilibrada
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possivel. Cada animal deve ser avaliado individualmente. Os grupos expostos devem ser distribuidos ao longo de
cada sessdo, para evitar confusdes com os ritmos de atividade circadianos. As varia¢des das condi¢des experimen-
tais devem ser reduzidas ao minimo e nio devem ter nenhuma relacio sistemdtica com a exposicio dos animais.
Entre as varidveis que podem afetar muitas medi¢des do comportamento, incluindo as da atividade motora,
contam-se o nivel sonoro, a dimensio e a forma da gaiola de ensaio, a temperatura, a humidade relativa, as condi-
¢oes de luminosidade, os cheiros, a utilizagdo no ensaio da gaiola de alojamento ou de outra gaiola e distragdes
ambientais.

FuncGes motoras e sensoriais

36. Devem examinar-se aprofundadamente as fungdes motoras e sensoriais pelo menos uma vez no periodo da
adolescéncia e uma vez na idade adulta jovem (por exemplo, 60 a 70 dias apds o nascimento). No tocante ao dia
do desmame, ver o ponto 32. O nimero de experiéncias deve ser suficiente para que se disponha de uma quanti-
dade adequada de amostras dos modos sensoriais (por exemplo, somatossensorial e vestibular) e das fungdes
motoras (por exemplo forga e coordenagdo). Alguns exemplos de testes das fungdes motoras e sensoriais: resposta
ao estiramento (46), reflexo postural labirintico (47)(48), habituagio ao sobressalto auditivo (40)(49)(50)(51)(52)
(53)(54) e potenciais evocados (55).

Testes de aprendizagem e memoria

37. Deve efetuar-se um teste de memoria e aprendizagem associativa depois do desmame (por exemplo 25 + 2 dias
apds o nascimento) e a adultos jovens (60 ou mais dias apds o nascimento). No tocante ao dia do desmame, ver o
ponto 32. Podem utilizar-se o mesmo teste ou testes distintos nestes dois estddios de desenvolvimento. Existe uma
certa flexibilidade na escolha do teste ou testes de aprendizagem e de memoria a realizar nos ratos recentemente
desmamados e nos ratos adultos, mas o(s) teste(s) escolhido(s) deve(m) satisfazer dois critérios. O primeiro é que a
avaliagio da aprendizagem deve ser efetuada em termos das alteragdes ocorridas ao longo de diversas experién-
cias, ou sessdes, repetidas de aprendizagem ou, caso o teste compreenda uma dnica experiéncia, relativamente a
uma condicdo que controle os efeitos ndo associativos do treino. O segundo é que o teste ou testes devem
compreender uma medi¢do da memoria (de curto ou de longo prazo) além da aprendizagem inicial (aquisi¢do),
mas esta medi¢do da memoria s6 deve ser incluida no relatério se for acompanhada de uma medigdo da aquisicdo
obtida no mesmo teste. Se o teste ou testes de aprendizagem e memoria revelar(em) efeitos do produto quimico
em estudo, importa ponderar a realizagdo de outros testes, que permitam excluir qualquer interpretagio fundada
em alteracdes das capacidades sensoriais, de motivacdo efou motoras. Além destes dois critérios, recomenda-se
que a escolha do teste de aprendizagem e memdria se baseie na sensibilidade comprovada do mesmo a classe de
produtos quimicos em estudo, se tal informagio estiver disponivel nas fontes bibliograficas. Na falta dessa infor-
magdo, seguem-se alguns exemplos de testes que podem satisfazer os critérios referidos: evitagdo passiva (43)(56)
(57), adaptacdo espacial retardada no rato adulto (58) e no rato nio desmamado (59), condicionamento olfativo
(43)(60), labirinto aquatico de Morris (61)(62)(63), labirinto de Biel ou de Cincinnati (64)(65), labirinto de bragos
radiais (66), labirinto em T (43) e aquisicdo e conservagdo de comportamentos programados (26)(67)(68). As
referéncias bibliograficas descrevem outros testes para ratos recentemente desmamados (26)(27) e ratos
adultos (19)(20).

Autdpsia
38.  As progenitoras podem ser eutanasiadas depois do desmame da progenitura.

39.  Procede-se a avaliagdo neuropatoldgica da progenitura utilizando tecidos de animais eutanasiados 22 dias apds o
nascimento ou anteriormente, entre 11 e 22 dias apds o nascimento, bem como no termo do estudo. No caso da
progenitura eutanasiada até 22 dias apés o nascimento, inclusive, examinam-se tecidos cerebrais. No caso dos
animais eutanasiados no termo do estudo, examinam-se tecidos do sistema nervoso central e tecidos do sistema
nervoso periférico. Os animais eutanasiados até 22 dias apds o nascimento, inclusive, podem ser fixados por
imersdo ou perfusdo. Os animais eutanasiados no termo do estudo devem ser fixados por perfusdo. Todos os
aspetos da preparagdo das amostras de tecidos, desde a perfusio dos animais a dissecacio das amostras, ao trata-
mento dos tecidos e a coloracdo das laminas devem inserir-se num modelo experimental equilibrado, em que cada
lote contenha amostras representativas de cada grupo de dosagem. O documento de orientagdes n.c 20 (9) contém
mais orienta¢des sobre neuropatologias; ver igualmente a referéncia 103.

Tratamento das amostras de tecidos

40. Devem registar-se todas as anomalias macroscopicas detetadas na autopsia. As amostras de tecidos colhidas devem
representar as principais regides do sistema nervoso. As amostras de tecidos devem ser conservadas num fixador
adequado e ser tratadas segundo protocolos histoldgicos normalizados j& publicados (69)(70)(71)(103). A incor-
poragdo em parafina ¢ aceitdvel para tecidos do sistema nervoso central e do sistema nervoso periférico. Se for
necessdria maior resolugdo (por exemplo no caso dos nervos periféricos, quando se suspeite de neuropatias perifé-
ricas, ou para a andlise morfométrica de nervos periféricos), pode ser melhor utilizar 6smio na pds-fixagio,
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juntamente com a incorporacio numa resina epoxidica. Os tecidos cerebrais colhidos para andlises morfométricas
devem ser incorporados num meio adequado ao mesmo tempo para todos os niveis de dosagem, a fim de evitar
os erros de contragdo por vezes decorrentes da conservagio prolongada em fixadores (6).

Exame neuropatoldgico
41.  Os objetivos deste exame qualitativo sdo os seguintes:

i) Identificar as regides do sistema nervoso que evidenciam altera¢des neuropatoldgicas;
ii) Identificar os tipos de alteragdes neuropatoldgicas resultantes da exposi¢do ao produto quimico em estudo;
iii) Determinar a gravidade das alteragdes neuropatoldgicas.

Um patologista convenientemente formado deve examinar ao microscépio cortes histologicos representativos das
amostras de tecidos, a fim de detetar altera¢des neuropatoldgicas. Deve ser atribuido a cada uma dessas alteragdes
um grau subjetivo de gravidade. A coloracdo com hematoxilina e eosina pode ser suficiente para o exame dos
cortes cerebrais de animais eutanasiados até 22 dias apds o nascimento, inclusive. No entanto, para examinar
cortes de tecidos dos sistemas nervosos central e periférico de animais eutanasiados no termo do estudo, reco-
menda-se a coloragdo da mielina (por exemplo, com azul rdpido de luxol/violeta de cresilo) e uma coloragio com
prata (por exemplo a coloragdo de Bielschowsky ou de Bodians). Cabe ao patologista avaliar, com base na sua
experiéncia profissional e no tipo das alteracdes observadas, se é conveniente utilizar outros tipos de coloracio
para identificar e caracterizar determinados tipos de alteragdes — por exemplo proteina dcida fibrilar glial (GFAP)
ou histoquimica da lecitina para examinar alteragdes gliais e microgliais (72), fluoro-jade para detecdo de necroses
(73)(74) ou coloragdes com prata especificas da degenerescéncia neural (75).

42.  Deve efetuar-se uma avaliagdo morfométrica (quantitativa), pois esses dados podem contribuir para detetar efeitos
da exposi¢io e sdo uteis na interpretagio das diferencas no peso cerebral ou morfolégicas devidas a exposicio
(76)(77). Devem colher-se amostras dos tecidos nervosos e os tecidos devem ser preparados para esta avaliacdo.
As avaliagdes morfométricas podem compreender, por exemplo, medi¢des lineares ou da superficie de determi-
nadas regides do cérebro (78). Ambos os tipos de medigdes devem ser praticados em cortes homélogos cuidado-
samente selecionados com base em localizadores microscopicos fidveis (6). O recurso a estereologia pode permitir
identificar efeitos da exposi¢do em pardmetros como o volume ou o ndmero de células de determinadas regides
neuroanatomicas (79)(80)(81)(82)(83)(84).

43, Devem examinar-se os cérebros para localizar eventuais indicios de altera¢des neuropatoldgicas relacionadas com
a exposicdo, colhendo amostras adequadas das principais regides cerebrais — por exemplo, bolbos olfativos,
cortex cerebral, hipocampo, nicleos da base, tilamo, hipotdlamo, mesencéfalo (teto, tegumento e pedinculos
cerebrais), protuberéncia anelar, bolbo raquidiano, cerebelo) — para assegurar um exame aprofundado. E impor-
tante que os cortes sejam efetuados no mesmo plano em todos os animais. Devem constituir-se amostras repre-
sentativas de cortes da medula espinal e do sistema nervoso periférico dos animais adultos eutanasiados no termo
do estudo. As zonas examinadas devem compreender os olhos, com o nervo dtico e a retina, a medula espinal, ao
nivel das dilatagdes cervical e lombar, fibras das raizes dorsal e ventral, o nervo cidtico proximal, o nervo tibial
proximal (ao nivel do joelho) e as ramificagdes do nervo tibial ao nivel dos musculos da barriga da perna. Devem
ser examinados cortes transversais e longitudinais da medula espinal e dos nervos periféricos.

44. A avaliagdo neuropatoldgica deve compreender um exame com vista a detecdo de indicios de alteragdes do desen-
volvimento do sistema nervoso (6)(85)(86)(87)(88)(89), além das alteragdes ao nivel celular (por exemplo vacuoli-
zacdo neuronal, degeneragio ou necrose) e dos tecidos (por exemplo gliose, infiltragdo leucocitdria ou formacio
de quistos). Para isto, é importante distinguir os efeitos relacionados com a exposigdo, por um lado, das ocorrén-
cias reconhecidamente normais do desenvolvimento no estiddio correspondente a idade do animal no momento
da eutandsia, por outro (90). Seguem-se alguns exemplos de alteragdes significativas indicadoras de que o desen-
volvimento foi prejudicado:

— alteragdes das dimensdes ou da forma dos bolbos olfativos, dos hemisférios cerebrais ou do cerebelo;

— alteragdes das dimensdes relativas das diversas regides do cérebro, designadamente aumento ou diminuicio
das dimensdes de regides em consequéncia da perda ou da persisténcia de popula¢des normalmente transitd-
rias de células ou de projegdes axdnicas (por exemplo camada germinal externa do cerebelo, corpo caloso);

— alteragdes de proliferagdo, migragdo ou diferenciagdo reveladas por zonas de apoptose ou necrose excessivas,
agregados ou populacdes dispersas de neurdes et6picos, mal orientados ou mal formados ou alteragdes das
dimensdes relativas das diversas camadas das estruturas corticais;
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— alteragdes dos padrdes de mielinizagdo, nomeadamente reducio dimensional global ou alteracdes da coloracio
das estruturas mielinizadas;

— indicios de hidrocefalia, nomeadamente dilatacdo ventricular, estenose do aqueduto cerebral e emagrecimento
dos hemisférios cerebrais.

Andlise da relacio entre as alteragdes neuropatoldgicas e a dosagem

45.  Recomenda-se o seguinte protocolo sequencial para os exames neuropatoldgicos qualitativos e quantitativos:
Comega-se por comparar cortes do grupo exposto a dose mais elevada com cortes do grupo de controlo. Se ndo
se detetarem indicios de alteracdes neuropatoldgicas nos animais do grupo exposto a dose mais elevada, ndo sio
necessdrios mais exames. Caso se detetem altera¢des neuropatoldgicas nesse grupo, examinam-se animais dos
grupos expostos as doses intermédia e mais baixa. Se o estudo do grupo exposto a dose mais elevada for inter-
rompido devido a morte dos animais ou a efeitos toxicos nio relacionados com a exposi¢do ao produto quimico
em estudo, devem examinar-se os grupos expostos a dose mais elevada e a dose intermédia para verificar se
existem alteragdes neuropatoldgicas. Se forem detetados indicios de neurotoxicidade nos grupos expostos as doses
mais baixas, esses grupos devem ser objeto de exames neuropatoldgicos. Se, nos exames qualitativos ou quantita-
tivos, for detetada alguma alteragdo neuropatoldgica relacionada com a exposi¢do ao produto quimico em estudo,
deve determinar-se, com base na avaliagdo de todos os animais de todos os grupos de dosagem, a relagdo entre a
dose e a incidéncia, frequéncia e gravidade das lesdes ou das alteragdes morfométricas. Esta avaliagdo deve incidir
em todas as regides do cérebro que evidenciem alguma alteragdo neuropatoldgica. Para cada tipo de lesdo, devem
descrever-se as caracteristicas em que se baseiam os vérios graus de gravidade, indicando os critérios utilizados
para os diferenciar. Devem ser registados a frequéncia de cada tipo de lesdo e o respetivo grau de gravidade e deve
ser efetuada uma andlise estatistica de avaliacio da natureza da resposta a dosagem. Recomenda-se o uso de
laminas codificadas (91).

DADOS E RELATORIOS

Dados

46.  Os dados devem ser individualizados e também resumidos em quadros, indicando, para cada grupo estudado, os
tipos de alteragdes e o niimero de progenitoras, progenitura, por sexo, e ninhadas que apresentam cada tipo de
alteragdo. Caso se tenha procedido a exposi¢do pds-natal direta da progenitura, devem indicar-se a via, a duracdo
e o periodo de exposicio.

Avaliagio e interpretacio dos resultados

47. O objetivo dos estudos de neurotoxicidade durante o desenvolvimento é fornecer informagdes sobre os efeitos da
exposi¢do repetida ao produto quimico durante o desenvolvimento intrauterino e pds-natal. Uma vez que o
estudo incide tanto na toxicidade geral como na neurotoxicidade durante o desenvolvimento, os resultados
obtidos permitem estabelecer uma distingdo entre efeitos neurot6xicos durante o desenvolvimento ndo associados
a toxicidade materna em geral e efeitos neurotdxicos durante o desenvolvimento apenas induzidos a niveis
também téxicos para as progenitoras. Em virtude da complexidade das interdependéncias entre o modelo do
estudo, a andlise estatistica e o significado bioldgico dos dados, a interpretagio correta de dados de neurotoxici-
dade durante o desenvolvimento exige a apreciagdo de um especialista na matéria (107)(109). A interpretagdo dos
resultados dos ensaios deve basear-se na ponderacio da suficiéncia da prova (20)(92)(93)(94). Devem discutir-se
os tipos de efeitos comportamentais ou morfoldgicos eventualmente observados, bem como os indicios de uma
relagdo entre a dose e a resposta. Esta caracterizacdo deve ter em conta os dados de todos os estudos disponiveis
pertinentes para a avaliagdo da neurotoxicidade durante o desenvolvimento, nomeadamente estudos epidemiolé-
gicos no ser humano ou relatérios de casos paradigmaticos, bem como estudos experimentais em animais (por
exemplo, dados toxicocinéticos, informagdes de relagdes estrutura-atividade e dados de outros estudos de toxici-
dade). Deve igualmente ser contemplada a relacdo entre as doses do produto quimico em estudo e a presenca,
auséncia, incidéncia e intensidade dos eventuais efeitos neurot6xicos em cada sexo (20)(95).

48. A avaliacio dos dados deve compreender uma discussdo do significado bioldgico e do significado estatistico. A
andlise estatistica deve ser entendida como um instrumento mais orientador do que determinante na interpretacdo
dos dados. A falta de significado estatistico ndo deve ser o tnico fundamento para concluir pela auséncia de
efeitos ligados a exposicdo, tal como a existéncia de significado estatistico ndo deve constituir a unica justificagdo
para concluir pela ocorréncia de efeitos ligados a exposicdo. Para evitar resultados falsos negativos e as dificul-
dades inerentes a demonstracio de resultados negativos, devem incluir-se na discussio dados histéricos de
controlo e dados de controlo positivos, sobretudo se ndo ocorrerem efeitos relacionados com a exposicio (102)
(106). A probabilidade da obtencdo de resultados falsos positivos deve ser discutida no 4mbito da avaliagdo esta-
tistica geral dos resultados (96). A avaliagio deve abranger a relagdo eventualmente existente entre as alteragdes
neuropatoldgicas e comportamentais observadas.
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49.  Os resultados devem ser todos analisados com base em modelos estatisticos adaptados ao modelo experi-
mental (108). A op¢do por uma andlise paramétrica ou ndo-paramétrica deve fundamentar-se na ponderacio de
fatores como a natureza dos dados (transformados ou ndo) e a distribui¢do dos mesmos, assim como na robustez
relativa da andlise estatistica escolhida. O objetivo e 0 modelo do estudo devem orientar a escolha de uma anlises
estatistica que minimize os erros do tipo I (falsos positivos) e do tipo II (falsos negativos) (96)(97)(104)(105). Nos
estudos do desenvolvimento em espécies multiparas nos quais se estudem vérias crias por ninhada, o modelo esta-
tistico deve incluir a ninhada, para evitar uma infla¢do de erros do tipo 1 (98)(99)(100)(101). A unidade de
medida estatistica deve ser a ninhada e nfo a cria e as experiéncias devem ser concebidas de modo que crias da
mesma ninhada ndo sejam consideradas observagdes independentes. Os pardmetros que sejam medidos varias
vezes no mesmo sujeito devem ser analisados por recurso a modelos estatisticos que tenham em conta o facto de
essas medi¢des ndo serem independentes.

Relatério dos ensaios

50. Elementos a constar do relatério dos ensaios:

Produto quimico em estudo:

— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas pertinentes;
— dados de identificacdo, incluindo a proveniéncia;

— grau de pureza da preparagdo e impurezas conhecidas efou previsiveis.

Veiculo (se for o caso):

— justificacdo da escolha do veiculo, se ndo for dgua nem soro fisioldgico.

Animais estudados:

— espécie e estirpe utilizadas e, caso ndo sejam utilizados ratos, justificagdo da utilizacdo de outra espécie;
— fornecedor dos animais;

— ndmero, idade no inicio do estudo e sexo dos animais;

— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta, dgua de beber, etc.;

— peso de cada animal no inicio do ensaio.

Condigdes de realizagio dos ensaios:

— fundamentacio da escolha das doses;
— fundamentacio da via e do periodo de administracio;

— caracterizagdo das doses administradas, incluindo elementos sobre o veiculo, o volume e a forma fisica do
administrado;

— elementos relativos a formulacdo do produto quimico em estudo/a incorporacdo do mesmo na dieta dos
animais; concentracdo atingida, estabilidade e homogeneidade da preparagio;

— método utilizado para identificar individualmente as progenitoras e a progenitura;

— descrigdo pormenorizada do(s) protocolo(s) de aleatorizagdo utilizados para integrar as progenitoras nos
grupos expostos, selecionar as crias a eliminar das ninhadas e integrar as crias restantes nos grupos estudados;

— elementos relativos a administragio do produto quimico em estudo;

— se aplicdvel, equivaléncia entre a concentra¢do do produto quimico em estudo na dieta/na dgua de beber ou
inalado, expressa em ppm, e a dose real, expressa em mg/kg de peso corporal/dia;

— condi¢des ambientais;
— elementos relativos a qualidade dos alimentos e da dgua (por exemplo, da torneira ou destilada);

— datas de inicio e termo do estudo.
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Protocolos de exame e protocolos experimentais:

descrigdo pormenorizada dos protocolos utilizados para normalizar exames e protocolos; defini¢des utilizadas
na pontuagdo das observacdes;

lista dos protocolos experimentais utilizados e justificagdo da escolha dos mesmos;

elementos relativos aos protocolos comportamentais/funcionais, patoldgicos, neuroquimicos e eletrofisiol-
gicos utilizados, incluindo informagdes e demais elementos sobre os aparelhos automaticos;

protocolos de calibragdo e de verificagdo da equivaléncia dos aparelhos utilizados; protocolos utilizados para
garantir o equilibrio dos grupos expostos na execugdo experimental;

breve justificacdo das eventuais decisdes fundamentadas na experiéncia profissional.

Resultados (individualizados e resumidos, incluindo a média e a varidncia, quando se justifique):

ntimero de animais no inicio do estudo e niimero de animais no final do estudo;
ntmero de animais e de ninhadas utilizados em cada método de ensaio;

nimero de identificacdo de cada animal e da ninhada de que provém;

nimero de animais e peso médio por sexo a nascenca, de cada ninhada;

peso corporal e alteragdes de peso corporal, incluindo o peso corporal das progenitoras e da progenitura no
termo dos ensaios;

dados do consumo de alimentos e, se pertinente, do consumo de dgua (por exemplo se o produto quimico
em estudo for administrado pela dgua de beber);

dados das respostas toxicas por sexo e por nivel de dosagem, incluindo sinais de toxicidade ou mortalidade
(e, se for o caso, 0 momento e a causa da morte);

natureza, gravidade, duragdo, dia do aparecimento, hora do dia e evolugdo ulterior das observagdes dos
exames clinicos aprofundados;

pontuagdo de cada indicador de desenvolvimento (peso, maturidade sexual e ontogenia comportamental) em
cada ocasido de observacio;

descri¢do pormenorizada das observagdes comportamentais, funcionais, neuropatoldgicas, neuroquimicas e
eletrofisioldgicas efetuadas, por sexo, incluindo os acréscimos e as reducdes em relagdo ao(s) grupo(s) de
controlo;

resultados das autépsias;

pesos cerebrais;

diagnésticos decorrentes dos sinais e lesdes neuroldgicos, incluindo doengas ou estados naturais;

imagens de observacdes representativas;

imagens pouco aumentadas que permitiram aferir da homologia dos cortes utilizados para a morfometria;

dados de absorgdo e metabdlicos, incluindo dados complementares de estudos toxicocinéticos realizados sepa-
radamente, se disponiveis;

tratamento estatistico dos resultados (incluindo os modelos estatisticos utilizados para analisar os dados) e
resultados, sejam estes significativos ou ndo;

lista do pessoal participante no estudo, incluindo a respetiva formagio profissional.

Discussdo dos resultados:

— informagdes relativas a relagdo entre a dose e a resposta, por sexo e por grupo;

— relagdo entre quaisquer outros efeitos toxicos e as conclusdes acerca do potencial neurotéxico do produto

quimico em estudo, por sexo e por grupo;
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— influéncia de eventuais informagdes toxicocinéticas nas conclusoes;
— similitude de efeitos com os de qualquer neurotdxico conhecido;

— dados corroborantes da fiabilidade e sensibilidade do método de ensaio (dados histéricos de controlo e dados
de controlo positivos);

— eventuais relagdes entre efeitos neuropatoldgicos e funcionais;

— nivel sem observagio de efeitos adversos (NOAEL) ou doses de referéncia para as progenitoras e a progenitura,
por sexo e por grupo.

Conclusdes:

— discussdo da interpretagdo geral dos dados com base nos resultados, incluindo o NOAEL e uma conclusdo
sobre a neurotoxicidade, ou ndo, durante o desenvolvimento, do produto quimico em estudo.
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Figura 1

Diagrama de resumo dos ensaios funcionais e comportamentais, da avaliacio neuropatoldgica e da pesagem
cerebral. Baseia-se na descricio constante dos pontos 13 a 15. O apéndice 1 contém exemplos da reparticio dos

animais

Aproximadamente 20 ninhadas por grupo

Progenitura: Aproximadamente 80 animais de cada sexo por
grupo

Escolhidos o mais tardar 4 dias ap6s o nascimento para os estudos
anteriores e posteriores ao desmarme:

Exames clinicos e peso corporal (todos os animais)
Exames clinicos aprofundados (20 animais/sexo/grupo)
Ontogenia comportamental (20 animais/sexo/grupo)
Atividade motora (20 animais/sexo/grupo)
Maturidade sexual (20 animais/sexo/grupo)
Fung¢des motoras e sensoriais (20 animais/sexo/grupo)
Aprendizagem e memoria (10-20 animais/sexo/grupo)

A 4

Neuropatologia:
11 a 22 dias ap6s o

nascimento

10 animais/sexo/grupo:
Fixagdo do cérebro por
imersdo ou por perfusio para
avaliagdo neuropatoldgica.
Peso cerebral (com fixagdo)

Alternativa: Estudo adicional

10 animais/sexo/grupo:
Peso cerebral (sem fixacio)

Neuropatologia:
70 dias apés o nascimento

(termo do estudo)

10 animais/sexo/grupo:
Fixagdo do cérebro por
perfusdo para avaliagio
neuropatoldgica.

10 animais/sexo/grupo:
Peso cerebral (sem fixagdo)

Neuropatologia nio exigida.

40-50 animais/sexo/grupo:

Alternativa: Estudo adicional




Jornal Oficial da Unido Europeia 21.8.2014

Apéndice 1

Descrevem-se a seguir e resumem-se em quadros alguns exemplos de reparti¢do dos animais. Estes exemplos
visam ilustrar que os animais estudados podem ser integrados de diversas maneiras nos varios modelos de ensaio.

Exemplo 1

Utilizam-se 20 crias de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) nos testes da onto-
genia comportamental anteriores ao desmame. Destes animais, eutanasiam-se 10 crias de cada sexo por nivel de
dose (um macho ou uma fémea de cada ninhada) 22 dias apds o nascimento. Remove-se o cérebro dos animais
eutanasiados, ap6s o que se pesa cada cérebro e se prepara 0 mesmo para a avaliagdo histopatoldgica. Registam-se
ainda os dados ponderais dos cérebros nio fixados dos restantes 10 machos e 10 fémeas por nivel de dose.

Utilizam-se outros 20 animais de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) nos
testes funcionais/comportamentais posteriores ao desmame (exames clinicos aprofundados, atividade motora,
sobressalto auditivo e ensaio da fungdo cognitiva na adolescéncia) e na determinagio da idade da maturidade
sexual. Destes, no termo do estudo (aproximadamente 70 dias ap6s o nascimento), anestesiam-se 10 dos animais
de cada sexo expostos a cada nivel de dose (um macho ou uma fémea de cada ninhada) e fixam-se por perfusio.
Apds nova fixagdo in situ, remove-se o cérebro de cada um destes animais e prepara-se 0 mesmo para a avaliacdo
neuropatoldgica.

Utilizam-se outras 20 crias de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) nos testes
da fun¢do cognitiva em adultos jovens (por exemplo, 60 a 70 dias apés o nascimento). Destes, no termo do
estudo, eutanasiam-se 10 dos animais de cada sexo expostos a cada nivel de dose (um macho ou uma fémea de
cada ninhada), removem-se os seus cérebros e pesam-se estes tltimos.

Os restantes 20 animais de cada sexo por grupo ficam de reserva para outros testes eventualmente a realizar.

Quadro 1
N.o da cria () N.o de crias inFegradas no Examelteste
ensaio
m F
1 5 20m+ 20 f Ontogenia comportamental
10m + 10 f Peso cerebral/neuropatologia/morfometria 22 dias apds o
nascimento
10m+10f Peso cerebral 22 dias apds o nascimento
2 6 20m+20f Exames clinicos aprofundados
20m+ 20 f Atividade motora
20m + 20 f Maturidade sexual
20m+ 20 f Fung¢Oes motoras e sensoriais
20m+20f Aprendizagem e memoria (25 dias ap6s o nascimento)
10m + 10 f Peso cerebral/neuropatologia/morfometria em adultos jovens
(aproximadamente 70 dias ap6s o nascimento)
3 7 20m+ 20 f Aprendizagem e memoria (adultos jovens)
10m+ 10 f Peso cerebral em adultos jovens (aproximadamente 70 dias
apds o nascimento)
4 8 — Animais de reserva para substituicdes ou outros testes

(") Neste exemplo, as ninhadas sdo reduzidas a 4 machos e 4 fémeas, por eliminagdo dos restantes animais; as crias do sexo
masculino sdo numeradas de 1 a 4; as do sexo feminino, de 5 a 8.
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Exemplo 2

6. Utilizam-se 20 crias de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) nos testes de onto-
genia comportamental anteriores a0 desmame. Destes animais, eutanasiam-se 10 crias de cada sexo por nivel de
dose (um macho ou uma fémea de cada ninhada) 11 dias apds o nascimento. Remove-se o cérebro dos animais
eutanasiados, ap6s o que se pesa cada cérebro e se prepara 0 mesmo para a avaliagio histopatoldgica.

7. Utilizam-se outros 20 animais de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) nos
exames posteriores ao desmame (exames clinicos aprofundados, atividade motora, determinagio da idade da
maturidade sexual e fun¢des motoras e sensoriais). Destes, no termo do estudo (aproximadamente 70 dias apés o
nascimento), anestesiam-se 10 dos animais de cada sexo expostos a cada nivel de dose (um macho ou uma fémea
de cada ninhada) e fixam-se por perfusdo. Apds nova fixagdo in situ, remove-se o cérebro de cada um destes
animais e prepara-se 0 mesmo para a avaliagdo neuropatoldgica.

8. Utilizam-se 10 crias de cada sexo por nivel de dose (um macho ou uma fémea de cada ninhada) nos testes da
fungdo cognitiva na adolescéncia e em adultos jovens. Utilizam-se animais diferentes nos testes da fungio cogni-
tiva efetuados 23 dias ap6s o nascimento e a adultos jovens. No termo do estudo, eutanasiam-se 10 animais de
cada sexo em cada grupo de animais adultos ensaiados, removem-se os seus cérebros e pesam-se estes Gltimos.

9. Os restantes 20 animais de cada sexo por grupo, ndo selecionados para os testes, sio eutanasiados e eliminados
quando do desmame.

Quadro 2
N. da cria (%) N.o de crias inFegradas no Exameleste
ensaio
m f
1 5 20m+20f Ontogenia comportamental
10m+ 10 f Peso cerebral/neuropatologia/morfometria 11 dias ap6s o
nascimento
2 6 20m + 20 f Exames clinicos aprofundados
20m+20f Atividade motora
20m+ 20 f Maturidade sexual
20m + 20 f Func¢Oes motoras e sensoriais
10m+10f Peso cerebral/neuropatologia/morfometria em adultos jovens
(aproximadamente 70 dias ap6s o nascimento)
3 7 10m+10f () Aprendizagem e memoria (23 dias apds o nascimento)
3 7 10m+10f () Aprendizagem e memoria (adultos jovens)
Peso cerebral em adultos jovens
4 8 — Eutandsia e eliminacdo dos animais 21 dias apds o nascimento

(") Neste exemplo, as ninhadas sdo reduzidas a 4 machos e 4 fémeas, por eliminacdo dos restantes animais; as crias do sexo
masculino s3o numeradas de 1 a 4; as do sexo feminino, de 5 a 8.

(?) As crias utilizadas nos testes cognitivos efetuados 23 dias apds o nascimento ndo sio as mesmas utilizadas na realiza¢do
desses testes em adultos jovens (por exemplo, ninhadas pares num caso e impares no outro, do total de 20).

Exemplo 3

10.  Utilizam-se 20 crias de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) na determinagio
dos pesos cerebrais e na avaliagdo neuropatoldgica realizadas 11 dias ap6s o nascimento. Destes animais, eutana-
siam-se 10 crias de cada sexo por nivel de dose (um macho ou uma fémea de cada ninhada) 11 dias apds o nasci-
mento. Remove-se-lhes o cérebro, apds o que se pesa cada cérebro e se prepara o mesmo para a avaliagdo histo-
patoldgica. Registam-se ainda os dados ponderais dos cérebros nio fixados dos restantes 10 machos e 10 fémeas
por nivel de dose.
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11.

12.

13.

Utilizam-se outros 20 animais de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) nos
testes de ontogenia comportamental (atividade motora), nas avaliagdes apds o desmame (atividade motora e deter-
minacio da idade de maturidade sexual) e no ensaio da fungdo cognitiva na adolescéncia.

Utilizam-se outros 20 animais de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) nos
testes das fungdes motoras e sensoriais (sobressalto auditivo) e para os exames clinicos aprofundados. Destes, no
termo do estudo (aproximadamente 70 dias apds o nascimento), anestesiam-se 10 dos animais de cada sexo
expostos a cada nivel de dose (um macho ou uma fémea de cada ninhada) e fixam-se por perfusdo. Apds nova
fixagdo in situ, remove-se o cérebro de cada um destes animais, pesa-se e prepara-se 0 mesmo para a avaliacdo
neuropatoldgica.

Utilizam-se outras 20 crias de cada sexo por nivel de dose (um macho e uma fémea de cada ninhada) nos testes
da fung¢do cognitiva em adultos jovens. Destes, no termo do estudo, eutanasiam-se 10 animais de cada sexo por
grupo (um macho ou uma fémea de cada ninhada), removem-se os seus cérebros e pesam-se estes tltimos.

Quadro 3
N.° da cria (%) N.o de crias inFegradas no Exame/teste
ensaio
m f
1 5 10m+10f Peso cerebral/neuropatologia/morfometria 11 dias ap6s o
nascimento
10m+ 10 f Peso cerebral 11 dias apds o nascimento
2 6 20m+20f Ontogenia comportamental (atividade motora)
20m + 20 f Atividade motora
20m+20f Maturidade sexual
20m+20f Aprendizagem e memoria (27 dias apds o nascimento)
3 7 20m + 20 f Sobressalto auditivo (adolescentes e adultos jovens)
20m+20f Exames clinicos aprofundados
10m+10f Peso cerebral/neuropatologia/morfometria em adultos jovens
(aproximadamente 70 dias apds o nascimento)
4 8 20m+20f Aprendizagem e memoria (adultos jovens)
10m+10f Peso cerebral em adultos jovens

(") Neste exemplo, as ninhadas sdo reduzidas a 4 machos e 4 fémeas, por eliminagdo dos restantes animais; as crias do sexo
masculino sio numeradas de 1 a 4; as do sexo feminino, de 5 a 8.
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Apéndice 2

Defini¢des

Produto quimico: substancia ou mistura.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.
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B.54. BIOENSAIO UTEROTROFICO EM ROEDORES: ENSAIO DE DESPISTAGEM A CURTO PRAZO DE PROPRIEDADES
ESTROGENICAS

INTRODUCAO

1. Este método é equivalente ao Test Guideline TG 440 (2007) da OCDE. Em 1998, a OCDE deu inicio a uma acdo
prioritdria com vista a revisdo das orientagdes existentes e a elaboracdo de novas orientagdes para despistagem e
ensaio de potenciais desreguladores do sistema endécrino (1). Um dos elementos dessa agdo foi a elaboragdo de
um Test Guideline para o bioensaio uterotréfico em roedores. Este bioensaio foi, em seguida, objeto de um vasto
programa de validagdo, que incluiu a compilagdo de um documento-base pormenorizado (2)(3) e a realizagdo de
amplos estudos intra e interlaboratoriais destinados a examinar a pertinéncia e a reprodutibilidade do bioensaio
com um estrogéneo de referéncia muito ativo, agonistas fracos de recetores de estrogénios, um antagonista forte
de recetores de estrogénios e um produto quimico de referéncia negativo (4)(5)(6)(7)(8)(9). O presente método B.54
constitui o coroldrio da experiéncia adquirida durante o programa de validagdo do ensaio, bem como dos resul-
tados nele obtidos relativamente aos agonistas de estrogénios.

2. O bioensaio uterotréfico constitui um ensaio de despistagem a curto prazo que remonta aos anos 30 (27)(28) e
foi pela primeira vez normalizado para efeitos de despistagem, por uma comissdo de peritos, em 1962 (32)(35).
O ensaio baseia-se no aumento do peso uterino, designado por “resposta uterotréfica” (ver a referéncia 29).
Avalia-se a capacidade de um determinado produto quimico de induzir uma atividade bioldgica andloga a dos
agonistas ou antagonistas dos estrogéneos naturais (por exemplo, o 178-estradiol), mas o ensaio é muito menos
utilizado na detegdo de antagonistas do que de agonistas. O utero responde aos estrogéneos de duas maneiras. A
resposta inicial é um aumento do peso, devido a absorcdo de dgua. Segue-se um aumento de peso causado pelo
crescimento dos tecidos (30). A reagdo do ttero na fémea de rato é comparavel a que se verifica na ratinha.

3. Este bioensaio serve de ensaio de despistagem in vivo, enquadrando-se a sua aplicagdo no contexto do Quadro
conceptual da OCDE para ensaio e avaliagdo de produtos quimicos desreguladores do sistema enddcrino (apéndice 2). Nesse
quadro conceptual, o bioensaio uterotréfico inscreve-se no nivel 3, enquanto ensaio in vivo que fornece dados
acerca de um unico mecanismo enddcrino, a atividade estrogénica.

4. O bioensaio uterotréfico destina-se a ser incluido numa série de ensaios in vitro e in vivo que visam identificar
produtos quimicos suscetiveis de interagir com o sistema enddcrino, tendo em vista a avaliagio dos riscos para a
satide humana e para o ambiente. No programa de validacio realizado pela OCDE, utilizaram-se agonistas fortes e
fracos de estrogénios para avaliar a eficdcia do ensaio na identificagdo de produtos quimicos estrogénicos (4)(5)(6)
(7)(8). Foi assim possivel comprovar a sensibilidade do protocolo experimental aos agonistas de estrogénios, bem
como a boa reprodutibilidade intra e interlaboratorial do mesmo.

5. No que respeita a produtos quimicos “negativos”, apenas foi incluido no programa de validagio um produto
quimico de referéncia “negativo” ja identificado como tal num ensaio uterotréfico e em ensaios in vitro de rece-
tores e de ligacdo a recetores. No entanto, avaliaram-se outros dados experimentais, ndo relacionados com o
programa de validagdo da OCDE, que corroboraram a especificidade do bioensaio uterotréfico para a despistagem
de agonistas de estrogénios (16).

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

6.  Os agonistas e antagonistas de estrogénios agem como ligandos dos recetores dos estrogénios a e b e podem
ativar ou inibir, respetivamente, a atividade de transcrigdo dos recetores. Daf podem advir consequéncias negativas
para a saide, nomeadamente efeitos com incidéncias na reproducio e no desenvolvimento. E, pois, necessirio
poder determinar e avaliar rapidamente a capacidade agonista ou antagonista de estrogénios revelada pelos
produtos quimicos. Embora constituam informacdes tteis, a afinidade de um ligando por um recetor de estrogé-
nios e a ativagio da transcri¢do de genes relatores in vitro sio apenas dois dos fatores determinantes de eventuais
perigos. Outros fatores determinantes possiveis sdo a ativacdo ou desativagdo metabdlicas apds a entrada no orga-
nismo, a distribuicdo do produto quimico pelos tecidos-alvo e a eliminacdo do produto quimico do organismo, as
quais, pelo menos em parte, dependem da via de administragdo e do produto quimico em estudo. Daqui decorre
a necessidade de despistar a eventual atividade dos produtos quimicos in vivo em condi¢des adequadas, a ndo ser
que as caracteristicas ADME (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminacio) do produto quimico jd fornecam
informagdes suficientes. Os tecidos uterinos reagem com um crescimento rdpido e vigoroso a estimulagio com
estrogénios, designadamente em roedores de laboratdrio, cujo ciclo estral dura aproximadamente 4 dias. Os
roedores, nomeadamente o rato, também sdo amplamente utilizados nos estudos de toxicidade para caracterizacio
de perigos. O ttero dos roedores ¢, portanto, um érgdo-alvo adequado para a despistagem in vivo de agonistas e
antagonistas de estrogénios.

7. O presente método baseia-se nos protocolos utilizados no estudo de validagdo realizado pela OCDE que se reve-
laram fidveis e reprodutiveis nos estudos intra e interlaboratoriais efetuados (5)(7). Estdo disponiveis dois métodos:
um método no qual se utilizam fémeas adultas ovariectomizadas e um método no qual se utilizam fémeas
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imaturas ndo-ovariectomizadas. O programa de validagdo realizado pela OCDE mostrou que a sensibilidade e a
reprodutibilidade dos dois métodos sdo compardveis. Todavia, o método que utiliza fémeas imaturas, cujo eixo
hipotdlamo-hipéfise-gonadas estd intacto, é um pouco menos especifico, embora o seu campo de investigagdo seja
mais amplo do que o do método que utiliza fémeas ovariectomizadas, pois 0 método com fémeas imaturas é
sensivel aos produtos quimicos que interagem com o referido eixo e ndo unicamente aos produtos quimicos que
interagem com os recetores de estrogénios. No rato, o eixo hipotdlamo-hipdfise-génadas estd funcional aproxima-
damente aos 15 dias de idade. Antes desta idade, ndo € possivel acelerar a puberdade com tratamentos como o da
GnRH. Com a aproximagio da puberdade, antes da abertura da vagina, as fémeas tém vdrios ciclos silenciosos,
sem abertura vaginal nem ovulagdo, mas que se manifestam por flutuagdes hormonais. Se um produto quimico
estimular direta ou indiretamente o eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas, a puberdade e a ovulagdo sdo antecipadas e
dé-se uma aceleragdo da abertura da vagina. Os produtos quimicos que agem sobre o referido eixo produzem este
efeito, mas algumas dietas, com niveis de energia metabolizdvel mais elevados do que o normal, embora nio
sejam estrogénicas, estimulam o crescimento e aceleram a abertura vaginal. Esses produtos quimicos ndo induzem
respostas uterotréficas em animais adultos ovariectomizados, cujo eixo hipotdlamo-hipéfise-génadas ndo
funciona.

8. Numa perspetiva de bem-estar animal, deve privilegiar-se o0 método que utiliza animais imaturos, para evitar o
pré-tratamento cirtirgico dos mesmos e a eventual impossibilidade de utilizar os animais que evidenciem sinais de
entrada no ciclo estral (ver o ponto 30).

9. A resposta uterotréfica ndo ¢ inteiramente de origem estrogénica, pois determinados produtos quimicos, que nio
sdo agonistas nem antagonistas de estrogénios, podem igualmente provoci-la. Por exemplo, doses relativamente
elevadas de progesterona, testosterona ou diversas progestinas sintéticas também podem induzir uma estimu-
lagdo (30). Pode efetuar-se uma andlise histologica das respostas obtidas para pesquisar sinais de queratinizacio
ou de cornificagdo da vagina (30). Independentemente da possivel origem da resposta, um resultado positivo num
bioensaio uterotréfico deve normalmente dar lugar a uma pesquisa mais aprofundada. O poder estrogénico pode
ser confirmado por ensaios in vitro, como os ensaios de ligacdo aos recetores dose estrogénios e os ensaios de
ativagdo da transcricdo, ou por outros ensaios in vivo, como o ensaio de puberdade em fémeas.

10.  Atendendo a que o bioensaio uterotréfico constitui um ensaio de despistagem in vivo, o método de validacdo
adotado favoreceu o bem-estar animal e optou por uma estratégia de ensaio por etapas. Para o efeito, o esforco
concentrou-se na validagdo rigorosa da reprodutibilidade e da sensibilidade da despistagem da atividade estrogé-
nica — o principal problema associado a muitos produtos quimicos —, mas pouco trabalho foi consagrado a
componente antiestrogénica do ensaio. Dado que o nimero de produtos quimicos claramente antiestrogénicos
(com atividade nio dissimulada por atividade estrogénica) é muito reduzido, s foi ensaiado um produto quimico
antiestrogénico (com forte atividade). O presente método é, pois, dedicado ao protocolo estrogénico, enquanto o
protocolo que descreve o modo antagonista do ensaio consta de um documento de orientagdes (37). A reproduti-
bilidade e a sensibilidade do ensaio para produtos quimicos com atividade puramente antiestrogénica serdo defi-
nidas com maior clareza ulteriormente, depois da aplicagdo regular do correspondente protocolo durante algum
tempo e de se terem identificado mais produtos quimicos com este modo de agio.

11.  Pressupde-se que todos os procedimentos com animais respeitario as normas locais de manipulagdo de animais.
As descrigdes, neste protocolo, dos cuidados a ter com os animais e do tratamento a dar aos animais sio normas
minimas, prevalecendo, se for mais estrita, a regulamentagio local, como a decorrente da Diretiva 2010/63/UE do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protecio dos animais utilizados para
fins cientificos (38). Para mais orientacdes sobre o tratamento ético de animais, ver o documento da OCDE com a
referéncia 25.

12.  Tal como em qualquer ensaio com animais vivos, é essencial que, antes de se iniciar este ensaio, se tenha a certeza
de que os dados pretendidos sdo realmente necessdrios. Seguem-se dois exemplos de situacdes nas quais podem
sé-lo:

— potencial de exposi¢io elevado (nivel 1 do quadro conceptual descrito no apéndice 2) ou indicios de atividade
estrogénica (nivel 2) que justifiquem a necessidade de investigar o ocorréncia de tais efeitos in vivo;

— efeitos reveladores de atividade estrogénica em ensaios in vivo dos niveis 4 ou 5, que justifiquem a necessidade
de investigar se os efeitos em causa se relacionam com um mecanismo estrogénico ndo eluciddvel em ensaios
in vitro.

13.  No apéndice 1 definem-se alguns conceitos utilizados neste método.
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PRINCIPIO DO METODO

14. A sensibilidade do bioensaio uterotréfico assenta num dispositivo experimental constituido por animais cujo eixo
hipotdlamo-hipéfise-ovarios ndo funciona, daf resultando baixos niveis enddgenos de estrogéneos em circulacio.
Esta situagdo proporciona pesos uterinos baixos & partida e maximiza a amplitude possivel da resposta aos estro-
génios administrados. Os roedores fémeas preenchem estas condi¢des nos seguintes estados de sensibilidade aos
estrogénios:

i) Fémeas imaturas apds o desmame, mas antes da puberdade;

ii) Fémeas adultas jovens ovariectomizadas, transcorrido um periodo adequado para a regressio dos tecidos
uterinos.

15.  Administra-se diariamente o produto quimico em estudo por sonda esofdgica ou inje¢do subcutdnea. Adminis-
tram-se doses crescentes constantes do produto quimico em estudo a, pelo menos, dois grupos de animais
(ver orientacdes no ponto 35), expondo cada grupo a um nivel de dose. O periodo de administracdo ¢ de trés dias
consecutivos, no caso do método com fémeas imaturas, e de, pelo menos, trés dias consecutivos, no caso do
método com fémeas adultas ovariectomizadas. Autopsiam-se os animais cerca de 24 horas apds lhes ser adminis-
trada a tltima dose. Para o despiste de agonistas de estrogénios, compara-se o peso uterino médio dos grupos de
animais expostos com o do grupo de animais aos quais foi administrado apenas o veiculo, para determinar se
ocorreu algum aumento com significado estatistico. Um aumento com significado estatistico do peso uterino
médio de um grupo de animais expostos ao produto quimico em estudo é revelador de uma resposta positiva
neste bioensaio.

DESCRICAO DO METODO

Escolha da espécie animal

16. Podem utilizar-se as estirpes habituais de roedores de laboratério, por exemplo as estirpes de ratos
Sprague-Dawley e Wistar a que se recorreu na validacdo. Ndo devem utilizar-se estirpes cuja resposta uterina seja
comprovadamente menor ou no caso de se suspeitar disso. O laboratério deve demonstrar a sensibilidade da
estirpe utilizada conforme se explica nos pontos 26 e 27.

17.  Desde os anos 30 que se tém utilizado fémeas de rato e ratinhas nos bioensaios uterotréficos. Os estudos de vali-
dagdo realizados pela OCDE foram-no apenas em ratos, com base no pressuposto da equivaléncia entre essas
espécies e, portanto, na boa probabilidade de que a utilizagio de apenas uma delas seria suficiente para a vali-
dagdo a nivel mundial, permitindo economizar recursos e preservar animais. O rato é a espécie escolhida na
maior parte dos estudos relativos a reproducio e ao desenvolvimento. Atendendo a que se dispde de uma vasta
base de dados histdricos relativos ao ratinho e, portanto, para alargar o campo de aplica¢do do bioensaio utero-
tréfico nos roedores a utilizagdo dessa espécie, efetuou-se um estudo de validagdo complementar limitado em rati-
nhas (16). Mantendo o propésito inicial de economizar recursos e preservar animais, adotou-se uma abordagem
comparativa, no ambito da qual se utilizou um ntimero reduzido de produtos quimicos, participou um pequeno
numero de laboratérios e as amostras ndo foram codificadas. Esse estudo de validacdo comparativo mostrou que
existe uma boa correspondéncia, qualitativa e quantitativa, entre os dados obtidos nos bioensaios uterotréficos
realizados em ratinhas adultas jovens ovariectomizadas e os dados obtidos em bioensaios andlogos com fémeas
de rato. Quando os resultados do bioensaio uterotréfico se inserirem numa etapa preliminar de um estudo a
longo prazo, torna-se possivel utilizar animais da mesma estirpe e proveniéncia em ambos os estudos. A abor-
dagem comparativa circunscreveu-se a ratinhas ovariectomizadas e o respetivo relatério ndo contém um conjunto
de dados suficientemente sélido para validar o modelo que utiliza animais imaturos, razdo pela qual a aplicacdo
desse modelo a ratinhas ndo ¢é abrangida pelo presente método.

18.  Conclui-se que, em alguns casos, podem ser utilizadas ratinhas em vez de fémeas de rato. Nessa eventualidade,
haverd que justificar a utilizagdo dessa outra espécie, com base em critérios toxicoldgicos, farmacocinéticos efou
outros. Poderd ser necessdrio alterar o protocolo se forem utilizadas ratinhas. Por exemplo, o consumo alimentar
do ratinho, relativamente ao peso corporal, é superior ao do rato, pelo que o teor de fitoestrogénios dos alimentos
dos ratinhos deve ser menor do que o teor de fitoestrogénios dos alimentos dos ratos (9)(20)(22).

Condigdes de alojamento e de alimentagio

19.  Todos os procedimentos devem respeitar as normas locais de manipula¢do de animais de laboratério. As descri-
¢oes, neste protocolo, dos cuidados a ter com os animais e do tratamento a dar aos animais sio normas minimas,
prevalecendo, se for mais estrita, a regulamentacio local, como a decorrente da Diretiva 2010/63/UE do Parla-
mento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protecio dos animais utilizados para fins
cientificos (38). A temperatura do biotério deve ser de 22 °C (¢ 3 °C). A humidade relativa ndo deve ser inferior a
30 % e, de preferéncia, ndo deve exceder 70 %, exceto durante a limpeza do biotério. Idealmente, deve procurar
manter-se a humidade relativa entre 50 % e 60 %. A iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia de 12 horas
de luz seguidas de 12 horas de escuridio.

20.  Os animais devem receber ad libitum uma dieta de laboratério e dgua de beber. Os animais adultos jovens podem
ser alojados individualmente ou em pequenos grupos de ndo mais de trés por gaiola. Por serem juvenis, reco-
menda-se que os animais imaturos sejam alojados em gaiolas coletivas.
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21.  Sabe-se que teores elevados de fitoestrogénios nas dietas de laboratério aumentam o peso uterino em roedores
num grau passivel de interferir com os bioensaios uterotréficos (13)(14)(15). Teores elevados de fitoestrogénios
nas dietas de laboratério e niveis elevados de energia metabolizdvel nas mesmas também podem induzir puber-
dade precoce, se forem utilizados animais imaturos. A presenga de fitoestrogénios resulta, sobretudo, da incorpo-
ragdo de produtos de soja e de luzerna nas dietas de laboratério, tendo-se verificado que as concentragdes de
fitoestrogénios variam de lote para lote das dietas de laboratério (23). O peso corporal é uma varidvel importante,
dado que a quantidade de alimentos ingerida estd relacionada com este parametro. Por conseguinte, a dose de
fitoestrogénio proveniente do consumo da mesma dieta pode variar de espécie para espécie e dependem da faixa
etria (9). Proporcionalmente ao peso corporal, o consumo de alimentos de fémeas de rato imaturas pode ser
aproximadamente duplo do consumo de alimentos de fémeas adultas jovens ovariectomizadas. Ainda proporcio-
nalmente ao peso corporal, o consumo de alimentos de ratinhas adultas jovens pode ser aproximadamente
quadruplo do consumo de alimentos de fémeas adultas jovens de rato ovariectomizadas.

22, Os resultados dos bioensaios uterotréficos (9)(17)(18)(19) mostram, porém, que sdo aceitdveis pequenas quanti-
dades de fitoestrogénios na dieta, as quais ndo reduzem a sensibilidade do ensaio. A titulo indicativo, no caso das
fémeas imaturas de rato das estirpes Sprague-Dawley e Wistar, o teor de fitoestrogénios da dieta de laboratério
ndo deve exceder 350 pg de equivalente de genisteina por grama de dieta (6)(9). Uma dieta com tais caracteristicas
deve ser igualmente adequada para o estudo de fémeas adultas jovens de rato ovariectomizadas, uma vez
que, proporcionalmente ao peso corporal, o consumo de alimentos dos adultos jovens é inferior ao dos
animais imaturos. Se forem utilizadas ratinhas adultas ovariectomizadas ou fémeas de rato mais sensiveis aos
fitoestrogénios, importard reduzir proporcionalmente os niveis de fitoestrogénios da dieta (20). Por outro lado,
diferengas entre dietas ao nivel da energia metabolizdvel disponivel podem gerar desfasamentos no inicio da
puberdade (21)(22).

23.  Antes de iniciar o estudo, é necessrio escolher cuidadosamente uma dieta cujo nivel de fitoestrogénios ndo seja
elevado (ver orientagdes nas referéncias 6 e 9) e cujo nivel de energia metabolizdvel ndo seja excessivo, dado que,
caso contrdrio, os resultados podem ser falseados (15)(17)(19)(22)(36). A confirmacdo de que o dispositivo de
ensaio utilizado pelo laboratério satisfaz os critérios de desempenho como se refere nos pontos 26 e 27 constitui
uma verificagdo importante destes dois fatores. A titulo cautelar, em aplicacio das boas praticas de laboratério,
deve colher-se, para eventual andlise do teor de fitoestrogénios, uma amostra representativa de cada lote de dieta
fornecido durante o estudo — por exemplo, no caso de o peso uterino dos animais do grupo de controlo exceder
os valores histéricos de controlo ou se a resposta ao estrogénio de referéncia (17a-etinilestradiol) for inadequada.
As partes aliquotas constituidas devem ser integradas no estudo e analisadas ou ser congeladas a —20 °C ou
conservadas de um modo que permita evitar a decomposi¢do da amostra antes da anlise.

24.  Algumas camas podem conter produtos quimicos estrogénicos ou antiestrogénicos naturais (por exemplo, é
sabido que as macarocas de milho afetam os ciclos das fémeas de rato e sdo antiestrogénicas). As camas utilizadas
devem conter o minimo de fitoestrogénios possivel.

Preparagdo dos animais

25. Distribuem-se aleatoriamente animais de laboratério sem indicios de qualquer doenga ou anomalia fisica pelos
grupos de controlo e pelos grupos expostos. As gaiolas devem ser dispostas de forma a minimizar possiveis
efeitos derivados do seu posicionamento. Os animais devem ser identificados individualmente. Durante o periodo
de aclimatagdo, os animais imaturos devem permanecer em gaiolas acompanhados das respetivas mies ou de
outras fémeas aleitantes, até serem desmamados. O periodo de aclimatacdo antes do inicio do estudo deve ser de
cerca de 5 dias, no caso dos animais adultos jovens e dos animais imaturos acompanhados das respetivas mies
ou de outras fémeas aleitantes. Se os animais imaturos a utilizar jd tiverem sido desmamados e ndo estiverem
acompanhados das respetivas mies ou de outras fémeas aleitantes, pode ser necessirio reduzir o periodo de acli-
matagdo, dado que a administragio das doses deve iniciar-se imediatamente apds o desmame (ver o ponto 29).

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Verificacio da competéncia técnica do laboratério
26. A competéncia dos laboratérios pode ser verificada de duas maneiras:

— Através de uma verificagdo periddica, por referéncia a um estudo de base inicial de controlo positivo (ver o
ponto 27). Pelo menos de seis em seis meses e sempre que ocorram alteragdes suscetiveis de influenciar os
resultados do ensaio (por exemplo, nova formulagdo da dieta, mudanga do pessoal que faz as dissecagdes,
mudanga da estirpe ou do fornecedor dos animais, etc.), deve verificar-se a resposta do dispositivo de ensaio
(o modelo animal) a uma dose adequada (baseada no estudo de base inicial de controlo positivo referido no
ponto 27) de um estrogénio de referéncia: o 17a-etinilestradiol (n.c CAS 57-63-6).

— Através da utilizagdo de grupos de controlo paralelos, incluindo em cada ensaio um grupo ao qual é adminis-
trada uma dose adequada do estrogénio de referéncia.
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Se o dispositivo ndo responder como previsto, devem examinar-se as condi¢des experimentais, adaptando-as em
conformidade. Recomenda-se, em ambos os casos, que a dose do estrogénio de referéncia corresponda a DE, g,
(DE: dose eficaz).

27. Estudo de base inicial de controlo positivo — Antes de um determinado laboratério efetuar um estudo no
qual aplique o presente método pela primeira vez, é necessdrio demonstrar a competéncia técnica do laboratério
determinando a resposta do modelo animal a um minimo de quatro doses de um estrogénio de referéncia:
17a-etinilestradiol (n.> CAS 57-63-6). Compara-se o efeito no peso uterino com dados histéricos atestados (ver a
referéncia 5). Se os resultados deste estudo de base inicial ndo forem os previstos, devem examinar-se as condigdes
experimentais, adaptando-as em conformidade.

Ndmero e estado dos animais

28. O niimero minimo de animais de cada grupo exposto ou de controlo é de seis, tanto no caso do protocolo com
fémeas imaturas como do protocolo com fémeas adultas ovariectomizadas.

Idade dos animais imaturos

29.  E necessario indicar o dia de nascimento dos animais utilizados na variante do bioensaio uterotréfico que recorre
a animais imaturos. A administragdo das doses deve iniciar-se suficientemente cedo, para garantir que, no final da
administra¢do do produto quimico em estudo, ainda ndo tenha ocorrido o aumento fisioldgico dos estrogénios
enddgenos associado a puberdade. Por outro lado, hd indicios de que os animais muito jovens podem ser menos
sensiveis. Para definir a idade 6tima, cada laboratério deve atender aos seus dados histéricos sobre a maturidade
sexual dos animais.

Como regra geral, a administracio das doses as fémeas de rato pode iniciar-se imediatamente apds um desmame
precoce, 18 dias ap6s o nascimento (para este efeito, o dia do nascimento é o dia 0). A administracdo de doses a
fémeas de rato deve terminar, de preferéncia, 21 dias ap6s o nascimento, mas sempre antes do 25.° dia apds o
nascimento. Com efeito, depois disso, o eixo hipotdlamo-hipdfise-ovérios torna-se funcional e os niveis de estro-
génios endbgenos podem comecar a subir, aumentado concomitantemente os pesos uterinos médios de base e
aumentando também os desvios-padrdo dos grupos (2)(3)(10)(11)(12).

Ovariectomia

30. A ovariectomia das ratinhas e das fémeas de rato dos grupos expostos e de controlo deve ocorrer entre a sexta e
a oitava semanas de idade. No caso das fémeas de rato, o perfodo minimo entre a ovariectomia e o primeiro dia
de administracdo das doses ¢ de 14 dias, a fim de permitir que o Gitero readquira um peso minimo de base estdvel.
No caso das ratinhas, o periodo minimo entre a ovariectomia e o primeiro dia de administracdo das doses é de
7 dias. Uma vez que bastam pequenas quantidades de tecido dos ovarios para gerar niveis significativos de estro-
génios em circulagdo (3), os animais devem ser testados antes de serem utilizados, mediante a observagio de
células epiteliais de esfregagos vaginais obtidos em, pelo menos, cinco dias consecutivos (por exemplo, no caso
das fémeas de rato, do décimo ao décimo quarto dia apds a ovariectomia). Os animais que apresentarem algum
indicio de entrada no ciclo estral ndo devem ser utilizados. Posteriormente, quando da autépsia, deve verificar-se
se estd presente algum tecido dos ovdrios nos cotos cicatriciais da ovariectomia. Se assim for, os dados relativos
ao animal em causa ndo devem ser utilizados nos célculos (3).

31. A ovariectomia é efetuada com o animal apoiado no ventre, depois de convenientemente anestesiado. Efetua-se
uma incisio na zona dorsal lateral da parede abdominal, com cerca de 1 cm de extensdo, no ponto intermédio
entre o limite costal inferior e a crista iliaca, afastada lateralmente alguns milimetros da orla lateral do misculo
lombar. Extraem-se os ovérios da cavidade abdominal, depositam-se num campo assético e efetua-se o corte na
juncdo entre o oviduto e o corpo uterino. Depois de confirmar que ndo se verifica nenhuma hemorragia impor-
tante, sutura-se a parede abdominal e fecha-se a abertura na pele com agrafos ou com uma sutura adequada. A
figura 1 ilustra esquematicamente os pontos de laqueagdo. Deve efetuar-se uma analgesia pés-operatéria adequada,
recomendada por um veterindrio com experiéncia em roedores.

Peso corporal

32.  No método da ovariectomizagio de fémeas adultas, ndo existe uma correlagio entre o peso corporal e o peso
uterino, porque este é afetado por hormonas como os estrogénios, mas ndo pelos fatores de crescimento que
regulam o tamanho do corpo. No modelo que utiliza fémeas imaturas, em contrapartida, durante o periodo de
maturagdo o peso corporal estd relacionado com o peso uterino (34). Por conseguinte, no inicio do estudo por
aplicacdo do modelo que recorre a fémeas imaturas, as diferengas de peso entre os animais utilizados devem ser
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minimas, ndo se desviando mais de 20 % do peso médio. Para isso, o criador deve normalizar o tamanho das
ninhadas, a fim de garantir que a progenitura das diversas progenitoras é alimentada sensivelmente do mesmo
modo. Integram-se os animais nos grupos expostos e de controlo procedendo a uma distribuido aleatéria de
pesos, de maneira que o peso corporal médio de cada grupo nio difira estatisticamente do peso corporal médio
de qualquer outro grupo. Deve evitar-se integrar animais da mesma ninhada no mesmo grupo exposto, tanto
quanto possivel sem aumentar o niimero de ninhadas utilizadas no estudo.

Dosagem

33.  Normalmente, dois grupos de dosagem e um grupo de controlo sio suficientes para determinar se um produto
quimico pode ter atividade estrogénica in vivo. Por razdes de bem-estar animal, privilegia-se, portanto, este
modelo. No caso de se pretender tragar uma curva da relacdo entre a dose administrada e a resposta obtida ou
efetuar uma extrapolacdo para doses mais baixas, sdo necessarios, pelo menos, trés grupos de dosagem. No caso
de se pretender obter informagdes que vdo além de uma identificacio de atividade estrogénica (como, por
exemplo, uma estimativa do poder estrogénico), deve ponderar-se um regime de dosagem diferente. Salvo no que
respeita a exposi¢do ao produto quimico em estudo, os animais do grupo de controlo devem ser tratados do
mesmo modo que os animais dos grupos ensaiados. Se for utilizado um veiculo para administrar o produto
quimico em estudo, os animais do grupo de controlo devem receber a mesma quantidade de veiculo utilizada nos
grupos expostos (ou a maior quantidade de veiculo utilizada nos grupos ensaiados, se aquela variar de grupo para

grupo).

34. O objetivo, no caso do bioensaio uterotréfico, é selecionar doses que garantam a sobrevivéncia dos animais e nio
lhes provoquem efeitos toxicos nem sofrimento significativos apds trés dias consecutivos de administragdo do
produto quimico, até a dose méaxima didria de 1 000 mg/kg. Na escolha das doses devem ter-se em conta os
dados eventualmente disponiveis sobre a toxicidade e a (toxico)cinética do produto quimico em estudo ou de
matérias afins. Para se estabelecer o nivel de dose mais elevado, deve atender-se, em primeiro lugar, a DLy, efou
aos dados sobre toxicidade aguda de que se disponha, a fim de evitar a morte dos animais e de os poupar a
grande sofrimento ou aflicdo (24)(25)(26). A dose mais elevada deve ser a dose méxima tolerada (DMT), podendo
também ser aceite um estudo realizado a um nivel de dosagem que tenha induzido uma resposta uterotréfica
positiva. A titulo exploratério, aceitam-se geralmente intervalos largos (por exemplo, meia unidade logaritmica,
correspondente a um fator de progressio das doses de 3,2, ou mesmo uma unidade logaritmica) entre as doses
administradas. Se ndo se dispuser de dados adequados para o efeito, pode efetuar-se um estudo exploratério, para
facilitar a determinagdo das doses a utilizar.

35. Em alternativa, se for possivel estimar a atividade estrogénica de um agonista com base em dados in vitro (ou in
silico), esses dados podem ser tidos em conta na escolha das doses. Por exemplo, obtém-se uma estimativa da
quantidade do produto quimico em estudo que gerard respostas uterotréficas equivalentes as do agonista de refe-
réncia (etinilestradiol) determinando a correspondente atividade in vitro relativamente a do etinilestradiol. A dose
mais elevada a ensaiar resultard da multiplicagdo dessa dose equivalente por um fator adequado (10 ou 100, por
exemplo).

Estudo exploratério

36. Se necessario, pode efetuar-se um estudo exploratério preliminar com poucos animais. Para o efeito, pode
utilizar-se o documento de orienta¢des n.°© 19 da OCDE (25), que define os sinais clinicos da toxicidade ou do
sofrimento provocados em animais. Se for possivel fazé-lo nesse estudo exploratério apds trés dias de adminis-
tracdo das doses, procede-se a excisdo e pesagem dos tteros cerca de 24 horas apds a administragio da tltima
dose. Estes dados podem ser depois utilizados para afinar o estudo principal (escolha de uma dose mdxima e de
uma dose inferior aceitdveis e recomendacdo do niimero de grupos de dosagem).

Administragio das doses

37.  Administra-se o produto quimico em estudo por sonda esofdgica ou por injegdo subcutdnea. Ao escolher a via de
administragdo, é necessdrio atender aos aspetos do bem-estar animal e a aspetos toxicologicos como a relagio
com a via de exposi¢do humana ao produto quimico (por exemplo, sonda esofdgica para exposigdo por ingestdo e
injecdo subcutdnea para exposi¢do por inalagdo ou por adsorgdo cutdnea), tendo ainda em conta as propriedades
fisico-quimicas do produto quimico em estudo e, em especial, as informagdes toxicoldgicas e os dados metabé-
licos e cinéticos disponiveis (por exemplo, a necessidade de evitar metabolismos de primeira passagem ou melhor
eficiéncia de uma determinada via de administragio).

38.  Sempre que possivel, deve comegar por ponderar-se a possibilidade de se utilizarem solucdes/suspensdes aquosas.
Porém, dado que os ligandos de estrogénios ou os precursores metabélicos dos mesmos sdo geralmente hidré-
fobos, normalmente utiliza-se uma solugdo ou suspensdo oleosa (por exemplo, em 6leo de milho, de amendoim
ou de gergelim ou em azeite). No entanto, uma vez que estes 6leos tém valores caldricos e teores de gorduras dife-
rentes, o veiculo pode influenciar a absorgdo total de energia metabolizdvel e, em consequéncia disso, pode alterar
as medi¢Oes dos pardmetros determinados, designadamente o peso uterino, em especial no protocolo que utiliza
fémeas imaturas (33). Antes da realiza¢do do estudo é, portanto, necessirio ensaiar o veiculo previsto relativa-
mente a grupos de controlo sem veiculo. Pode dissolver-se o produto quimico em estudo numa quantidade
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minima de etanol a 95 % ou de outro solvente adequado, diluindo-se depois até a concentragdo final no veiculo a
utilizar nos ensaios. E necessario conhecer as caracteristicas de toxicidade do solvente e verificd-las num grupo de
controlo apenas exposto ao solvente. Se o produto quimico em estudo for considerado estdvel, pode favorecer-se
a sua dissolugdo aquecendo ligeiramente e agitando vigorosamente. Deve determinar-se a estabilidade do produto
quimico em estudo no veiculo utilizado. Se o produto quimico em estudo se mantiver estdvel durante todo o
estudo, podem preparar-se uma aliquota inicial do mesmo e, diariamente, as dilui¢des as doses necessarias.

39. A cronologia da administracio das doses depende do modelo experimental (ver o ponto 29 para o protocolo
com fémeas imaturas e o ponto 30 para o protocolo com fémeas adultas ovariectomizadas). No caso das fémeas
de rato imaturas, administra-se o produto quimico em estudo trés dias consecutivos. No caso das fémeas de rato
ovariectomizadas, também se recomendam exposi¢des de trés dias, mas sdo aceitdveis exposi¢des mais longas,
que podem melhorar a dete¢do de produtos quimicos fracamente ativos. No caso das ratinhas ovariectomizadas,
trés dias de exposicio sdo normalmente suficientes, sem que haja vantagens significativas no prolongamento da
mesma até sete dias quando se trate de agonistas fortes de estrogéneos. Todavia, no caso dos estrogéneos fracos,
tal ndo ficou demonstrado no estudo de validacio (16), pelo que a administracio das doses a ratinhas adultas
ovariectomizadas deve prolongar-se por sete dias consecutivos.As doses devem ser administradas a mesma hora
do dia e ser adaptadas de modo a manter um nivel de dose constante em relagdo ao peso corporal de cada animal
(por exemplo miligramas didrios do produto quimico em estudo por quilograma de peso corporal. Deve ainda
minimizar-se a variabilidade do volume administrado proporcionalmente ao peso corporal, ajustando a concen-
tracdo das solugdes utilizadas de modo que, proporcionalmente ao peso corporal, o volume administrado seja o
mesmo para todos os niveis de dose e todas as vias de administracio.

40. A administracio for¢ada aos animais através de sonda esofigica deve efetuar-se numa dose didria tinica, por meio
de um tubo estomacal ou de uma canula de intubagio adequada. O volume médximo de liquido que pode ser
administrado de cada vez depende do tamanho do animal. Devem respeitar-se as normas locais de manipulacio
de animais, mas o volume administrado ndo deve exceder 5 ml por quilograma de peso corporal, salvo no caso
das solugdes aquosas, em que se permitem 10 ml por quilograma de peso corporal.

41.  Se o produto quimico em estudo for administrado por injecdo subcutinea, deve ser injetada nos animais uma
dose didria tnica. As doses devem ser administradas na regido escapular dorsal ou na regido lombar, por meio de
uma seringa do tipo utilizado no teste da tuberculina (calibre 23 ou 25), dotada de uma agulha esterilizada. E
facultativo rapar a pelagem dos animais no local da injegdo. Devem registar-se as perdas ou escorrimentos nesse
local, bem como todas as administragdes incompletas de doses. O volume injetado diariamente a um rato ndo
deve exceder 5 ml por quilograma de peso corporal, divididos por dois locais de inje¢do, salvo no caso das solu-
¢Oes aquosas, em que se permitem 10 ml por quilograma de peso corporal.

Exames
Exames gerais e clinicos

42.  Deve efetuar-se um exame clinico geral pelo menos uma vez por dia; se forem detetados sinais de toxicidade, o
exame deve ser mais frequente. De preferéncia, os exames devem ser efetuados a mesma hora ou as mesmas horas
do dia, tendo em atengdo o periodo previsto de efeitos mais acentuados apds a administragdo do produto
quimico. Devem examinar-se todos os animais de modo a detetar os casos de mortalidade e morbilidade e sinais
clinicos gerais como mudangas de comportamento, alteragdes da pele, da pelagem, dos olhos ou das mucosas e a
ocorréncia de secregdes ou excrecdes e de reagdes neurovegetativas (por exemplo lacrimagio, horripilacdo, altera-
¢Oes da dimensdo pupilar, respiracdo anormal, etc.).

Peso corporal e consumo de alimentos

43.  Deve pesar-se diarjamente cada animal com a aproximagdo de 0,1 g, comegando imediatamente antes do inicio
da exposicdo, isto ¢é, quando da reparti¢io dos animais pelos grupos. A quantidade de alimentos consumida em
cada gaiola durante o periodo de exposi¢do pode também ser determinada por gaiola, a titulo facultativo, pesando
os distribuidores de alimentos. Os resultados de consumo de alimentos devem ser expressos em gramas didrios
por animal.

Dissecagdo e pesagem dos titeros

44, Os animais devem ser eutanasiados 24 h apds a dltima exposicdo. Idealmente, a ordem das autdpsias deve ser
aleatoria no universo dos grupos, evitando seguir uma ordem crescente ou decrescente das doses, método que
poderia afetar subtilmente os resultados. Constitui objetivo deste bioensaio determinar o peso do utero fresco e
do dtero enxuto. O peso fresco inclui o tGtero e o fluido luminal; o peso enxuto determina-se depois de pesado e
removido o fluido luminal do ttero.
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45.  Antes da dissecagdo, examina-se a vagina da cada animal imaturo, para determinar em que estado de abertura se
encontra. A dissecagdo comeca pela abertura da parede abdominal, com inicio na sinfise pabica. Em seguida,
separam-se 0S cOrnos uterinos e os ovarios (se presentes) da parede abdominal dorsal. Separam-se também a
bexiga urindria e os ureteres das faces laterais e ventral do dtero e da vagina. Libertam-se as aderéncias fibrosas
entre o reto e a vagina, até ser possivel identificar a juncio do orificio vaginal e da pele perineal. Separam-se o
ttero e a vagina do resto do corpo efetuando uma incisdo na parede vaginal imediatamente acima da juncdo com
a pele perineal, conforme se ilustra na figura 2. Retira-se o ttero do corpo cortando cuidadosamente a liga¢do do
mesentério uterino ao longo da face dorsal lateral de cada corno uterino. Uma vez extraido o ttero do corpo, a
manipulagdo destes tecidos deve ser suficientemente rdpida para evitar que os mesmos sequem. A perda de peso
por secagem adquire maior importancia no caso de tecidos pequenos, como o ttero (23). Se presentes, retiram-se
os ovérios, por corte ao nivel do oviduto, procedendo de modo a evitar perdas de fluido luminal pelos cornos
uterinos. Se o animal tiver sido ovariectomizado, deve verificar-se se os cotos cicatriciais contém vestigios de
tecido dos ovdrios. Devem eliminar-se os restos de gordura e de tecido conjuntivo. Separa-se a vagina do ttero
imediatamente abaixo do colo do ttero, de modo que este fique soliddrio com o corpo uterino, como se ilustra
na figura 2.

46. Deposita-se cada Gtero num recipiente tarado e com uma marcacio individualizada (por exemplo uma placa de
Petri ou uma cdpsula de pesagem de pldstico), continuando a tomar as precaugdes necessirias para impedir a
secagem antes da pesagem (por exemplo, pode por-se em cada recipiente um papel de filtro ligeiramente embe-
bido em soro fisiol6gico). Pesam-se o ttero e o fluido luminal com a aproximag¢io de 0,1 mg (peso hiimido do
utero).

47.  Procede-se em seguida a eliminagdo do fluido luminal de cada dtero. Furam-se ambos os cornos uterinos ou
cortam-se os mesmos longitudinalmente. Coloca-se cada tdtero sobre papel de filtro (por exemplo, Whatman
n.° 3) ligeiramente humedecido e comprime-se cuidadosamente com um segundo papel de filtro, também ligeira-
mente humedecido, para remover completamente o fluido luminal. Pesa-se o ttero sem o fluido luminal com a
aproximagdo de 0,1 mg (peso enxuto do fitero).

48. Pode utilizar-se o peso do ttero no termo do ensaio para verificar se a idade adequada das fémeas de rato
imaturas ndo foi excedida, embora os dados histéricos da estirpe de ratos utilizada pelo laboratério sejam determi-
nantes quanto a este aspeto (para a interpretagdo dos resultados, ver o ponto 56).

Estudos facultativos

49.  Apds pesagem, pode colocar-se cada ttero em formol a 10 % tamponado a pH neutro, para posterior exame
histopatoldgico apés coloragio com hematoxilina e eosina. Pode examinar-se também a vagina (ver o ponto 9).
Podem efetuar-se ainda medi¢des morfométricas do epitélio do endométrio, para comparacdes quantitativas.

DADOS E RELATORIOS

Dados
50. Dados do estudo a fornecer:

— ntmero de animais no inicio do ensaio;

— ntimero e identidade dos animais que morreram ou foram eutanasiados durante o ensaio e data e hora de cada
morte ou eutanasia;

— namero e identidade dos animais com sinais de toxicidade e descri¢io dos sinais de toxicidade observados,
nomeadamente o momento do seu aparecimento e a duragdo e intensidade dos efeitos t6xicos detetados;

— ntmero e identidade dos animais com lesdes e descri¢do dos tipos de lesdes.

51.  Registam-se os dados correspondentes a cada animal no que respeita a peso corporal, peso uterino himido e peso
uterino enxuto. Deve recorrer-se a andlises estatisticas unilaterais para determinar se a administracio do produto
quimico em estudo provocou um aumento com significado estatistico (p < 0,05) do peso do titero, provocado
por um agonista. Devem efetuar-se anélises estatisticas que permitam determinar se o peso hiimido e o peso
enxuto do ttero sofreram alteragdes em consequéncia da exposi¢do. Por exemplo, pode efetuar-se uma andlise de
covaridncia dos dados (ANCOVA), sendo o peso corporal na autdpsia a covaridvel. Antes da andlise dos dados,
pode efetuar-se uma transformagdo logaritmica de estabilizacdo da varidncia dos dados uterinos. O teste de
Dunnett e Hsu pode servir para estabelecer comparagdes par a par entre cada grupo exposto e os grupos de
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52.

controlo do veiculo e para calcular os intervalos de confianga. Pode recorrer-se a tragados de residuos estudanti-
zados para detetar eventuais valores aberrantes e avaliar a homogeneidade das varidncias. Aplicaram-se estes
métodos no programa de validacio realizado pela OCDE, com recurso ao processo dos modelos lineares gerais
(PROC GLM) do sistema de andlise estatistica (SAS Institute, Cary, NC, EUA), versdo 8 (6)(7).

Informagdes a constar do relatério final:

Instalagbes nas quais se realizaram os ensaios:

— pessoal responsével e responsabilidades de cada um no estudo;

— dados do estudo de base inicial de controlo positivo e dados periédicos de controlo positivo (ver os pontos 26
e 27).

Produto quimico em estudo:

— caracterizacdo dos produtos quimicos em estudo;

— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas pertinentes;
— método e frequéncia de preparagio de diluigdes;

— dados obtidos sobre a estabilidade;

— andlises das solu¢des administradas.

Veiculo:

— caracteriza¢do do veiculo utilizado no estudo (natureza, fornecedor e lote);

— justificacdo da escolha do veiculo (se ndo for dgua).

Animais estudados:

— espécie e estirpe utilizadas e justificagdo das op¢des tomadas;

— fornecedor e instalacdes especificas do fornecedor;

— idades na entrega e datas de nascimento;

— no caso dos animais imaturos, se sdo fornecidos com as mées ou outras fémeas aleitantes e data do desmame;
— elementos relativos ao processo de aclimatacio dos animais;

— ntmero de animais por gaiola;

— método e elementos relativos a identificacdo de cada animal e de cada grupo.

Condigdes de realizacdo dos ensaios:

— elementos relativos ao processo de aleatorizacio (método utilizado);
— fundamentacdo da escolha das doses;

— clementos relativos a formulagdo, concentragdes obtidas, estabilidade e homogeneidade do produto quimico
em estudo;

N

— elementos relativos a administragdo do produto quimico em estudo e fundamentacio da via de exposicdo
escolhida;

— dieta (nome, tipo, fornecedor, composicio e, se conhecidos, niveis de fitoestrogénios);

— 4gua fornecida (por exemplo, dgua da torneira ou dgua filtrada) e modo de fornecimento (tubagem a partir de
um reservatério grande, garrafas, etc.);

— camas (nome, tipo, fornecedor e composicio);

— registos das condi¢des de engaiolamento, do periodo de iluminagdo, da temperatura e humidade ambientes, da
limpeza do biotério;

— descrigdo pormenorizada das autdpsias e da pesagem dos uteros;

— descri¢do dos métodos estatisticos utilizados.
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Resultados
Por animal:

— todos os pesos corporais didrios (desde a integracdo num grupo até a autdpsia do animal), com a aproximacio
de 0,1 g;

— idade do animal (em dias, considerando dia 0 o do nascimento) no inicio da administracgdo do produto
quimico em estudo;

— data e hora da administracdo de cada dose;

— volume e dose calculados administrados e registos de eventuais perdas durante ou depois da administracio
das doses;

— estado didrio do animal, incluindo os exames efetuados e os sintomas detetados;
— causa presumida de morte (se o animal for encontrado moribundo ou morto durante o estudo);
— data e hora da eutandsia e periodo decorrido desde a administracdo da dltima dose;

— peso uterino hiimido (com a aproximagio de 0,1 mg) e eventuais registos de perdas de fluido luminal durante
a dissecagdo e a preparacdo para a pesagem;

— peso uterino enxuto (com a aproximacdo de 0,1 mg).

Por grupo de animais:

— pesos corporais médios didrios (com a aproximagio de 0,1 mg) e respetivos desvios-padrio (desde a inte-
gracdo nos grupos até as autopsias);

— pesos uterinos himidos médios e pesos uterinos enxutos médios (com a aproximagio de 0,1 mg) e respetivos
desvios-padrio;

— se for determinado, consumo didrio de alimentos (calculado em gramas de alimentos consumidos por animal);

— resultados das andlises estatisticas comparativas dos pesos uterinos hiimido e enxuto dos grupos expostos
com as determinagdes correspondentes nos grupos de controlo do veiculo;

— resultados das andlises estatisticas comparativas do peso corporal total e do ganho de peso corporal dos
grupos expostos com as determinagdes correspondentes nos grupos de controlo do veiculo.

Resumo das principais orientagdes deste método de ensaio

Rato Ratinho
Animais
Estirpe Estirpe habituais de roedores de laboratério
Ntmero de animais Pelo menos seis animais por grupo de dosagem
Ntimero de grupos Pelo menos dois grupos expostos (ver orientagdes no ponto 33) e um grupo

de controlo negativo
Ver orientacdes relativas aos grupos de controlo positivo nos pontos 26 e 27

Condicdes de alojamento e de alimentacio

Temperatura do biotério 22°Ct3°C

Humidade relativa 50-60 %; ndo inferior a 30 % nem superior a 70 %

Sequéncia de luz e de escuriddo | 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo

Dieta e dgua de beber Ad libitum




L 247/36 Jornal Oficial da Unido Europeia 21.8.2014
Rato Ratinho
Alojamento Individual ou em grupos de ndo mais de trés animais (recomenda-se que os

54.

55.

animais imaturos sejam alojados em grupo)

Dieta e camas

Baixo nivel de fitoestrogénios recomendado na dieta e nas camas

Protocolo

Método

Método (preferido) que recorre a
fémeas imaturas ndo ovariectomi-
zadas

Método que recorre a fémeas adultas
ovariectomizadas

Método que recorre a fémeas adultas
ovariectomizadas

Idade da exposi¢do dos animais
imaturos

Nio antes de 18 dias apds o nasci-
mento. Administragdo das doses a
completar antes de transcorridos
25 dias apds o nascimento.

Nio se aplica a presente versdo do
método.

Idade da ovariectomia

Entre 6 e 8 semanas

Idade da exposigdo dos animais
ovariectomizados

Pelo menos 14 dias entre a ovariec-
tomia e o primeiro dia de adminis-
tracio das doses

Pelo menos 7 dias entre a ovariectomia
e o primeiro dia de administracio das
doses

Peso corporal

A variagdo deste pardmetro deve ser minima, ndo devendo exceder 20 % do

peso médio

Administragio das doses

Via de administragdo

Sonda esofdgica ou injecdo subcutinea

Frequéncia da administragio

Uma dose didria

Volume administrado por sonda
esofdgica ou por injecio

< 5 ml/kg de peso corporal (ou até 10 ml/kg de peso corporal no caso das
solugdes aquosas) (injetados em dois locais, no caso da via subcutinea)

Duragdo da administracio

3 dias consecutivos no caso do
modelo que recorre a fémeas
imaturas

Pelo menos 3 dias consecutivos no
caso do modelo que recorre a fémeas
adultas ovariectomizadas

7 dias consecutivos no caso do modelo
que recorre a fémeas adultas ovariecto-
mizadas

Autopsia

Cerca de 24 horas ap6s a tltima dose

Resultados

Resposta positiva

Aumento estatisticamente significativo do peso uterino médio (himido e/ou

enxuto)

Estrogénio de referéncia

17a-etinilestradiol

ORIENTACOES PARA INTERPRETACAO E ACEITACAO DOS RESULTADOS

Em geral, deve considerar-se que um estudo de atividade estrogénica deu resultado positivo se, pelo menos no
grupo exposto a dose mais elevada, ocorrer um aumento do peso uterino estatisticamente significativo (p< 0,05),
comparativamente ao grupo de controlo do solvente. Corrobora ainda um resultado positivo a demonstra¢io de
uma relagio biologicamente plausivel entre a dose e a intensidade da resposta, tendo em aten¢do que a conjugacio
dos efeitos estrogénicos e antiestrogénicos do produto quimico em estudo pode afetar a forma da curva de

resposta a dosagem.

A dose mdxima tolerada ndo deve ser excedida, a fim de possibilitar uma interpretagdo com significado dos dados.
Nessa perspetiva, devem avaliar-se cuidadosamente as redugdes de peso corporal, os sinais clinicos e outros dados

obtidos.
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56. Um aspeto importante a ponderar para a aceitacdo dos dados de um bioensaio uterotréfico é a questio dos pesos
uterinos dos animais do grupo de controlo do veiculo. Se forem detetados pesos elevados no grupo de controlo,
podem ficar comprometidas a sensibilidade do bioensaio e a capacidade de detegdo de agonistas muito fracos de
estrogénios. As referéncias bibliograficas e os dados obtidos na validagdo do bioensaio uterotréfico indicam a
possibilidade de ocorréncia espontinea de pesos médios elevados nos grupos de controlo, em especial quando se
trata de animais imaturos (2)(3)(6)(9). Uma vez que o peso uterino das fémeas de rato imaturas depende de muitas
varidveis, como a estirpe e o peso corporal, ndo é possivel estabelecer um limite superior preciso para esse para-
metro. A titulo indicativo, se o peso do ttero enxuto das fémeas de rato imaturas de controlo estiver compreen-
dido entre 40 e 45 mg, os resultados devem ser considerados suspeitos; se esse peso exceder 45 mg, o ensaio
poderd ter de ser repetido. Todavia, este aspeto tem de ser analisado caso a caso (3)(6)(8). No ensaio de fémeas de
rato adultas, uma ovariectomia incompleta deixard restos de tecidos dos ovérios, que podem produzir estrogénios
enddgenos e atrasar a regressdo do peso uterino.

57. A obtengdo de pesos uterinos enxutos no grupo de controlo do veiculo inferiores a 0,09 % do peso corporal, para
fémeas de rato imaturas, e inferiores a 0,04 % do peso corporal, para fémeas adultas jovens ovariectomizadas,
parece gerar resultados aceitdveis (ver o quadro 31 da referéncia 2). Se os pesos uterinos dos animais do grupo de
controlo excederem estes valores, devem examinar-se vdrios fatores, nomeadamente a idade dos animais, a quali-
dade da ovariectomia, a ocorréncia de fitoestrogénios na dieta, etc., e deve encarar-se com precaugdo um resultado
negativo no ensaio (nenhuma indicagdo de atividade estrogénica).

58.  Os laboratérios devem conservar dados histéricos dos grupos de controlo do veiculo. Devem conservar igual-
mente dados histéricos das respostas a estrogénios de referéncia positivos, como o 17a-etinilestradiol. Os labora-
torios podem igualmente ensaiar a resposta a agonistas reconhecidamente fracos de estrogénios. Para garantir que
os métodos do laboratério em causa tém sensibilidade suficiente, podem comparar-se todos estes dados com os
dados disponiveis (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8).

59.  No estudo de validacio realizado pela OCDE, os pesos uterinos enxutos evidenciaram menos variabilidade do que
os pesos uterinos himidos (6)(7). Todavia, considera-se que uma resposta significativa em qualquer destes parame-
tros indica que o produto quimico em estudo tem atividade estrogénica.

60. A resposta uterotrdfica ndo ¢ inteiramente de origem estrogénica. Porém, um resultado positivo num bioensaio
uterotréfico deve, geralmente, ser interpretado como prova de atividade estrogénica in vivo e, normalmente, deve
dar lugar a uma pesquisa mais aprofundada (ver o ponto 9 e o Quadro conceptual da OCDE para ensaio e avaliagio
de produtos quimicos desreguladores do sistema enddcrino — apéndice 2).

Figura 1

Desenho esquemitico ilustrativo da ablacdo dos ovirios

Ovério

> Oviduto

» Local do corte

P Utero

Incisao
Nio se mostram o mesométrio, o sistema
vascular e as bolsas adiposas.

Comega-se por efetuar uma incisio na zona dorsal lateral da parede abdominal, no ponto intermédio entre o
limite costal inferior e a crista ilfaca, afastada lateralmente alguns milimetros da orla lateral do misculo lombar.
Localizam-se os ovérios na cavidade abdominal. Retiram-se os ovdrios da cavidade abdominal para um campo
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assético, laqueia-se o canal entre cada ovdrio e o dtero, para conter a hemorragia, e separam-se os ovarios
efetuando uma incisdo acima do ponto de laqueagdo situado na jungdo de cada oviduto com o corno uterino.
Depois de confirmar que ndo se verifica nenhuma hemorragia importante, sutura-se a parede abdominal e
fecha-se a abertura na pele, por exemplo com agrafos ou por sutura. Os animais devem poder restabelecer-se e o
peso do utero deve poder regredir durante, pelo menos, 14 dias, antes da utilizaco.

Figura 2

Remocio e preparagio dos tecidos uterinos para a pesagem

PESO
UTERINO

Linha de corte na aut6psia

Comeca-se por abrir a parede abdominal na sinfise ptibica. Em seguida, separam-se ambos os ovarios (se esti-
verem presentes) e os cornos uterinos da parede abdominal dorsal. Separam-se também a bexiga urindria e os
ureteres das faces laterais e ventral do utero e da vagina. Libertam-se as aderéncias fibrosas entre o reto e a vagina,
até ser possivel identificar a juncdo do orificio vaginal e da pele perineal. Separam-se o utero e a vagina do resto
do corpo efetuando uma incisdo na parede vaginal imediatamente acima da jungdo com a pele perineal, conforme
se ilustra na figura. Retira-se o ttero do corpo cortando cuidadosamente a ligagdo do mesentério uterino ao longo
da face dorsal lateral de cada corno uterino. Uma vez extraido o ttero do corpo, eliminam-se os restos de gordura
e de tecido conjuntivo. Se presentes, retiram-se os ovarios por corte ao nivel do oviduto, procedendo de modo a
evitar perdas de fluido luminal pelos cornos uterinos. Se o animal tiver sido ovariectomizado, deve verificar-se se
os cotos cicatriciais contém vestigios de tecido dos ovdrios. Separa-se a vagina do tUtero imediatamente abaixo
do colo do ttero, de modo que este fique soliddrio com o corpo uterino, como se ilustra na figura. Pode entdo
pesar-se o utero.
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Apéndice 1

DEFINICOES

Atividade antiestrogénica: capacidade do produto quimico de suprimir a acdo do 17-estradiol num mamifero.
Produto quimico: substincia ou mistura.

Data de nascimento: dia 0 ap6s o nascimento.

Dosagem: termo geral que abrange a dose, a frequéncia desta e a duragdo da administragdo da mesma.

Dose: quantidade de produto quimico em estudo administrada. No bioensaio uterotréfico, exprime-se em peso didrio
do produto quimico em estudo por unidade de peso corporal do animal ensaiado (por exemplo mg/kg de peso
corporal/dia).

Dose médxima tolerdvel (DMT): quantidade méxima do produto quimico que, quando introduzida no organismo, ndo
mata os animais em estudo (indicada por DL) (IUPAC, 1993).

Atividade estrogénica: capacidade do produto quimico de agir como o 178-estradiol num mamifero.
X dias apds o nascimento: niimero X de dias de vida apds o dia de nascimento.

Sensibilidade: propor¢io dos produtos quimicos positivos/ativos que sio corretamente classificados pelo ensaio. Cons-
titui uma medida da exatiddo dos métodos de ensaio que geram resultados categdricos e é um aspeto importante a ter
em conta na avaliagdo da pertinéncia de um método de ensaio.

Especificidade: propor¢io dos produtos quimicos negativos/inativos que sio corretamente classificados pelo ensaio.
Constitui uma medida da exatiddo dos métodos de ensaio que geram resultados categdricos e é um aspeto importante a
ter em conta na avaliacdo da pertinéncia de um método de ensaio.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura a qual seja aplicado este método de ensaio.
Uterotroéfico: termo usado para designar uma influéncia positiva no crescimento dos tecidos uterinos.

Validagdo: processo cientifico concebido para caracterizar as limitaches e as condi¢des operatérias dos métodos de
ensaio e para demonstrar a fiabilidade e a pertinéncia dos mesmos para determinado fim.



Apéndice 2

Nota: Documento elaborado pelo Secretariado do Test Guidelines Programmeda OCDE com base no acordo alcangado na 6. reunido da Task Force para o
ensaio e a avaliagio de desreguladores do sistema endécrino (EDTA)

Quadro concetual da OCDE para ensaio e avaliagio de produtos quimicos desreguladores do sistema endécrino

Nivel 1
Escolha e defini¢io de prioridades
com com base nas informag¢des
disponiveis

biodegradabilidade;

modos de utilizagio;

— propriedades fisico-quimicas, por exemplo peso molecular, reatividade, volatilidade,
— exposigio humana e do ambiente, por exemplo, volume de produgio, libertagio,

— perigos, por exemplo dados toxicoldgicos disponiveis.

Nivel 2
Ensaios in vitro geradores de dados
mecanisticos

hormonas tiroideias;
— ativagio da transcricio;
— génese da aromatase ¢ dos esterdides in vitro;

— relagdes quantitativas estrutura-atividade (QSAR);

afinidade de ligagio a recetores de estrogénios, de androgénios e de

— despistagens preliminares
de alto rendimento;

— fungo tiroideia;

— ensaio da vitelogenina em

— reconhecimento/fixagio nos recetores dos hidrocarbonetos arométicos; hepatdcitos de peixes;

— outros (que se justifiquem).

Nivel 3
Ensaios in vivo geradores de dados de
um tinico mecanismo e efeito
enddcrino

— ensaio uterotrofico (relativo aos estrogénios);

— ensaio de Hershberger (relativo aos

— ensaio da vitelogenina em peixes

androgénios);

— fungio hormonal ndo mediada por recetores;
— outras fungdes (por exemplo, tiroideia).

(relativo aos estrogénios).

Nivel 4
Ensaios in vivo geradores de dados de
miltiplos mecanismos e efeitos
endécrinos

— método TG 407 da OCDE melhorado

— ensaio histopatoldgico das

(pardmetros baseados em mecanismos

enddcrinos);

— ensaios de puberdade em machos e fémeas;
— ensaio no macho adulto completo.

génadas em peixes;
— ensaio da metamorfose da ra.

Nivel 5
Ensaios in vivo geradores de dados
de efeitos de mecanismos
endécrinos e de outros mecanismos

— ensaio a uma geracio (método TG 415 melhorado)'

ensaio a duas geragdes (método TG 416 melhorado)’

— ensaios numa parte ou na

ensaio de despistagem na reproducio (método TG

421 melhorado)'
— ensaio combinado de despistagem na reprodugio e a|
28 dias (método TG 422 melhorado)!

' O grupo de gestio de validagdes de ensaios e avaliagSes em
mamiferos (grupo «VMG mamm») examinard os possiveis

melhoramentos.

totalidade do ciclo de vida em
peixes, aves, anfibiose
invertebrados (efeitos no
desenvolvimento e na
reprodugio).
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NOTAS EXPLICATIVAS DO QUADRO CONCEPTUAL

Nota 1: E possivel entrar no quadro e dele sair em qualquer nivel, consoante a natureza das informagdes necessdrias
para a avaliagdo dos perigos e dos riscos.

Nota 2: No nivel 5, os métodos ecotoxicoldgicos devem integrar pardmetros indicativos dos mecanismos dos efeitos
indesejados e dos mecanismos das consequéncias negativas potenciais nas populagdes.

Nota 3: Se um modelo multimodal abranger vérios dos ensaios de pardmetro tinico, esse modelo substituird estes
altimos.

Nota 4: A avaliagio de cada produto quimico deve basear-se numa andlise caso a caso que tenha em conta todas as
informagdes disponiveis, tendo presente a fungio dos niveis do quadro.

Nota 5: Esta versdo do quadro ndo deve ser considerada exaustiva. Nos niveis 3, 4 e 5, integra ensaios ji disponiveis ou
em validagdo. Estes ultimos sdo incluidos a titulo provisério. Logo que estejam afinados e validados, serdo
formalmente integrados no quadro.

Nota 6: Os ensaios integrados no nivel 5 ndo devem considerar-se unicamente de cardter definitivo. Os ensaios em
questdo contribuem para a avaliagdo geral dos perigos e dos riscos.
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B.55. BIOENSAIO DE HERSHBERGER NO RATO: ENSAIO DE DESPISTAGEM A CURTO PRAZO DE PROPRIEDADES
(ANTI)ANDROGENICAS

INTRODUCAO

1. Este método é equivalente ao Test Guideline TG 441 (2009) da OCDE. Em 1998, a OCDE deu inicio a uma acdo
prioritdria com vista a revisdo das orientagdes existentes e a elaboracdo de novas orientagdes para despistagem e
ensaio de potenciais desreguladores do sistema endécrino (1). Um dos elementos dessa agdo foi a elaboragdo de
um Test Guideline para o bioensaio de Hershberger no rato. Apés varias décadas de utilizacdo pela indistria farma-
céutica, este ensaio foi pela primeira vez normalizado em 1962, por uma comissio de peritos oficiais, como meio
de despistagem de produtos quimicos androgénicos (2). Entre 2001 e 2007, o bioensaio de Hershberger no rato
foi objeto de um vasto programa de validagdo, que incluiu a elabora¢do de um documento-base de recensdo (23),
a compilagdo de um artigo pormenorizado sobre o método (3), a elaboragio de um guia de dissecagio (21) e a
realizacdo de amplos estudos intra e interlaboratoriais para verificar a fiabilidade e reprodutibilidade deste bioen-
saio. Os estudos de validagdo realizaram-se com um androgénio de referéncia muito ativo (o propionato de testos-
terona), dois androgénios sintéticos muito ativos (o acetato de trembolona e a metiltestosterona), um produto
farmacéutico antiandrogénico muito ativo (a flutamida), um inibidor muito ativo da sintese da di-hidrotestoste-
rona, o androgénio natural (a finasterida), varios pesticidas com fraca atividade antiandrogénica (linurdo, vinclozo-
lina, procimidona, p,p-DDE), um inibidor muito ativo da 5a-redutase (a finasterida) e dois produtos quimicos
reconhecidamente inativos (dinitrofenol e nonilfenol) (4)(5)(6)(7)(8). O presente método de ensaio resulta da longa
experiéncia histdrica na aplicagdo do bioensaio de Hershberger, da experiéncia adquirida no programa de vali-
dagdo do mesmo e da apreciagdo dos resultados obtidos nesse programa.

2. O bioensaio de Hershberger constitui um ensaio de despistagem in vivo a curto prazo em tecidos acessérios do
aparelho reprodutor masculino. O ensaio remonta aos anos 30 e foi modificado nos anos 40 pela inclusdo dos
musculos do referido aparelho que respondem aos androgénios (2)(9-15). Nos anos 60, avaliaram-se mais de 700
androgénios potenciais, recorrendo a uma versdo normalizada do protocolo (2)(14). Ainda nos anos 60, o método
foi considerado um ensaio normalizado para androgénios e antiandrogénios (2)(15). O bioensaio atual baseia-se
nas varia¢des ponderais de cinco tipos de tecido dependentes dos androgénios em ratos peripuberes castrados.
Avalia-se a capacidade de um produto quimico de induzir uma atividade bioldgica andloga as dos agonistas ou
antagonistas de androgénios ou dos inibidores da 5a-redutase. Os cinco tipos de tecido dependentes dos androgé-
nios utilizados neste método sdo a prostata ventral, as vesiculas seminais (incluindo os fluidos e as glandulas
coagulantes), o complexo formado pelos musculos elevatérios do dnus e bulbocavernosos, o par de glandulas de
Cowper e a glande peniana. No rato periptibere castrado, estes cinco tipos de tecido reagem aos androgénios
aumentando de peso absoluto. Quando se estimulam os mesmos tecidos a aumentarem de peso por meio da
administra¢do de um androgénio de referéncia muito ativo, todos eles reagem aos antiandrogénios diminuindo de
peso absoluto. O modelo primério do bioensaio de Hershberger, validado nas fases 1, 2 e 3 do programa de vali-
dagdo do método, é o macho periptbere castrado cirurgicamente.

3. O bioensaio de Hershberger serve de ensaio de despistagem mecanistico in vivo de agonistas de androgénios, anta-
gonistas de androgénios e inibidores da 5a-redutase, enquadrando-se a sua aplicagdo no contexto do Quadro
conceptual da OCDE para ensaio e avaliagio de produtos quimicos desreguladores do sistema enddcrino (apéndice 2). Nesse
quadro conceptual, o bioensaio de Hershberger inscreve-se no nivel 3, enquanto ensaio in vivo que fornece dados
acerca de um unico mecanismo endécrino, a (anti)androgenicidade. O bioensaio de Hershberger destina-se a ser
incluido numa série de ensaios in vitro e in vivo que visam identificar produtos quimicos suscetiveis de interagir
com o sistema enddcrino, tendo em vista a avaliagdo dos riscos para a satide humana e para o ambiente.
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Devido aos problemas de bem-estar animal colocados pela castracio e a fim de evitar essa etapa, estudou-se como
modelo alternativo para o ensaio de Hershberger o macho completo (ndo castrado) recentemente desmamado esti-
mulado. O método com animais estimulados a seguir ao desmame foi validado (24). Porém, nos estudos de vali-
dagdo, a versio do ensaio de Hershberger que recorre a animais recentemente desmamados ndo se revelou
adequada para detetar capazmente os efeitos ponderais das doses de antiandrogénios fracos ensaiadas em 6rgdos
dependentes dos androgénios, ndo tendo, portanto, sido incluida no presente método. Todavia, considerando que
a sua utiliza¢do pode ser vantajosa, ndo apenas no plano do bem-estar animal, mas também como fonte de infor-
magdo sobre outros modos de acdo, a referida versdo do método de Hershberger consta do documento de orienta-
¢des n.c 115 da OCDE (25).

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

Os agonistas e os antagonistas de androgénios agem como ligandos do recetor de androgénios e podem ativar ou
inibir, respetivamente, a transcri¢gdo de genes controlada pelo recetor. Por outro lado, alguns produtos quimicos
(inibidores da 5a-redutase) inibem a conversio da testosterona no androgénio natural mais ativo di-hidrotestoste-
rona em alguns tecidos-alvo dos androgénios. Desses produtos quimicos podem advir consequéncias negativas
para a satide, nomeadamente efeitos com incidéncias na reproducio e no desenvolvimento. E, pois, necessirio, do
ponto de vista da regulamentagio, poder determinar e avaliar rapidamente a capacidade agonista ou antagonista
de androgénios, ou inibidora da 5a-redutase, revelada pelos produtos quimicos. Embora constituam informagdes
tteis, a afinidade de um ligando por um recetor de androgénios, medida pela ligagdo ao recetor, e a ativacdo da
transcricdo de genes relatores in vitro ndo sdo os unicos fatores determinantes de eventuais perigos. Constituem
outros fatores determinantes a ativagdo ou desativagio metabdlicas apds a entrada no organismo, a distribuicdo
do produto quimico pelos tecidos-alvo e a elimina¢do do produto quimico do organismo. Daqui decorre a neces-
sidade de despistar a eventual atividade dos produtos quimicos in vivo em condigdes experimentais e de exposi¢do
adequadas. As avaliagGes in vivo sdo menos criticas se forem conhecidas as caracteristicas ADME (absor¢do, distri-
buicdo, metabolismo e eliminagdo) do produto quimico. Os tecidos dependentes dos androgénios reagem com
um crescimento rapido e vigoroso a estimulagdo com androgénios, designadamente em ratos periptiberes
castrados. Os roedores, nomeadamente o rato, também sdo amplamente utilizados nos estudos de toxicidade para
caracterizacdo de perigos. A versio do ensaio em ratos periptberes castrados e nos cinco tecidos-alvo indicados
adequa-se, pois, a despistagem in vivo de agonistas e antagonistas de androgénios e de inibidores da 5a-redutase.

O presente método baseia-se nos protocolos utilizados no estudo de validagdo realizado pela OCDE que se reve-
laram fidveis e reprodutiveis nos estudos intra e interlaboratoriais efetuados (4)(5)(6)(7)(8). O presente método
contempla um protocolo para androgénios e um protocolo para antiandrogénios

Embora a dose de propionato de testosterona utilizada para detetar antiandrogénios no programa de validacio do
bioensaio de Hershberger realizado pela OCDE tenha sido diferente de laboratério para laboratério (0,2 e 0,4 mg
didrios por quilograma, por injecdo subcutinea), a capacidade de detecdo de atividade antiandrogénica fraca ou
forte pouco diferiu nestas duas variantes do protocolo. Todavia, é evidente que a dose de propionato de testoste-
rona nido deve ser tdo elevada que bloqueie os efeitos dos antagonistas fracos de recetores de androgénios nem
tdo baixa que os tecidos androgénicos pouco cresgam, mesmo sem coadministragio de um antiandrogénio.

A reagdo de crescimento de cada tecido dependente dos androgénios ndo é inteiramente de origem androgénica,
pois hd outros produtos quimicos, além dos agonistas de androgénios, que podem alterar o peso de determinados
tecidos. Porém, uma reagdo concomitante de crescimento de vdrios tecidos corrobora a hipétese de um meca-
nismo mais especifico dos androgénios. Por exemplo, doses elevadas de estrogénios muito ativos podem aumentar
o peso das vesiculas seminais, mas os outros tecidos dependentes dos androgénios, utilizados no ensaio, nio
reagirdo da mesma maneira. Os produtos quimicos antiandrogénicos podem agir como antagonistas dos recetores
de androgénios ou como inibidores da 5a-redutase. Os efeitos dos inibidores da 5a-redutase sdo varidveis, porque
a conversdo na di-hidrotestosterona, mais ativa, depende do tecido. Os antiandrogénios que inibem a 5a — redu-
tase, como a finasterida, tém efeitos mais pronunciados na prostata ventral do que noutros tecidos, comparativa-
mente a antagonistas muito ativos de recetores de androgénios, como a flutamida. Esta diferenca na resposta dos
tecidos pode ser utilizada para distinguir modos de agdo mediados por recetores de androgénios de modos de
a¢do mediados pela 5a — redutase. Além disso, os recetores de androgénios estdo relacionados, em termos evolu-
tivos, com os recetores de outras hormonas esteroides e outras hormonas hd que, quando administradas em doses
suprafisiologicas elevadas, podem ligar-se a eles e desempenhar um papel antagonista dos efeitos do propionato
de testosterona como ativador do crescimento (1 3). E ainda plausivel que o reforco do metabolismo dos esteroides
e a consequente diminuicdo da testosterona sérica reduzam o crescimento dos tecidos dependente dos androgé-
nios. Por conseguinte, um resultado positivo no bioensaio de Hershberger deve, normalmente, ser avaliado com
base na ponderagio da suficiéncia de prova também em ensaios in vitro, como ensaios de ligagdo aos recetores de
androgénios e aos recetores de estrogénios e os correspondentes ensaios de ativagdo da transcri¢do, ou noutros
ensaios in vivo, nos quais se examinem tecidos-alvo similares dos androgénios, como o ensaio no macho pubere,
o ensaio de 15 dias no macho adulto completo ou estudos com repeticio da dose a 28 dias ou a 90 dias.
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9. A experiéncia adquirida revela que os androgénios xenobidticos sio mais raros do que os antiandrogénios xeno-
bidticos. Consequentemente, é de prever que o bioensaio de Hershberger seja utilizado com maior frequéncia na
despistagem de antiandrogénios. Todavia, pode recomendar-se a aplicacdo do protocolo de ensaio relativo aos
androgénios a esteroides e a produtos quimicos andlogos dos esteroides, bem como a produtos quimicos para os
quais a aplicagdo de métodos dos niveis 1 ou 2 do quadro conceptual (apéndice 2) tenha dado indica¢des de
possiveis efeitos androgénicos. Analogamente, os ensaios do nivel 5 podem permitir observar efeitos indesejaveis
associados a perfis (anti)androgénicos, que aconselhem uma avaliacdo destinada a verificar se o produto quimico
em causa age por via enddcrina.

10.  Pressupde-se que todos os procedimentos com animais respeitardo as normas locais de manipulagio de animais.
As descrigdes, nestes protocolos, dos cuidados a ter com os animais e do tratamento a dar aos animais sdo
normas minimas, prevalecendo, se for mais estrita, a regulamentagio local, como a decorrente da Diretiva
2010/63/UE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protecio dos animais
utilizados para fins cientificos (26). Para mais orienta¢des sobre o tratamento ético de animais, ver o documento
da OCDE com a referéncia 17.

11.  Tal como em qualquer bioensaio no qual se utilizem animais, deve ponderar-se cuidadosamente a necessidade de
efetuar o presente estudo. Sdo fundamentalmente duas as razdes em que pode fundamentar-se a decisio de
realizar o estudo:

— potencial de exposi¢do elevado (nivel 1 do quadro conceptual) ou indicios de atividade (anti)androgénica em
ensaios in vitro (nivel 2) que justifiquem a necessidade de investigar a ocorréncia de tais efeitos in vivo;

— efeitos de natureza (anti)androgénica em ensaios in vivo dos niveis 4 ou 5, que justifiquem a necessidade de
investigar o modo de agdo, por exemplo a fim de determinar se os efeitos em causa se devem a um meca-
nismo (anti)androgénico.

12.  No apéndice 1 definem-se alguns conceitos utilizados neste método.

PRINCIPIO DO METODO

13. A sensibilidade do bioensaio de Hershberger radica na utilizagdo de machos cuja produgdo de androgénios endé-
genos é minima. Utilizam-se, para isso, machos castrados, prevendo um periodo adequado ap6s a castracio para
que os tecidos visados readquiram um peso de base minimo uniforme. Nestas circunstancias, ao efetuar a despis-
tagem da eventual atividade androgénica, os niveis de androgénios endégenos em circulagio sdo baixos, o eixo
hipotdlamo-hipéfise-génadas é incapaz de os repor por mecanismos de retroagdo, a capacidade de resposta dos
tecidos é maxima e a variabilidade do peso inicial dos tecidos é minima. Ao efetuar a despistagem da eventual
atividade antiandrogénica, consegue-se que o ganho de peso dos tecidos seja maior se estes forem estimulados
com um androgénio de referéncia. Em consequéncia disto, no bioensaio de Hershberger s6 sdo necessdrios seis
animais por grupo de dosagem, ao passo que noutros ensaios, que recorram a machos puberes ou adultos
completos, se recomendam 15 machos por grupo de dosagem.

14. A castragdo dos ratos periptiberes deve realizar-se de um modo adequado, mediante a aplicagio de técnicas de
anestesia e de assepsia aprovadas. Para eliminar o desconforto pds-operatério, devem administrar-se analgésicos
nos primeiros dias apds a cirurgia. Ao eliminar os mecanismos de retroagdo enddcrinos compensatérios presentes
no animal completo, que podem atenuar os efeitos dos androgénios e antiandrogénios administrados, e concomi-
tantemente também a grande variabilidade dos niveis séricos de testosterona que se verificam de individuo para
individuo, a castragdo melhora a precisio do ensaio na detecio de androgénios e antiandrogénios fracos. A
castragdo reduz, portanto, o nimero dos animais necessarios a despistagem das atividades enddcrinas em apreco.

15.  Na despistagem de uma possivel atividade androgénica, administra-se o produto quimico em estudo diarjamente,
por sonda esofdgica ou injegdo subcutdnea, durante dez dias consecutivos, a, pelo menos, dois grupos de animais,
sendo cada grupo exposto a um nivel de dose diferente. Eutanasiam-se os animais cerca de 24 horas apds lhes ser
administrada a dltima dose. Um aumento com significado estatistico do peso de dois ou mais érgdos-alvo no caso
dos grupos expostos ao produto quimico em estudo, comparativamente ao grupo de controlo do veiculo, cons-
titui uma indicacdo de atividade androgénica potencial do produto quimico em causa (ver o ponto 60). Androgé-
nios como a trembolona, que ndo sofrem os efeitos da 5a — redutase, afetam mais o complexo formado pelos
musculos elevatérios do anus e bulbocavernosos e a glande peniana do que o propionato de testosterona, mas
todos os tecidos devem aumentar de peso.

16. No rastreio de uma possivel atividade antiandrogénica, administra-se o produto quimico em estudo diariamente,
por sonda esofdgica ou injecdo subcutdnea, durante dez dias consecutivos, juntamente com doses didrias de
propionato de testosterona (0,2 ou 0,4 mg didrios por quilograma), por inje¢do subcutinea. Determinou-se
no programa de validacio que podem utilizar-se 0,2 ou 0,4 mg didrios de propionato de testosterona por
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quilograma, dado que ambas as quantidades permitem detetar os antiandrogénios, devendo escolher-se uma destas
doses para o ensaio. Administram-se doses crescentes constantes do produto quimico em estudo a, pelo menos,
trés grupos de animais, sendo cada grupo exposto a um nivel de dose diferente. Eutanasiam-se os animais cerca
de 24 horas ap6s lhes ser administrada a tltima dose. Um decréscimo com significado estatistico do peso de dois
ou mais 6rgdos-alvo no caso dos grupos expostos ao produto quimico em estudo e ao propionato de testosterona,
comparativamente ao grupo de controlo ao qual apenas é administrado propionato de testosterona, constitui uma
indicagdo de atividade antiandrogénica potencial do produto quimico em causa (ver o ponto 61).

DESCRICAO DO METODO

Escolha da espécie e da estirpe

17.  Desde os anos 30 que se tem utilizado o rato nos bioensaios de Hershberger. Embora, em termos biol6gicos, seja
plausivel que as respostas do rato e do ratinho sejam semelhantes, optou-se pelo rato para os ensaios de Hersh-
berger para tirar partido de 70 anos de experiéncia com o modelo do rato. Além disso, dado que os resultados
do bioensaio de Hershberger podem constituir os preliminares de um estudo plurigeracional a longo prazo,
torna-se possivel utilizar animais da mesma espécie, estirpe e proveniéncia em ambos os estudos.

18.  Este protocolo permite que os laboratdrios escolham a estirpe de rato que utilizam no ensaio, em geral a que cada
laboratério utiliza normalmente. Podem utilizar-se as estirpes habituais de ratos de laboratdrio, mas nio devem
utilizar-se estirpes que atinjam a maturidade substancialmente mais tarde do que aos 42 dias de idade, dado que a
castracdo de animais com 42 dias poderia inviabilizar a pesagem da glande peniana, que s6 pode ser efetuada
depois da descolagem do prepficio do resto de pénis. Por conseguinte, salvo raras excecdes, ndo devem utilizar-se
estirpes derivadas do rato Fisher 344, cujo desenvolvimento sexual tem uma cronologia diferente da de outras
estirpes mais frequentemente utilizadas, como a Sprague-Dawley ou a Wistar (16). Se for utilizada uma estirpe
derivada do rato Fisher 344, o laboratério deve castrar os ratos com uma idade ligeiramente maior e terd de
demonstrar a sensibilidade da estirpe por que tiver optado. Compete a cada laboratério justificar com clareza a
escolha da estirpe de rato. Se o ensaio de despistagem constituir uma etapa preliminar de um estudo por via oral
com repeti¢do da dose, de um estudo dos efeitos na reprodugdo ou no desenvolvimento ou de um estudo a longo
prazo, devem utilizar-se animais da mesma estirpe e proveniéncia em todos os casos.

Condicdes de alojamento e de alimentacio

19. Todos os procedimentos devem respeitar as normas locais de manipulagdo de animais de laboratdrio. As descri-
¢Oes, nestes protocolos, dos cuidados a ter com os animais e do tratamento a dar aos animais sio normas
minimas, prevalecendo, se for mais estrita, a regulamentagio local, como a decorrente da Diretiva 2010/63/UE do
Parlamento Europeu e do Conselho, de 22 de setembro de 2010, relativa a protecdo dos animais utilizados para
fins cientificos (26). A temperatura do biotério deve ser de 22 °C (£ 3 °C). A humidade relativa ndo deve ser infe-
rior a 30 % e, de preferéncia, ndo deve exceder 70 %, exceto durante a limpeza do biotério. Idealmente, deve
procurar manter-se a humidade relativa entre 50 % e 60 %. A iluminagdo deve ser artificial, com uma sequéncia
de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo.

20.  Por serem juvenis e porque os ratos sdo animais sociais, recomenda-se o alojamento em gaiolas coletivas e ndo
individualmente. O alojamento de dois ou trés animais por gaiola evita a concentragdo e as tensdes que lhe estdo
associadas, as quais podem interferir no controlo hormonal do desenvolvimento dos tecidos acessérios do
aparelho sexual. As gaiolas devem ser cuidadosamente limpas para remover eventuais contaminantes e ser
dispostas de forma a minimizar possiveis efeitos derivados do seu posicionamento. Devem ter tamanho suficiente
para os animais que nelas se alojam (superficie de aproximadamente 2 000 cm?).

21. Deve identificar-se individualmente cada animal recorrendo a um método ndo-agressivo (por exemplo por
marcacdo ou etiqueta auricular). O método de identificagdo deve ser mencionado no relatério.

22, Os animais devem receber ad libitum uma dieta de laboratério e dgua de beber. O laboratério deve utilizar no
bioensaio de Hershberger a dieta de laboratério a que normalmente recorre no seu trabalho experimental com
produtos quimicos. Nos estudos de validagio deste bioensaio, ndo se detetaram efeitos nem variabilidades atribui-
veis a dieta. A dieta utilizada deve ser referida no relatério. Deve conservar-se uma amostra dessa dieta para a
realizagdo das andlises que possam vir a ser necessdrias.

Requisitos aplicdveis ao peso dos 6rgios dependentes dos androgénios

23.  No estudo de validagdo, ndo houve indicios de que uma diminuicio do peso corporal tivesse incidéncias no
aumento ou na diminui¢do do ganho de peso dos tecidos-alvo (os tecidos que estd previsto pesar neste estudo).
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24. O peso dos 6rgdos dependentes dos androgénios das vdrias estirpes de rato utilizadas com éxito no programa de
validagdo revelou-se maior nas estirpes mais corpulentas do que nas estirpes mais leves. Por conseguinte, ndo se
incluem nos requisitos do bioensaio de Hershberger pesos absolutos previsiveis dos 6rgdos dos animais de
controlo positivo e negativo.

25.  Uma vez que o coeficiente de variagdo de um tecido é inversamente proporcional ao poder estatistico, os requi-
sitos do bioensaio de Hershberger baseiam-se em coeficientes de variagdio méximos admissiveis para cada tecido
(quadro 1). Os coeficientes de variagdo indicados no quadro resultaram dos estudos de validagdo realizados pela
OCDE. No caso de resultados negativos, o laboratério deve examinar os coeficientes de variagio do grupo de
controlo e do grupo exposto a dose mais elevada, a fim de determinar se os requisitos de coeficiente de variacio
méximo foram excedidos.

26.  Deve repetir-se o estudo nos seguintes casos: 1) trés ou mais dos dez coeficientes de variagio possiveis no grupo
de controlo e no grupo exposto a dose mais elevada excedem os médximos indicados nos quadros 1 para os
estudos de agonistas e de antagonistas e 2) pelo menos dois tecidos-alvo sio marginalmente nio-significativos,
isto ¢, apresentam valores de r compreendidos entre 0,05 e 0,10.

Quadro 1

Coeficientes de variacio miximos admissiveis, determinados nos estudos de validacio realizados pela
OCDE, para os tecidos-alvo acessérios do aparelho sexual, apliciveis a0 modelo com ratos castrados (')

Tecido Efeitos antiandrogénicos Efeitos androgénicos
Vesiculas seminais 40 % 40 %
Prostata ventral 40 % 45 %
Complexo formado pelos misculos 20 % 30 %
elevatdrios do anus e bulbocaver-
nosos
Glandulas de Cowper 35 % 55 %
Glande peniana 17 % 22%

PROCEDIMENTO DE ENSAIO

Respeito da regulamentacio e verificagdes no laboratério

27. Ao contrdrio do que se passa com o ensaio uterotréfico (capitulo B.54 deste anexo), no caso do bioensaio de
Hershberger é desnecessirio demonstrar a competéncia do laboratério antes do inicio do estudo, porque este
ensaio compreende, em paralelo, o ensaio de um controlo positivo (propionato de testosterona e flutamida) e de
um controlo negativo.

Numero e estado dos animais

28. O ntmero minimo de animais de cada grupo exposto ou de controlo é de seis, tanto no caso do protocolo para
androgénios como do protocolo para antiandrogénios.

Castracao

29.  Apbs a recegdo dos animais, deve existir um perfodo inicial de aclimatagdo de vdrios dias, para verificar se os
mesmos se encontram em boas condi¢des de satide e de vitalidade. Dado que, nos animais castrados com menos
de 42 dias de idade (ou antes de transcorridos 42 dias apds o nascimento), o descolamento do prepticio pode nio
ter ocorrido, a castragio deve realizar-se 42 dias apds o nascimento ou em data posterior. Os animais sdo
castrados sob anestesia. Efetua-se uma incisdo no escroto, removem-se os testiculos e os epididimos e laqueiam-se
o0s vasos sanguineos e os canais seminiferos. Depois de confirmar que ndo hd sangramento, fecha-se o escroto por
sutura ou com agrafos. Para eliminar o desconforto pés-operatdrio, devem administrar-se analgésicos aos animais
nos primeiros dias apds a cirurgia. Se os animais forem adquiridos a um fornecedor ja castrados, este deve
garantir a idade e o estddio de maturidade sexual dos mesmos.

(") Determinou-se o limite madximo de coeficiente de variagdo correspondente a cada tecido a partir de um grafico dos valores dos
coeficientes de variagio — organizados sequencialmente do menor ao maior — correspondentes a todas as médias de todas as expe-
riéncias realizadas a um determinado modelo (agonista ou antagonista) durante os estudos de validacdo. Considerou-se que o coefici-
ente de variagdo mdximo correspondia ao ponto — dito “de viragem” — a partir do qual os incrementos entre os coeficientes de
variacdo mais elevados imediatos da série passavam a ser claramente maiores do que os existentes entre os coeficientes de variacdo
imediatamente anteriores na série. Importa referir que, embora esta andlise tenha permitido identificar pontos de viragem relativa-
mente fidveis para o modelo “antagonista” do ensaio, as curvas dos coeficientes de variacdo dos ensaios de agonistas revelaram incre-
mentos mais uniformes, pelo que os coeficientes de variagdo mdximos identificados por este método sdo algo arbitrdrios neste
ultimo caso.
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Aclimatagdo apés castracio

30. Para possibilitar a regressio do peso dos tecidos-alvo, os animais devem prosseguir a aclimatacio as condigdes do
laboratério durante um periodo minimo de sete dias apds a castragdo. Devem ser examinados diariamente e os
que apresentem sinais de doengas ou de anomalias fisicas devem ser retirados. A exposi¢do as doses em estudo
pode, portanto, iniciar-se 49 dias apds o nascimento, mas ndo depois dos 60 dias de idade. A idade dos animais
no dia da autépsia ndo deve ser superior a 70 dias. Esta flexibilidade permite que os laboratérios programem
com eficiéncia o trabalho experimental.

Aleatorizacio do peso corporal e dos grupos

31.  As diferencas de peso corporal de rato para rato sio uma fonte de variabilidade do peso dos tecidos em cada
grupo e entre os grupos de animais. O aumento da variabilidade do peso dos tecidos faz aumentar o coeficiente
de variacdo e diminui o poder estatistico do ensaio (por vezes designado “sensibilidade do ensaio”). Importa,
portanto, limitar as variagdes de peso corporal, tanto no plano experimental como no plano estatistico.

32.  No plano experimental, é necessario reduzir as diferencas de peso corporal em cada grupo e entre os grupos em
estudo. Em primeiro lugar, os animais anormalmente pequenos ou anormalmente grandes ndo devem participar
no estudo. No inicio do estudo, as diferengas de peso entre animais ndo devem exceder * 20 % do peso médio
(por exemplo, 175 g + 35 g no caso dos ratos periptberes castrados). Em segundo lugar, integram-se os animais
nos grupos expostos e de controlo procedendo a uma distribui¢do aleatéria de pesos, de maneira que o peso
corporal médio de cada grupo nio difira estatisticamente do peso corporal médio de qualquer outro grupo. Deve
mencionar-se no relatério o protocolo de aleatorizacdo por blocos utilizado.

33.  Dado que a toxicidade pode diminuir o peso corporal dos animais dos grupos expostos comparativamente ao dos
animais dos grupos de controlo, pode utilizar-se como covaridvel estatistica o peso corporal no primeiro dia de
administra¢io do produto quimico em estudo — e ndo o peso corporal no dia da autdpsia.

Dosagem

34.  Normalmente, dois grupos de dosagem do produto quimico em estudo, juntamente com um grupo de controlo
positivo e um grupo de controlo do veiculo (negativo) (ver o ponto 43), sdo suficientes para determinar se o
produto quimico pode ter atividade androgénica in vivo. Por razdes de bem-estar animal, privilegia-se, portanto,
este modelo. No caso de se pretender tragar uma curva da relacdo entre a dose administrada e a resposta obtida
ou efetuar uma extrapolagdo para doses mais baixas, sio necessdrios, pelo menos, trés grupos de dosagem. No
caso de se pretender obter informagdes que vdo além de uma identificacdo de atividade androgénica (como, por
exemplo, uma estimativa do poder androgénico), deve ponderar-se um regime de dosagem diferente. Na despis-
tagem de antiandrogénios, administra-se o produto quimico em estudo juntamente com um agonista de androgé-
nios de referéncia. Neste caso, devem utilizar-se, pelo menos, trés grupos, expostos a doses diferentes do produto
quimico em estudo, juntamente com um grupo de controlo positivo e um grupo de controlo negativo (ver o
ponto 44). Salvo no que respeita a exposi¢do ao produto quimico em estudo, os animais dos grupos de controlo
devem ser tratados do mesmo modo que os animais dos grupos ensaiados. Se for utilizado um veiculo para admi-
nistrar o produto quimico em estudo, os animais do grupo de controlo devem receber o volume méximo de
veiculo utilizado nos grupos ensaiados.

35.  Na escolha das doses devem ter-se em conta os dados eventualmente disponiveis sobre a toxicidade e a (toxico)
cinética do produto quimico em estudo ou de matérias afins. Para se estabelecer o nivel de dose mais elevado,
deve atender-se, em primeiro lugar, a DL, efou aos dados sobre toxicidade aguda de que se disponha, a fim de
evitar a morte dos animais e de os poupar a grande sofrimento ou afli¢io (17)(18)(19)(20), e, em segundo lugar,
as informacdes disponiveis sobre as doses utilizadas em estudos de toxicidade subcrénica ou crénica. Em geral, a
dose mais elevada nio deve provocar uma reducdo do peso corporal final dos animais superior a 10 % do peso
dos animais do grupo de controlo. A dose mais elevada deve ser 1) a dose mdxima a qual os animais sobrevivem
e que ndo lhes causa efeitos toxicos nem sofrimento significativos apds dez dias consecutivos de administragio,
sem exceder a dose mdxima didria de 1 000 mg/kg (ver o ponto 36), ou 2) uma dose inferior indutora de efeitos
(anti)androgénicos. A titulo exploratério, aceitam-se intervalos largos (por exemplo, meia unidade logaritmica,
correspondente a um fator de progressio das doses de 3,2, ou mesmo uma unidade logaritmica) entre as doses
administradas. Se ndo se dispuser de dados adequados para o efeito, pode efetuar-se um estudo exploratério (ver
o ponto 37), para facilitar a determinacio das doses a utilizar.

Dose-limite

36. Se o ensaio da dose-limite de 1 000 mg didrios por quilograma de peso corporal e de uma dose inferior a esta,
aplicando os protocolos descritos para este estudo, ndo gerar uma diferenca estatisticamente significativa entre
os pesos correspondentes dos 6rgdos reprodutores, pode considerar-se desnecessdrio ensaiar outras doses. A
dose-limite aplica-se a todos os casos, exceto se os dados relativos a exposicio humana aconselharem o ensaio de
doses superiores.
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Estudo exploratério

37.  Se necessario, pode efetuar-se um estudo exploratério preliminar com poucos animais, para escolher os grupos de
dosagem apropriados [recorrendo aos métodos de ensaio da toxicidade aguda — capitulos B.1.bis e B.1.tris deste
anexo (27), Test Guideline 425 da OCDE (19)]. O objetivo, no caso do bioensaio de Hershberger, é selecionar doses
que garantam a sobrevivéncia dos animais e ndo lhes provoquem efeitos toxicos nem sofrimento significativos
ap6s dez dias consecutivos de administra¢do do produto quimico, até a dose-limite didria de 1 000 mg/kg como
referido nos pontos 35 e 36. Para o efeito, pode utilizar-se um documento de orientacdes da OCDE (17) que
define os sinais clinicos da toxicidade ou do sofrimento provocados em animais. Se for possivel fazé-lo nesse
estudo exploratério, apés dez dias de administragdo das doses procede-se a excisio e pesagem dos tecidos-alvo
cerca de 24 horas ap6s a tltima dose. Estes dados podem ser depois utilizados para escolher as doses a utilizar no
estudo principal.

Produtos quimicos de referéncia e veiculo

38. O agonista de androgénios de referéncia é o propionato de testosterona (n.© CAS 57-82-5). A dose deste agonista
de referéncia pode ser 0,2 mg ou 0,4 mg didrios por quilograma de peso corporal. O antagonista de androgénios
de referéncia é a flutamida (n.c CAS 1311-84-7). A dose deste antagonista de referéncia, coadministrada com a
dose do propionato de testosterona de referéncia, deve ser de 3 mg didrios por quilograma de peso corporal.

39.  Sempre que possivel, deve comegar por ponderar-se a possibilidade de se utilizarem soluges/suspensdes aquosas.
Porém, dado que os ligandos de androgénios ou os precursores metabélicos dos mesmos sio geralmente hidré-
fobos, normalmente utiliza-se uma solugdo ou suspensdo oleosa (por exemplo, em 6leo de milho, de amendoim
ou de gergelim ou em azeite). Pode dissolver-se o produto quimico em estudo numa quantidade minima de etanol
a 95 % ou de outro solvente adequado, diluindo-se depois até a concentragdo final no veiculo a utilizar nos
ensaios. E necessdrio conhecer as caracteristicas de toxicidade do solvente e verificd-las num grupo de controlo
apenas exposto ao solvente. Se o produto quimico em estudo for considerado estavel, pode favorecer-se a sua
dissolugdo aquecendo ligeiramente e agitando vigorosamente. Deve determinar-se a estabilidade do produto
quimico em estudo no veiculo utilizado. Se o produto quimico em estudo se mantiver estivel durante todo o
estudo, podem preparar-se uma aliquota inicial do mesmo e, diariamente, as dilui¢des as doses necessérias,
tomando as precaugdes necessdrias para evitar a contaminagdo ou a deterioragio das amostras.

Administracio das doses
40.  Administra-se o propionato de testosterona por injecdo subcutinea e a flutamida por sonda esofagica.

41.  Administra-se o produto quimico em estudo por sonda esofdgica ou por inje¢do subcutdnea. Ao escolher a via
de administragdo, é necessdrio atender aos aspetos do bem-estar animal e ter em conta as propriedades
fisico-quimicas do produto quimico em estudo. Além disso, caso se obtenham resultados positivos por injegio,
deve atender-se a aspetos toxicoldgicos como a relagdo com a via de exposicio humana ao produto quimico (por
exemplo, sonda esofdgica para exposi¢do por ingestdo e injegdo subcutdnea para exposi¢do por inalagdo ou por
adsor¢do cutinea), bem como as informacdes toxicoldgicas e aos dados metabélicos e cinéticos disponiveis (por
exemplo, a necessidade de evitar metabolismos de primeira passagem ou melhor eficiéncia de uma determinada
via de administragdo), antes de efetuar ensaios aprofundados a longo prazo.

42.  Devem administrar-se as doses aos animais da mesma maneira e com a mesma cronologia durante dez dias conse-
cutivos, com intervalos de aproximadamente 24 horas. A dosagem deve ajustar-se diariamente com base nas
determinacdes quotidianas concomitantes do peso corporal. Deve registar-se o volume e o momento da adminis-
tragdo de cada dose em cada dia de exposi¢do A dose médxima indicada no ponto 35 ndo deve ser excedida, a fim
de possibilitar uma interpretagdo com significado dos dados. Nessa perspetiva, devem avaliar-se cuidadosamente
as reducdes de peso corporal, os sinais clinicos e outros dados obtidos. A administra¢do forcada aos animais
através de sonda esofdgica deve efetuar-se por meio de um tubo estomacal ou de uma canula de intubacio
adequada. O volume mdximo de liquido que pode ser administrado de cada vez depende do tamanho do animal.
Devem respeitar-se as normas locais de manipulagdo de animais, mas o volume administrado ndo deve exceder
5 ml por quilograma de peso corporal, salvo no caso das solugdes aquosas, em que se permitem 10 ml por quilo-
grama de peso corporal. No caso das inje¢des subcuténeas, as doses devem ser administradas na regido escapular
dorsal ou na regido lombar, por meio de uma seringa do tipo utilizado no teste da tuberculina (calibre 23 ou 25),
dotada de uma agulha esterilizada. E facultativo rapar a pelagem dos animais no local da inje¢io. Devem
registar-se as perdas ou escorrimentos nesse local, bem como todas as administra¢des incompletas de doses. O
volume injetado diariamente a um rato ndo deve exceder 0,5 ml por quilograma de peso corporal.
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Protocolo especifico para agonistas de androgénios

43.  No ensaio de agonistas de androgénios, o veiculo deve ser utilizado como controlo negativo e o grupo exposto ao
propionato de testosterona como controlo positivo. Verifica-se se o produto quimico em estudo tem atividade
bioldgica de agonista de androgénios administrando as doses escolhidas do mesmo a grupos de animais durante
dez dias consecutivos. Compara-se o peso de cada um dos cinco tecidos acessérios do aparelho sexual dos
animais dos grupos expostos ao produto quimico em estudo com o dos animais do grupo de controlo do veiculo,
a fim de determinar se houve algum aumento de peso com significado estatistico.

Protocolo especifico para antagonistas de androgénios e inibidores da 5a-redutase

44.  No ensaio de antagonistas de androgénios e de inibidores da 5a-redutase, o grupo exposto ao propionato de
testosterona constitui o controlo negativo e o grupo coadministrado com doses de referéncia de propionato de
testosterona e flutamida constitui o controlo positivo. Verifica-se a existéncia de atividade bioldgica de antagonista
de androgénios e de inibidor da 5a-redutase administrando o produto quimico em estudo durante dez dias conse-
cutivos, juntamente com uma dose de referéncia de propionato de testosterona. Compara-se o peso de cada um
dos cinco tecidos acessorios do aparelho sexual dos animais dos grupos expostos ao produto quimico em estudo
e ao propionato de testosterona com o dos animais do grupo exposto unicamente ao propionato de testosterona
de referéncia, a fim de determinar se houve alguma diminui¢io de peso com significado estatistico.

EXAMES

Exames clinicos

45.  Deve efetuar-se um exame clinico geral pelo menos uma vez por dia; se forem detetados sinais de toxicidade, o
exame deve ser mais frequente. De preferéncia, os exames devem ser efetuados & mesma hora ou as mesmas horas
do dia, tendo em atengdo o perfodo previsto de efeitos mais acentuados ap6s a administragdo do produto
quimico. Devem examinar-se todos os animais de modo a detetar os casos de mortalidade e morbilidade e sinais
clinicos gerais como mudangas de comportamento, altera¢des da pele, da pelagem, dos olhos ou das mucosas e a
ocorréncia de secrecdes ou excre¢des e de reagdes neurovegetativas (por exemplo lacrimacdo, horripilagdo, altera-
¢Oes da dimensdo pupilar, respiracio anormal, etc.).

46.  Os animais que morram devem ser retirados e eliminados sem andlise de dados. Devem indicar-se no relatério do
estudo a mortalidade de animais antes da autdpsia e as razdes aparentes de cada morte. Os animais moribundos
devem ser eutanasiados. Os animais eutanasiados por estarem moribundos devem ser indicados no relatério do
estudo, juntamente com as razdes aparentes da morbilidade.

Peso corporal e consumo de alimentos

47.  Deve pesar-se diariamente cada animal com a aproximacdo de 0,1 g, comegando imediatamente antes do inicio
da exposigdo, isto é, quando da reparticio dos animais pelos grupos. A quantidade de alimentos consumida em
cada gaiola durante o perfodo de exposi¢io pode também ser determinada por gaiola, a titulo facultativo, pesando
os distribuidores de alimentos. Os resultados de consumo de alimentos devem ser expressos em gramas didrios
por animal.

Dissecacio e pesagem dos tecidos e 6rgios

48.  Aproximadamente 24 horas apds a wltima administracio do produto quimico em estudo, eutanasiam-se e
sangram-se os ratos pelo procedimento normal do laboratdrio, passando-se em seguida a autdpsia. O método de
eutandsia deve ser referido no relatério do laboratério.

49.  Idealmente, a ordem das autdpsias deve ser aleatéria no universo dos grupos, evitando seguir uma ordem cres-
cente ou decrescente das doses, método que poderia afetar os resultados. As constatagdes da autdpsia, por
exemplo modificagdes patoldgicas e lesdes visiveis, devem ser anotadas e posteriormente referidas no relatério.

50. Devem pesar-se os cinco tecidos dependentes dos androgénios (prostata ventral, vesiculas seminais, incluindo as
glandulas coagulantes, complexo formado pelos misculos elevatérios do dnus e bulbocavernosos, glandulas de
Cowper e glande peniana). Para isso, excisam-se os tecidos em causa, retiram-se cuidadosamente os outros tecidos
e a gordura aderentes e determinam-se os respetivos pesos em fresco (tecidos ndo fixados). Cada tecido deve ser
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manipulado com cuidados especiais para evitar perdas de fluidos e a secagem do mesmo, que, ao reduzirem os
pesos registados, podem introduzir erros e variabilidade significativos. Alguns tecidos podem ter dimensdes muito
reduzidas ou ser dificeis de dissecar, ambas as circunstancias fonte de variabilidade. E, portanto, importante que
os dissecadores dos tecidos acessorios do aparelho sexual estejam familiarizados com procedimentos normali-
zados de dissecagdo dos mesmos. A OCDE publicou um manual de procedimentos normalizados de disse-
cagdo (21). Uma formacdo cuidadosa baseada nesse manual minimizard esta fonte potencial de variabilidade no
estudo. Idealmente, o prossector de um dado tecido deve ser sempre o mesmo, para eliminar as diferencas de
pessoa para pessoa no tratamento dos tecidos. Se isso ndo for possivel, o programa das autdpsias deve ser organi-
zado de modo que cada prossector fique incumbido de dissecar um determinado tecido de todos os grupos
expostos ¢ ndo de modo que um prossector fique incumbido de dissecar todos os tecidos do(s) grupo(s) de
controlo, ficando outro incumbido dos grupos expostos. Deve pesar-se cada tecido acessorio do aparelho sexual
com a aproximagdo de 0,1 mg, sem o desumedecer previamente, registando os pesos obtidos para cada animal.

51.  Alguns tecidos podem ter dimensdes muito reduzidas ou ser dificeis de dissecar, ambas as circunstincias fonte de
variabilidade. Estudos anteriores revelaram que o intervalo dos coeficientes de variagdo obtidos parece depender
da competéncia do laboratério. Em alguns casos, obtiveram-se grandes diferengas nos pesos absolutos dos tecidos,
nomeadamente da prostata ventral e das glandulas de Cowper, determinados no mesmo laboratério.

52. A pesagem do figado, dos rins e das glindulas suprarrenais é facultativa. Novamente, devem retirar-se todas as
aderéncias de tecidos fasciais ou de gordura. O figado deve ser pesado e o seu peso registado com a aproximagio
de 0,1 g; os rins e as glandulas suprarrenais, com a aproximagdo de 0,1 mg. O figado, os rins e as glandulas
suprarrenais ndo sdo influenciadas pelos androgénios, mas também fornecem indicadores tteis de toxicidade sisté-
mica.

53. A determinagdo dos teores séricos de hormona luteinizante (LH), de hormona foliculoestimulante (FSH) e de
testosterona (T) é facultativa. Os teores séricos de testosterona sdo tteis para determinar se o produto quimico em
estudo induz o metabolismo hepdtico da testosterona, baixando os niveis séricos desta. Sem estes dados relativos
a testosterona, esse efeito poderia parecer advir de um mecanismo antiandrogénico. Os teores de hormona luteini-
zante dio informacdes acerca da capacidade de um antiandrogénio, nio apenas de reduzir o peso dos 6rgios,
mas também de afetar a funcio do eixo hipotdlamo-hipdfise, o que, segundo estudos a longo prazo, pode induzir
tumores nos testiculos. A hormona foliculoestimulante é importante na espermatogénese. A determinagio dos
teores séricos de T4 e T3 sdo igualmente andlises facultativas capazes de fornecer informagdes complementares
uteis acerca da capacidade de desregulacio da homeostase das hormonas tiroideias. No caso de se pretender
efetuar andlises hormonais, anestesiam-se os ratos antes da autépsia e colhem-se amostras de sangue por puncio
cardfaca. O método de anestesia deve ser escolhido com cuidado, para que ndo afete as andlises hormonais.
Devem indicar-se no relatério o método de preparacdo do soro, a proveniéncia dos kits para os ensaios radioimu-
noldgicos ou para outras técnicas de medicdo, os protocolos analiticos e os resultados obtidos. Os teores de
hormona luteinizante e de testosterona devem ser indicados em nanogramas por mililitro de soro.

54.  Descreve-se a seguir o modo de proceder a dissecacdo dos tecidos, baseado no guia pormenorizado da dissecagio,
com fotografias, que foi publicado como suplemento no ambito do programa de validagdo (21). A pdgina Web da
Food and Drug Administration da Coreia contém igualmente uma hiperligagdo para uma filmagem de uma disse-
cagdo (22).

— Com o ventre do animal voltado para cima, verificar se o prepticio estd descolado da glande peniana. Se assim
for, recolher o prepucio e cortar a glande, pesando-a com a aproximagio de 0,1 mg e registando o peso deter-
minado.

— Efetuar um corte na pele e na parede abdominais, de modo a expor as visceras. Se estiver prevista a pesagem
dos o6rgios facultativos, retirar o figado, pesando-o com a aproximacdo de 0,1 g; em seguida, retirar o esto-
mago e os intestinos e depois os rins e as glandulas suprarrenais, pesando-as aos pares com a aproximagio de
0,1 mg. Esta dissecagdo expde a bexiga e constitui o inicio da dissecagdo dos tecidos-alvo acessérios do
aparelho sexual.

— Para dissecar a préstata ventral, separar a bexiga da camada muscular ventral cortando o tecido conjuntivo ao
longo da linha mediana. Deslocar a bexiga no sentido anterior, para o lado das vesiculas seminais, de modo a
mostrar os l6bulos esquerdo e direito da prostata ventral (cobertos por uma camada de gordura). Raspar
cuidadosamente a gordura dos lobulos esquerdo e direito da prostata ventral. Afastar cuidadosamente da
uretra o l6bulo direito, dissecando-o daquela. Segurando o l6bulo direito da prostata ventral, afastar cuidado-
samente da uretra o l6bulo esquerdo, dissecando-o igualmente daquela. Pesar com a aproximacio de 0,1 mg e
registar o peso.

— Para dissecar as vesiculas seminais juntamente com as glandulas coagulantes, deslocar a bexiga no sentido
caudal, expondo os canais deferentes e os 16bulos esquerdo e direito do conjunto formado pelas vesiculas
seminais e pelas glandulas coagulantes. Para evitar fugas de fluidos, aplicar uma pinga homeostdtica na base
deste conjunto, na confluéncia com a uretra. Dissecar cuidadosamente as vesiculas seminais e as glindulas
coagulantes; mantendo as pingas aplicadas, remover a gordura e os tecidos aderentes; colocar os tecidos-alvo
numa cdpsula de pesagem previamente tarada, retirar as pingas e pesar com a aproximacio de 0,1 mg, regis-
tando o peso obtido.
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55.

56.

57.

58.

— Para dissecar o complexo formado pelos musculos elevatérios do anus e bulbocavernosos, é necessirio expor
esses musculos e a base do pénis. Os musculos elevatérios do dnus rodeiam o cblon, ao passo que a parte
anterior dos mesmos e os misculos bulbocavernosos estio ligados aos bolbos penianos. Remove-se a pele e
os tecidos aderentes da regido perianal que se estende da base do pénis a extremidade anterior do 4nus.
Dissecam-se gradualmente os misculos bulbocavernosos dos bolbos penianos e dos outros tecidos. Corta-se o
c6lon em dois, podendo assim dissecar-se e remover-se todo o complexo formado pelos musculos elevatdrios
do anus e bulbocavernosos. Removem-se a gordura e os tecidos aderentes a esses musculos e pesam-se estes
tultimos com a aproximagdo de 0,1 mg, registando o peso obtido.

— Depois de removido o complexo formado pelos musculos elevatdrios do 4nus e bulbocavernosos, ficam visi-
veis as glandulas de Cowper ou bulbouretrais, de forma arredondada, situadas na base dos bolbos penianos,
em posicio ligeiramente dorsal. E necessirio proceder cuidadosamente a dissecagio, para evitar danificar a
capsula, cuja superficie é fina, e assim impedir a fuga de fluidos. Pesar o conjunto das duas glandulas de
Cowper com aproximagio de 0,1 mg e registar o peso obtido.

— Se houver alguma perda de fluidos de alguma glandula durante a autdpsia e a dissecagdo é necessario referi-lo
no relatério.

Se a avaliagdo de um produto quimico exigir a autpsia de mais animais do que ¢é razodvel programar para um sé
dia, o inicio do estudo pode ser estendido por dois dias consecutivos, o mesmo sucedendo as autdpsias e as
operagdes conexas destas. No caso de se proceder deste modo, deve utilizar-se por dia metade dos animais de cada
grupo exposto.

Depois da autdpsia, as carcagas devem ser eliminadas de modo adequado.

RELATORIOS
Dados

Os dados devem ser individualizados (isto é, devem ser indicados por animal o peso corporal, o peso de cada
tecido acessorio do aparelho sexual, as medi¢des facultativas e as outras respostas e observagdes) e por grupo de
animais (com indicacio das médias e dos desvios-padrio de todas as medi¢des efetuadas). Devem ser resumidos
em quadros e deles devem constar o niimero de animais no inicio do ensaio, o niimero de animais que morreram
ou apresentaram sinais de toxicidade durante o ensaio e uma descrigdo dos sinais de toxicidade observados, nome-
adamente o momento do seu aparecimento e a sua duragio e intensidade.

Informagdes a constar do relatério final:

Instalagdes nas quais se realizaram os ensaios

— nome e localizacido das instalagdes;
— diretor do estudo e outro pessoal e responsabilidades de cada um no estudo;

— datas de inicio e termo do estudo, isto ¢, primeiro dia de administragdo do produto quimico e dltimo dia de
autopsia.

Produto quimico em estudo

— proveniéncia, nimero de lote, identidade, grau de pureza, endereco completo do fornecedor e caracterizacio
do produto ou produtos quimicos em estudo;

— natureza fisica e propriedades fisico-quimicas pertinentes;
— condi¢des de armazenagem; método e frequéncia de preparagdo de diluigdes;
— dados obtidos sobre a estabilidade;

— andlises das solucdes ou suspensdes administradas.

Veiculo

— caracterizagdo do veiculo utilizado no estudo (identidade, fornecedor e niimero do lote);

— justificacdo da escolha do veiculo (se ndo for dgua).

Animais estudados e condigdes em que sdo mantidos
— espécie e estirpe utilizadas e justificacio das op¢des tomadas;
— proveniéncia ou fornecedor dos animais, incluindo o endere¢o completo;

— ntmero e idade dos animais fornecidos;
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— condicdes de alojamento (temperatura, iluminagdo, etc.);
— dieta (nome, tipo, fornecedor, niimero de lote, composigio e, se conhecidos, niveis de fitoestrogénios);
— camas (nome, tipo, fornecedor e composi¢do);

— condi¢des de engaiolamento e niimero de animais por gaiola.

Condigdes de realizacdo dos ensaios

— idade dos animais no momento da castragdo e duracio da aclimatacdo apds a castragio;
— peso de cada animal no inicio do estudo (com a aproximagdo de 0,1 g);

— processo de aleatorizacdo, registo da integragdo dos animais nos grupos do veiculo, do produto quimico de
referéncia e do produto quimico em estudo e registo da distribuicio dos animais pelas gaiolas;

— média e desvio-padrio dos pesos corporais correspondentes a cada grupo, para cada dia de pesagem ao longo
do estudo;

— fundamentacdo da escolha das doses;

— via de administracdo do produto quimico em estudo e fundamentacio da via de exposigdo escolhida;
— ensaios de antiandrogenicidade: dose e volume utilizados de propionato de testosterona;

— doses e volumes utilizados para a exposicdo ao produto quimico em estudo;

— cronologia da administracio das doses;

— procedimentos de autdpsia, incluindo os meios de sangramento e as anestesias;

— se forem efetuadas andlises do soro, elementos relativos aos métodos utilizados; por exemplo, caso seja utili-
zado um método radioimunométrico (RIA), indicar a proveniéncia dos kits, a data de validade destes, o
método de contagem da cintilagio e o método de normalizagio.

Resultados

— Exame didrio da cada animal durante o periodo de administragio das doses, incluindo, nomeadamente:
— peso corporal (com a aproximagido de 0,1 g),

— eventuais sinais clinicos,

— medi¢des ou anotagdes relativas ao consumo de alimentos;
— Autdpsia de cada animal, incluindo, nomeadamente:

— data da autdpsia,

— grupo de exposi¢do no qual o animal estava integrado,

— identifica¢do do animal,

— prossector,

— hora da realizacio da autépsia e da dissecagio,

— idade do animal,

— peso corporal final no momento da autbpsia (anotar algum aumento ou diminui¢gdo com significado
estatistico),

— ordem de sangramento e dissecagdo dos animais na autdpsia,

— peso de cada um dos cinco tecidos-alvo dependentes dos androgénios:

— prostata ventral (com a aproximagio de 0,1 mg),

— vesiculas seminais e glandulas coagulantes, incluindo os fluidos (o par, com a aproximagio de 0,1 mg),
— complexo dos miisculos elevatdrios do anus e bulbocavernosos (com a aproximagdo de 0,1 mg),

— glandulas de Cowper (peso fresco — o par, com a aproximagio de 0,1 mg),

— glande peniana (peso fresco, com a aproximacdo de 0,1 mg),
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— peso de cada tecido facultativo, se determinado:

— figado (com a aproximagdo de 0,1 g),

— rins (o par, com a aproximagio de 0,1 mg),

— glandulas suprarrenais (o par, com a aproximacgio de 0,1 mg),

— comentdrios e observagdes gerais;

— Andlises das hormonas séricas, se efetuadas:
— hormona luteinizante sérica (facultativa, ng por ml de soro),
— testosterona sérica (facultativa, ng por ml de soro),

— comentdrios e observagdes gerais.

Resumo dos dados

Os dados devem ser resumidos em quadros que indiquem a dimensdo da amostra para cada grupo, o valor médio
e o desvio-padrdo ou o erro-padrdo da média. Os quadros devem incluir os pesos corporais na autépsia, as varia-
¢Oes do peso corporal desde o inicio da exposigdo até a autdpsia, os pesos dos tecidos-alvo acessérios do aparelho
sexual e os eventuais pesos de 6rgdos facultativos.

Discussdo dos resultados

Andlise dos resultados

59.  Os pesos corporais e dos 6rgdos apurados na autdpsia devem ser objeto de uma andlise estatistica destinada a
determinar caracteristicas como a homogeneidade da varidncia, se necessirio mediante uma transformacio
adequada dos dados. Devem comparar-se os grupos expostos com um grupo de controlo, recorrendo a técnicas
como a ANOVA (andlise da varidncia), seguida de comparagdes par a par (por exemplo, o teste unilateral de
Dunnett) e da aplicagdo de um critério de diferenca estatistica, por exemplo p < 0,05. Devem identificar-se os
grupos com significado estatistico. Devem evitar-se pesos de 6rgdos “relativos”, dada a invalidade dos pressupostos
estatisticos em que se fundamenta esta manipulagio de dados.

60. O grupo de controlo a utilizar no estudo do agonismo de androgénios deve ser um grupo exposto unicamente ao
veiculo. As caracteristicas do modo de agdo de um determinado produto quimico podem gerar respostas relativas
diferentes de tecido para tecido. A trembolona, por exemplo, que ndo sofre os efeitos da 5a-redutase, afeta mais o
complexo formado pelos musculos elevatérios do anus e bulbocavernosos e a glande peniana do que o propio-
nato de testosterona. Um aumento com significado estatistico (p < 0,05) do peso de quaisquer dois ou mais dos
cinco tecidos-alvo dependentes dos androgénios (prostata ventral, complexo formado pelos musculos elevatdrios
do 4nus e bulbocavernosos, glande peniana, glandulas de Cowper e vesiculas seminais, com as glandulas coagu-
lantes) deve ser considerado um resultado positivo de agonista de androgénios (nesse caso, todos os tecidos-alvo
devem apresentar algum grau de aumento do crescimento). Pode realizar-se uma avaliagio combinada das
respostas dos tecidos dos 6rgdos acessorios do aparelho sexual efetuando uma andlise multivariada dos dados.
Este método pode servir para afinar as conclusdes, sobretudo nos casos em que apenas um tipo de tecido dé uma
resposta com significado estatistico.

61. O grupo de controlo a utilizar no estudo do antagonismo de androgénios deve ser um grupo exposto ao andro-
génio de referéncia (unicamente propionato de testosterona). As caracteristicas do modo de agdo de um determi-
nado produto quimico podem gerar respostas relativas diferentes de tecido para tecido. Comparativamente a anta-
gonistas muito ativos de recetores de androgénios, como a flutamida, os inibidores da 5a-redutase, como a finas-
terida, afetam mais a prostata ventral do que os outros tecidos. Uma redugdo com significado estatistico
(p < 0,05) do peso de quaisquer dois ou mais dos cinco tecidos-alvo dependentes dos androgénios (prostata
ventral, complexo formado pelos musculos elevatérios do anus e bulbocavernosos, glande peniana, glandulas de
Cowper e vesiculas seminais, com as glindulas coagulantes), comparativamente a exposi¢do unicamente ao
propionato de testosterona, deve ser considerada um resultado positivo de antagonista de androgénios (nesse caso,
todos os tecidos-alvo devem apresentar algum grau de diminui¢do do crescimento). Pode realizar-se uma avaliacdo
combinada das respostas dos tecidos dos 6rgdos acessérios do aparelho sexual efetuando uma analise multivariada
dos dados. Este método pode servir para afinar as conclusdes, sobretudo nos casos em que apenas um tipo de
tecido dé uma resposta com significado estatistico.

62. Os dados devem ser resumidos em quadros que indiquem o valor médio, o erro-padrio da média
(o desvio-padrdo também ¢ aceitdvel) e a dimensdo da amostra para cada grupo. Devem ser igualmente facultados
quadros com os dados individualizados. Devem analisar-se os valores individualizados, as médias, os erros-padrio
(ou desvios-padrio) e os coeficientes de variagdo dos dados relativos aos grupos de controlo, para determinar se
satisfazem critérios aceitdveis de coeréncia com os valores histdricos correspondentes. Se os coeficientes de
variagdo excederem os valores indicados no quadro 1 (ver os pontos 25 e 26) para o peso de cada 6rgio, deve
verificar-se se hd erros no registo ou na transcri¢io dos dados ou se o laboratério ainda ndo domina a dissecagio
correta dos tecidos dependentes dos androgénios, sendo necessdria mais pratica ou mais formagdo. Em geral, os
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coeficientes de variacdo (quociente do desvio-padrio pelo peso médio do 6rgdo) sdo reprodutiveis de laboratério
para laboratério e de estudo para estudo. Os dados apresentados devem ser, pelo menos, os seguintes: pesos da
prostata ventral, das vesiculas seminais, do complexo formado pelos musculos elevatérios do anus e bulbocaver-
nosos, das glandulas de Cowper, da glande peniana e do figado, peso corporal e variagdo deste entre o inicio da
exposicdo e a autdpsia. Os dados também podem ser apresentados depois de um ajustamento de covaridncia em
funcio do peso corporal, mas tal ndo dispensa a apresentagdo dos dados ndo-ajustados. Além disso, se em algum
dos grupos ndo tiver ocorrido o descolamento do preptcio, deve registar-se a incidéncia desse descolamento e
comparar-se estatisticamente esta tltima com a do grupo de controlo, utilizando um teste exato de Fisher.

63. Ao verificar a concordancia entre os dados inseridos no computador e os constantes das folhas de dados originais,
deve estar-se especialmente atento a valores de pesos de 6rgdos que ndo sejam biologicamente plausiveis ou se
afastem mais de trés desvios-padrdo da média pertinente do grupo exposto em causa, podendo ser necessirio
rejeitd-los por serem provavelmente erros de registo.

64. A comparacdo dos resultados do estudo com os valores de coeficiente de variagio determinados pela OCDE
(quadro 1) constitui frequentemente uma etapa importante na interpretacdo da validade dos resultados do estudo.
Os laboratérios devem conservar dados histdricos dos grupos de controlo do veiculo. Devem conservar igual-
mente dados histéricos das respostas a produtos quimicos de referéncia positivos, como o propionato de testoste-
rona e a flutamida. Os laboratérios podem determinar periodicamente a resposta a agonistas e antagonistas reco-
nhecidamente fracos de androgénios, devendo, nesse caso, conservar também tais dados. Estes dados podem ser
comparados com dados disponiveis da OCDE, para garantir que os métodos aplicados pelo laboratério tém
precisdo e poder estatisticos suficientes.
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Apéndice 1
DEFINICOES
Androgénico: termo usado para designar uma influéncia positiva no crescimento de tecidos dependentes dos androgé-
nios.

Antiandrogénico: produto quimico capaz de suprimir a a¢do do propionato de testosterona num mamifero.
Produto quimico: substincia ou mistura.
Data de nascimento: dia 0 apés o nascimento.

Dose: quantidade de produto quimico em estudo administrada. No bioensaio de Hershberger, exprime-se em peso didrio
do produto quimico em estudo por unidade de peso corporal do animal ensaiado (por exemplo, mg/kg de peso
corporal/dia).

Dosagem: termo geral que abrange a dose, a frequéncia desta e a duragdo da administracio da mesma.
Moribundo: termo usado para designar um animal que estd quase a morrer.
X dias apds o nascimento: niimero X de dias de vida apds o dia de nascimento.

Sensibilidade: capacidade de um método de ensaio de identificar corretamente produtos quimicos que possuam a
propriedade em estudo.

Especificidade: capacidade de um método de ensaio de identificar corretamente produtos quimicos que ndo possuam a
propriedade em estudo.

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

Validagio: processo cientifico concebido para caracterizar as limitacbes e as condi¢des operatdrias dos métodos de
ensaio e para demonstrar a fiabilidade e a pertinéncia dos mesmos para determinado fim.



Apéndice 2

Nota: Documento elaborado pelo Secretariado do Test Guidelines Programmeda OCDE com base no acordo alcangado na 6. reunido da Task Force para o
ensaio e a avaliagio de desreguladores do sistema endécrino (EDTA)

Quadro concetual da OCDE para ensaio e avaliagio de produtos quimicos desreguladores do sistema endécrino

Nivel 1
Escolha e defini¢io de prioridades
com com base nas informag¢des
disponiveis

biodegradabilidade;

modos de utilizagio;

— propriedades fisico-quimicas, por exemplo peso molecular, reatividade, volatilidade,
— exposigio humana e do ambiente, por exemplo, volume de produgio, libertagio,

— perigos, por exemplo dados toxicoldgicos disponiveis.

Nivel 2
Ensaios in vitro geradores de dados
mecanisticos

hormonas tiroideias;
— ativagio da transcricio;
— génese da aromatase ¢ dos esterdides in vitro;

— relagdes quantitativas estrutura-atividade (QSAR);

afinidade de ligagio a recetores de estrogénios, de androgénios e de

— despistagens preliminares
de alto rendimento;

— fungo tiroideia;

— ensaio da vitelogenina em

— reconhecimento/fixagio nos recetores dos hidrocarbonetos arométicos; hepatdcitos de peixes;

— outros (que se justifiquem).

Nivel 3
Ensaios in vivo geradores de dados de
um tinico mecanismo e efeito
enddcrino

— ensaio uterotrofico (relativo aos estrogénios);

— ensaio de Hershberger (relativo aos

— ensaio da vitelogenina em peixes

androgénios);
— fungio hormonal ndo mediada por recetores;
— outras fungdes (por exemplo, tiroideia).

(relativo aos estrogénios).

Nivel 4
Ensaios in vivo geradores de dados de
miltiplos mecanismos e efeitos
endécrinos

— método TG 407 da OCDE melhorado

— ensaio histopatoldgico das

(pardmetros baseados em mecanismos

enddcrinos);

— ensaios de puberdade em machos e fémeas;
— ensaio no macho adulto completo.

génadas em peixes;
— ensaio da metamorfose da ra.

Nivel 5
Ensaios in vivo geradores de dados
de efeitos de mecanismos
endécrinos e de outros mecanismos

— ensaio a uma geracio (método TG 415 melhorado)'

ensaio a duas geragdes (método TG 416 melhorado)’

— ensaios numa parte ou na

ensaio de despistagem na reproducio (método TG

421 melhorado)'
— ensaio combinado de despistagem na reprodugio e a|
28 dias (método TG 422 melhorado)!

' O grupo de gestio de validagdes de ensaios e avaliagSes em
mamiferos (grupo «VMG mamm») examinard os possiveis

melhoramentos.

totalidade do ciclo de vida em
peixes, aves, anfibiose
invertebrados (efeitos no
desenvolvimento e na
reprodugio).
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NOTAS EXPLICATIVAS DO QUADRO CONCEPTUAL

Nota 1: E possivel entrar no quadro e dele sair em qualquer nivel, consoante a natureza das informagdes necessdrias
para a avaliagdo dos perigos e dos riscos.

Nota 2: No nivel 5, os métodos ecotoxicoldgicos devem integrar pardmetros indicativos dos mecanismos dos efeitos
indesejaveis e dos mecanismos das consequéncias negativas potenciais nas populagdes.

Nota 3: Se um modelo multimodal abranger vérios dos ensaios de pardmetro tinico, esse modelo substituird estes
altimos.

Nota 4: A avaliagio de cada produto quimico deve basear-se numa andlise caso a caso que tenha em conta todas as
informagdes disponiveis, tendo presente a fungio dos niveis do quadro.

Nota 5: Esta versdo do quadro ndo deve ser considerada exaustiva. Nos niveis 3, 4 e 5, integra ensaios ji disponiveis ou
em validagdo. Estes ultimos sdo incluidos a titulo provisério. Logo que estejam afinados e validados, serdo
formalmente integrados no quadro.

Nota 6: Os ensaios integrados no nivel 5 ndo devem considerar-se unicamente de cardter definitivo. Os ensaios em
questdo contribuem para a avaliagdo geral dos perigos e dos riscos.
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B.1.tris: Toxicidade oral aguda — Método de classificagdo de toxicidade aguda

B.56 ESTUDO ALARGADO DE TOXICIDADE DURANTE A REPRODU(;AO NUMA GERACAO

INTRODUCAO

1. Este método de ensaio é equivalente ao Test Guideline TG 443 (2012) da OCDE. Baseia-se na proposta do Comité
Técnico para a Avaliagio da Seguranga dos Produtos Quimicos Agricolas (ACSA) do International Life Science Insti-
tute (ILSI) — Health and Environmental Sciences Institute (HESI), para um estudo alargado da reproducio numa
geragdo, no estddio do ciclo de vida F;, como o publicado por Cooper et al., 2006 (1). O protocolo seguido no
estudo foi melhorado e esclarecido de modo a proporcionar flexibilidade e a salientar a importancia de se partir
dos conhecimentos existentes, utilizando observa¢des em vida para orientar e adaptar os ensaios. Este método de
ensaio fornece uma descri¢io detalhada da realizacdo pritica de um estudo alargado de toxicidade durante a
reprodu¢do numa geracdo. O método de ensaio descreve trés coortes de animais da geragdo F:

Coorte 1: avalia os pardmetros(endpoints) de reprodugdo/desenvolvimento; esta coorte pode ser alargada para
incluir uma geragio F,.

Coorte 2: avalia o potencial impacto da exposi¢do a produtos quimicos no desenvolvimento do sistema nervoso.

Coorte 3: avalia o potencial impacto da exposicio a produtos quimicos no desenvolvimento do sistema imuni-
tario.
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As decisdes sobre a avaliacdo ou ndo da segunda geragdo e sobre a eventual omissdo das coortes para estudo dos
efeitos da neurotoxicidade efou da imunotoxicidade durante o desenvolvimento devem refletir o conhecimento
existente quanto aos produtos quimicos a avaliar, bem como as necessidades das diferentes autoridades regula-
doras. O objetivo do método de ensaio é apresentar detalhes sobre a forma como o estudo poderd ser realizado e
como cada coorte deverd ser avaliada.

O procedimento para decidir sobre o desencadeamento interno da produgdo de uma 2. geracdo encontra-se
descrito no documento de orienta¢des n.> 117 da OCDE (39), para as autoridades reguladoras que utilizem desen-
cadeadores internos.

OBJETIVOS E CONSIDERACOES INICIAIS

O principal objetivo do estudo alargado de toxicidade durante a reprodugdo numa geragdo é avaliar estddios espe-
cificos do ciclo de vida ndo cobertos por outros tipos de estudos de toxicidade e testar os efeitos que podem
ocorrer em resultado da exposi¢do pré- e pés-natal a produtos quimicos. No que se refere aos pardmetros da
reprodugdo, a expetativa é que, numa primeira fase e quando disponivel, a informacdo proveniente de estudos de
dosagem repetida [incluindo estudos de despistagem de toxicidade durante a reproducdo — p. ex.: TG 422 da
OCDE (32)] ou de ensaios de despistagem de desreguladores enddcrinos a curto prazo [p. ex.: ensaio uterotrd-
fico — método de ensaio B.54 (36), e ensaio de Hershberger — método de ensaio B.55 (37)] seja utilizada para
detetar efeitos nos 6rgdos reprodutores de machos e fémeas. Isso pode incluir a espermatogénese (histopatologia
testicular) nos machos e os ciclos éstricos, as contagens de foliculos/maturagio dos ovécitos e integridade dos
ovarios (histopatologia) para as fémeas. O estudo alargado de toxicidade durante a reprodu¢io numa geragio
funcionard portanto como um ensaio de parimetros da reprodugio que requerem a intera¢io de machos com
fémeas, fémeas com conceptos e fémeas com a descendéncia e com a geracdo F, até depois da maturidade sexual
[consultar 0 documento de orientagdes n.° 151 da OCDE (40), que apoia o presente método de ensaio].

O método de ensaio é concebido para permitir uma avaliagio dos efeitos pré- e pds-natais de produtos quimicos
no desenvolvimento, bem como uma avalia¢io rigorosa da toxicidade sistémica em fémeas gravidas e em lactacio,
assim como na descendéncia jovem e adulta. A andlise detalhada dos principais pardmetros de desenvolvimento,
como a viabilidade da descendéncia, a satide neonatal, o estado de desenvolvimento a nascenca e o desenvolvi-
mento fisico e funcional até a idade adulta, deverd permitir identificar os 6rgios a analisar na descendéncia. Além
disso, o estudo fornecerd efou confirmard informacdes sobre os efeitos de um determinado produto quimico
sobre a integridade e o funcionamento do sistema reprodutor dos machos e fémeas adultos. Sdo analisados, espe-
cificamente mas ndo exclusivamente, os seguintes pardmetros: fun¢io das génadas, ciclo éstrico, maturagdo dos
espermatozdides no epididimo, comportamento de acasalamento, concecdo, gravidez, parto e lactagdo. Além
disso, a informacio obtida nas avaliagdes da neurotoxicidade no desenvolvimento e imunotoxicidade no desenvol-
vimento permitird caracterizar os potenciais efeitos nesses sistemas. Os dados derivados destes ensaios deverdo
permitir a determinagdo dos niveis sem efeitos adversos observaveis (NOAEL), dos niveis minimos com efeitos
adversos observaveis (LOAEL) efou das doses de referéncia para os vdrios pardmetros efou ser utilizados para
caracterizar efeitos detetados em anteriores estudos de dose repetida efou funcionar como orientagdo para ensaios
subsequentes.

Na figura 1 é apresentado um esquema do protocolo. O produto quimico em estudo é administrado continua-
mente em doses graduadas a védrios grupos de machos e fémeas na maturidade sexual. Esta geragdo parental (P)
recebe doses do produto durante um periodo definido pré-acasalamento (selecionado com base na informacio
disponivel sobre o produto quimico em estudo, mas com um minimo de duas semanas) e durante um periodo de
acasalamento de duas semanas. Os machos P continuam a receber tratamento pelo menos até ao desmame da
descendéncia F,. Devem ser tratados durante um minimo de 10 semanas. Podem ser tratados durante mais tempo,
se necessario para esclarecer certos efeitos sobre a reprodugdo. O tratamento das fémeas P é continuado durante a
gravidez e a amamentacio, terminando apds o desmame das respetivas ninhadas (ou seja, 8 a 10 semanas de
tratamento). A descendéncia F, continua a ser tratada com o produto quimico em estudo desde o desmame até a
idade adulta. Se se pretender avaliar uma segunda geragdo [consultar o documento de orientagdes 117 da
OCDE (39)], a descendéncia F, serd mantida em tratamento até ao desmame da geragio F,, ou até a conclusdo do
estudo.

As observagdes clinicas e os exames patologicos sdo realizados em todos os animais para dete¢do de sinais de
toxicidade, com especial énfase sobre a integridade e o funcionamento dos sistemas reprodutores masculino e
feminino e sobre a sadde, crescimento, desenvolvimento e funcdes da descendéncia. No momento do desmame, a
descendéncia selecionada é atribuida a subgrupos especificos (coortes 1-3; ver os pontos 33 e 34 e a figura 1)
para a continuacio dos estudos, incluindo a maturacio sexual, as func¢des e integridade dos 6rgdos reprodutores,
os pardmetros neuroldgicos e comportamentais ou as fungdes imunitdrias.

Na realizagdo do estudo, deverdo ser seguidos os principios de orientagdo e as consideragdes descritas no docu-
mento de orienta¢des 19 da OCDE quanto ao reconhecimento, avaliacdo e utilizacio dos sinais clinicos como
pardmetros de tratamento humano para experiéncias com animais utilizados em avalia¢des de seguranca (34).



21.8.2014 Jornal Oficial da Unido Europeia L 247/61
9.  Quando estiver disponivel um niimero suficiente de estudos para verificar o impacto deste novo protocolo, o
método de ensaio serd reanalisado e, se necessario, revisto a luz da experiéncia adquirida.
Figura 1
Esquema do “Estudo alargado de toxicidade durante a reproducio numa geragio”
Autbpsia
animais P
Dosagem
Pré-acasalamento | Acasalamento Pés-acasalamento
Pg 2 semanas 2 semanas 6 semanas
‘ Po ‘ 2 semanas 2 semanas Gravidez Lactagdo
‘ F1 | Desenvolvimento inutero | Antes do desmame | Apds o desmame
Geragio Coorte Prsanacha fnrnsisfenors Maturidade |Idade aprf)x1.mada aquando da
parental sexual autépsia (semanas)
1A Reprodutiva 20M+20F Sim 13
Alvo: 20 1B Reprodutiva 20M+20F Sim 14 ou 20-25, se desencadeada
ninhe; das 2A Neurotoxicidade | 10M+10F@ Sim 11-12
oF oriho 2B Neurotoxicidade | 10M+10F@ Nao 3
e 3 |Immunotoxicidade | 10M+10F @ Sim 8
Excedente | Nao utilizados Nao 3
@ um por ninhada, representativo se possivel, de 20 ninhadas no total
DESCRICAO DO METODO/PREPARACAO PARA O ENSAIO
Animais
Selegdo da estirpe e espécie animal
10. A escolha da espécie para o ensaio de toxicidade durante a reprodugdo deve ser cuidadosamente considerada a luz
de todas as informagdes disponiveis. Contudo, tendo em conta a grande quantidade de dados contextuais e a
comparabilidade com ensaios de toxicidade geral, o rato é normalmente a espécie preferida, pelo que os critérios
e recomendacdes fornecidos neste método de ensaio se referem a esta espécie. Se for utilizada outra espécie, deve
ser fornecida uma justificacio e serd necessdrio proceder as modificagdes adequadas ao protocolo. As estirpes
com niveis baixos de fecundidade ou com elevada incidéncia bem conhecida de defeitos de desenvolvimento
espontineos nio devem ser utilizadas.
Idade, peso corporal e critérios de inclusdo
11. Devem ser utilizados animais progenitores sauddveis, que ndo tenham sido sujeitos a procedimentos experimen-
tais anteriores. Os estudos deverdo incluir machos e fémeas, sendo que as fémeas devem ser nuliparas e ndo
devem estar gravidas. Os animais P devem ser animais maturos, de peso semelhante (considerando o respetivo
sexo) no inicio da administragdo do produto quimico, com uma idade semelhante (aproximadamente 90 dias) no
momento do acasalamento e representativos da espécie e estirpe em estudo. Os animais devem ser aclimatizados
durante pelo menos 5 dias ap4s a chegada. Os animais s3o aleatoriamente distribuidos pelos grupos de controlo e
tratamento, de tal forma que resulte em valores médios de peso corporal comparaveis entre os grupos (ou seja,
+ 20 % da média).
Condigbes de alojamento e alimentagdo
12. A temperatura na sala onde se encontram os animais do estudo deve ser de 22 °C (¢ 3 °C). A humidade relativa

deve estar entre 30-70 %, com uma gama ideal de 50-60 %. A iluminacio artificial deve seguir um regime
de 12 horas com luz e 12 horas sem luz. Podem ser usadas dietas convencionais de laboratério, com acesso
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ilimitado a dgua potdvel. Deve ser dada especial atengdo ao teor de fitoestrogénios na dieta, uma vez que um
elevado nivel de fitoestrogénios na dieta poderd afetar alguns dos pardmetros de reproducio. Recomendam-se
dietas normalizadas de férmula aberta com utilizacdo reduzida de produtos quimicos estrogénicos (2) (30). A
escolha da dieta pode ser influenciada pela necessidade de garantir uma mistura adequada do produto quimico
em estudo, quando administrado por essa via. Devem verificar-se o teor, a homogeneidade e a estabilidade do
produto quimico em estudo na dieta. Os alimentos e a dgua potdvel devem ser analisados regulamente para
detetar eventuais contaminantes. Devem ser mantidas amostras de cada lote da dieta utilizada durante o estudo,
em condi¢Bes adequadas (p. ex.: congeladas a =20 °C), até a finalizacdo do relatério, para o caso de os resultados
exigirem andlises mais aprofundadas dos ingredientes da dieta.

13.  Os animais devem ser colocados em gaiolas em pequenos grupos do mesmo sexo e grupo de tratamento. Podem
ser alojados individualmente para evitar potenciais ferimentos (p. ex.: machos apds o periodo de acasalamento). O
acasalamento deve ocorrer em gaiolas adequadas. Constatada a copulagdo, as fémeas que se presuma estarem
gravidas devem ser alojadas em separado, em gaiolas de maternidade ou parto, onde lhes devem ser fornecidos
materiais adequados e definidos para nidificacdo. As ninhadas devem ser alojadas com as respetivas progenitoras
até ao desmame. Os animais F, devem ser alojados em pequenos grupos do mesmo sexo e grupo de tratamento,
desde o desmame até a conclusdo do estudo. Caso se justifique do ponto de vista cientifico, os animais podem ser
alojados individualmente. O nivel de fitoestrogénios presente no material para nidificacdo deve ser minimo.

Niimero e identificacdo dos animais

14.  Normalmente, cada grupo de ensaio e de controlo deve conter um nimero de pares de animais em fase de acasa-
lamento suficiente para gerar, pelo menos, 20 fémeas gravidas por grupo de dosagem. O objetivo é produzir
gravidezes suficientes para assegurar uma avaliagdo significativa do potencial que o produto quimico tem para
afetar a fertilidade, a gravidez e o comportamento materno da geragdo P e o crescimento e desenvolvimento da
descendéncia F,, desde a concecdo até a maturidade. O facto de ndo se obter o niimero desejado de fémeas
gravidas ndo invalida necessariamente o estudo, decisio que deverd ser tomada caso a caso, tendo em conside-
racdo uma potencial relagdo causal com o produto quimico em estudo.

15. Cada animal P recebe um niimero de identificacio Gnico, antes do inicio da administragio da dose prevsta do
produto. Se existirem dados de histérico laboratorial que sugiram que uma percentagem significativa de fémeas
poderd nio apresentar ciclos éstricos regulares (4 ou 5 dias), aconselha-se a realizagdo de uma avaliagdo dos ciclos
éstricos antes do inicio do tratamento. Em alternativa, a dimensdo do grupo pode ser aumentada de modo a asse-
gurar que pelo menos 20 fémeas em cada grupo apresentem ciclos éstricos regulares (4 ou 5 dias) no inicio do
tratamento. Todos os idividuos da geracdo F, sdo identificados com um ntmero tnico quando os neonatos s3o
examinados pela primeira vez no dia 0 ou 1 apds o nascimento (PND). Devem ser mantidos registos com indi-
cagdo das ninhadas e da sua origem para todos os animais F,, e F,, quando aplicével, durante todo o estudo.

Produto quimico em estudo

Informagdes disponiveis sobre o produto quimico em estudo

16. A andlise das informagdes existentes é importante para as decisdes sobre a via de administra¢do, a escolha do
veiculo, a selecdo da espécie animal, a sele¢do das dosagens e as potenciais modificacdes do esquema de dosagem.
Assim, ao planear o “Estudo alargado de toxicidade durante a reprodugio numa gera¢do”, devem ser tidas em
consideragdo todas as informagdes disponiveis relevantes sobre o produto quimico em estudo, ou seja, proprie-
dades fisico-quimicas, toxicocinéticas (incluindo o metabolismo especifico da espécie) e toxicodindmicas, relagdes
estrutura/atividade (SAR), processos metabélicos in vitro, resultados de estudos de toxicidade anteriores e informa-
¢oes relevantes sobre produtos com uma estrutura andloga. As informagdes preliminares sobre a absorgio, distri-
buicdo, metabolismo e eliminacio (ADME) e sobre a bioacumula¢do podem ser derivadas a partir da estrutura
quimica, de dados fisico-quimicos, da importancia das ligagdes as proteinas plasmadticas ou de estudos toxicociné-
ticos (TK), ao passo que os resultados de estudos de toxicidade poderdo fornecer informagdes adicionais, por
exemplo, sobre os NOAEL, o metabolismo ou a inducdo desse mesmo metabolismo.

Consideragio de dados de toxicocinética

17.  Embora ndo sejam necessdrios, os dados de toxicocinética de estudos anteriormente realizados para a determi-
nagdo de intervalos de dosagem ou outros sdo extremamente tteis para o planeamento da conce¢do do estudo,
escolha dos niveis de dosagem e interpretagdo de resultados. Tém especial utilidade os dados que: 1) confirmam a
exposi¢do dos fetos em desenvolvimento e das crias ao produto quimico em estudo (ou aos metabolitos rele-
vantes); 2) fornecem uma estimativa da dosimetria interna; e 3) avaliam a potencial saturacio dependente da
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dosagem dos processos cinéticos. Os dados toxicocinéticos adicionais, tais como perfis de metabolitos, dados de
concentracio ao longo do tempo, etc., devem também ser considerados, se disponiveis. Podem ainda ser reco-
lhidos dados toxicocinéticos suplementares durante o estudo principal, desde que tal ndo interfira com a recolha e
interpretagdo dos pardmetros do estudo principal.

Como orientagdo geral, o seguinte conjunto de dados toxicocinéticos seria util no planeamento do “Estudo alar-
gado de toxicidade durante a reprodu¢do numa geragdo”

— Fase final da gravidez (p. ex.: 20.° dia de gestagdo) — sangue materno e sangue fetal;
— Fase intermédia de amamentagdo (10.° dia apds o nascimento) — sangue materno, sangue da cria efou leite;
— Fase inicial do pés-desmame (p. ex.: 28.° dia apds o nascimento) — amostras de sangue em fase de desmame.

Deve haver flexibilidade na determinagdo das substincias especificas a analisar (p. ex.: produto quimico principal
e/ou metabolitos) e do regime de amostragem. Por exemplo, o niimero e o momento de colheita das amostras
num determinado dia de amostragem dependerdo da via de exposi¢do e do conhecimento prévio das propriedades
toxicocinéticas em animais ndo gravidos. Em estudos sobre a dieta, serd suficiente uma amostra sempre a mesma
hora em cada dia, ao passo que a administracdo por gavagem poderd exigir amostragens adicionais de modo a
obter uma melhor estimativa do intervalo de dosagem interna. Contudo, ndo é necessirio produzir um grafico
completo da dosagem ao longo do tempo para todos os dias em que sio recolhidas amostras. Se necessdrio, o
sangue pode ser agregado por sexo dentro de cada ninhada para as andlises fetais e neonatais.

Via de administragdo

18. A selecdo da via deve ter em consideracdo a(s) vias(s) mais relevante(s) para a exposi¢io humana. Embora o proto-
colo seja concebido para administragdo do produto quimico em estudo através da dieta, pode ser modificado para
administragdo por outras vias (dgua potdvel, gavagem, inalacdo, derme), dependendo das caracteristicas do
produto quimico e das informagdes que se pretendem obter.

Escolha do veiculo

19.  Quando necessdrio, o produto quimico em estudo pode ser dissolvido ou suspenso num veiculo adequado. Reco-
menda-se que, quando possivel, seja considerada primeiro a utilizacdo de uma solugdo/suspensio aquosa, antes da
possibilidade de uma solucio/suspensio oleosa (p. ex., 6leo de milho). No que se refere a outros veiculos que ndo
a dgua, devem ser conhecidas as caracteristicas toxicas do veiculo. Deve ser evitada a utilizagdo de veiculos com
potencial toxicidade intrinseca (p. ex., acetona, DMSO). A estabilidade do produto quimico em estudo no veiculo
deve ser determinada. Se for utilizado um veiculo ou outro aditivo para facilitar a dosagem, devem
consideradar-se as seguintes caracteristicas: efeitos na absorcio, distribui¢do, metabolismo ou retencdo do produto
quimico em estudo; efeitos sobre as propriedades quimicas do produto quimico em estudo que possam alterar as
respetivas caracteristicas de toxicidade; e efeitos sobre o consumo de alimentos ou dgua ou o estado nutricional
dos animais.

Selecdo da dose

20. Normalmente, o estudo deve incluir, pelo menos, trés niveis de dosagem e um controlo simultineo. Ao selecionar
os niveis de dosagem adequados, o investigador deve considerar todas as informacdes disponiveis, incluindo as
informagdes de dosagem de estudos anteriores, dados toxicocinéticos em animais grdvidos ou ndo gravidos,
importancia da transferéncia na amamentacdo e estimativas da exposi¢do humana. Se estiverem disponiveis dados
de toxicocinética que indiquem uma saturacio dos processos toxicocinéticos dependente da dosagem, deve ter-se
o cuidado de evitar dosagens elevadas que resultem claramente em satura¢do, desde que, como ¢é evidente, se
preveja que a exposicdo dos seres humanos seja muito inferior ao ponto de saturagdo. Nesses casos, a dosagem
mais elevada deverd ser igual ou ligeiramente superior ao ponto de inflexdo na transi¢do para um comportamento
toxicocinético ndo-linear.

21. Na auséncia de dados toxicocinéticos relevantes, as dosagens devem basear-se nos efeitos tdxicos, salvo quando
existam limitacdes devidas a natureza fisico-quimica do produto quimico em estudo. Se os niveis de dosagem se
basearem na toxicidade, a dose mais elevada deve ser escolhida com o objetivo de induzir alguma toxicidade sisté-
mica, mas ndo a morte ou grande sofrimento dos animais.

22, Deve ser selecionada uma sequéncia descendente de niveis de dosagem para demonstrar qualquer efeito relacio-
nado com a dose e para estabelecer os NOAEL ou dosagens préximas do limite de dete¢do que permitam deduzir
uma dose de referéncia para ofs) pardmetro(s) mais sensiveis. Para evitar um grande espacamento de doses entre
os NOAEL e os LOAEL, o ideal serd normalmente utilizar intervalos com uma ordem de grandeza do dobro ou
do quddruplo. Em geral, serd preferivel acrescentar um quarto grupo de ensaio do que utilizar intervalos dema-
siado grandes (p. ex.: com um fator de multiplica¢do superior a 10) entre as doses.
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23.  Exceto no que se refere ao tratamento com o produto quimico em estudo, os animais no grupo de controlo sio
tratados de forma idéntica aos individuos no grupo de ensaio. O grupo de controlo ndo deverd receber trata-
mento, deverd receber um tratamento similado ou constituird um grupo de controlo do veiculo em caso de utili-
zagio de um veiculo para administragio do produto quimico em estudo. Se for utilizado um veiculo, o grupo de
controlo deve receber o volume mais elevado desse veiculo utilizado no estudo.

Ensaio de limite

24.  Caso ndo haja evidéncia de toxicidade com uma dose de pelo menos 1 000 mg/kg de peso corporal/dia em
estudos de dose repetida, ou se ndo for esperada toxicidade com base nos dados de produtos quimicos estrutural
e/ou metabolicamente relacionados, indicando similaridade nas propriedades metabdlicas in vivo/in vitro, poderd
ndo ser necessdrio realizar um estudo com varias dosagens. Nesses casos, o “Estudo alargado de toxicidade durante
a reprodugdo numa geragdo” pode ser realizado utilizando um grupo de controlo e uma dose tinica pelo menos
igual a 1 000 mgf/kg de peso corporal/dia. Contudo, caso sejam detetadas evidéncias de toxicidade durante a
reprodugdo ou no desenvolvimento com este limite de dosagem, serdo necessrios mais estudos com dosagens
inferiores para identificacdo de um NOAEL. Estas consideragdes sobre os ensaios de limite aplicam-se apenas
quando a exposi¢do humana ndo indicar a necessidade de ensaiar uma dosagem superior.

PROCEDIMENTOS

Exposi¢io da descendéncia

25. A exposicdo na dieta é o método de administragio preferencial. Se forem realizados estudos com gavagem,
importa notar que normalmente as crias apenas receberdo o produto quimico em estudo de forma indireta,
através do leite, até ao inicio da respetiva administracio direta, a partir do desmame. Em estudos com adminis-
tracdo na dieta ou na dgua potdvel, as crias receberdo adicionalmente o produto quimico em estudo de forma
direta quando comegarem a alimentar-se por si proprias, durante a dltima semana do periodo de amamentagio.
Devem ser consideradas modificacdes a conce¢do do estudo nos casos em que a excregdo do produto quimico em
estudo no leite for fraca e em que haja falta de evidéncia para uma exposicdo continua da descendéncia. Nestes
casos, a dosagem direta as crias durante o periodo de amamentagdo deve ser considerada com base nas informa-
¢oes de toxicocinética disponiveis, toxicidade na descendéncia ou alteragdes em biomarcadores (3) (4). Os benefi-
cios e as desvantagens d evem ser cuidadosamente considerados antes da realizacio de estudos de dosagem direta
em crias em aleitamento (5).

Esquema de dosagem e administracio das doses

26. Poderdo existir informagdes disponiveis sobre ciclos éstricos, histopatologia do aparelho reprodutor masculino e
feminino e andlise de esperma nos testiculos/epididimo de estudos anteriores de toxicidade de dose repetida com
duracdo adequada. A duragdo do tratamento pré-acasalamento no “Estudo alargado de toxicidade durante a repro-
ducdo numa geragdo” visa, portanto, detetar os efeitos de alteracdes funcionais que possam interferir com o
comportamento de acasalamento e fertilizagdo. O tratamento pré-acasalamento deve ser suficientemente longo
para atingir condigdes de exposi¢do em estado de equilibrio nos machos e fémeas da geragio P. Um tratamento
pré-acasalamento de 2 semanas para ambos os sexos é considerado adequado na maioria dos casos. Para as
fémeas, esse periodo abrange 3-4 ciclos éstricos completos e deve ser suficiente para detetar quaisquer efeitos
adversos nesses ciclos. Para os machos, equivale ao tempo necessdrio para o transito dos espermatozdides em
maturagdo pelo epididimo e deverd permitir detetar efeitos pos-testiculares no esperma (durante as fases finais da
espermiagdo e maturagdo dos espermatozoides no epididimo) no acasalamento. No momento terminal, para o
qual estejam programados os pardmetros de andlise do esperma e de histopatologia dos testiculos e epididimo, os
machos P e F, terdo estado expostos durante pelo menos um ciclo espermatogénico completo [(6) (7) (8) (9) e
documento de orientagdes 151 da OCDE (40)].

27.  Os cendrios de exposicdo pré-acasalamento para os machos podem ser adaptados se estudos anteriores tiverem
identificado claramente toxicidade testicular (espermatogénese negativamente afetada) ou efeitos na integridade e
fungdo do esperma. Da mesma forma, para as fémeas, os efeitos conhecidos do produto quimico em estudo sobre
o ciclo éstrico e, por conseguinte, sobre a recetividade sexual, poderdo justificar diferentes cendrios de exposicio
pré-acasalamento. Em casos especiais, poderd ser aceitdvel que o tratamento das fémeas P seja iniciado apenas
ap0s a obtencdo de um esfregaco com presenga de esperma [ver documento de orientagdes 151 da OCDE (40)].

28.  Quando o periodo de dosagem pré-acasalamento estiver estabelecido, os animais devem ser tratados continua-
mente com o produto quimico em estudo 7 dias/semana até a aut6psia. Todos os animais devem receber a
dosagem pelo mesmo método. A dosagem deve prosseguir durante o periodo de acasalamento de 2 semanas e,
no caso das fémeas P, ao longo da gestacdo e da amamentacdo até ao dia do término apds o desmame. Os
machos devem ser tratados da mesma forma até ao término, no momento em que os animais F, sio desmamados.
Para a aut6psia, deve ser dada prioridade as fémeas, que devem ser autopsiadas no préprio dia ou préximo do dia
da lactacio. A autdpsia dos machos pode ser distribuida por vérios dias, em fun¢io das instalagdes laboratoriais.
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Salvo nos casos em que jd tenha sido iniciada durante o periodo de amamentacdo, a dosagem direta dos machos
e fémeas F, selecionados deve ser iniciada aquando do desmame e continuar até a autdpsia programada, depen-
dendo da distribui¢do pelas coortes.

29.  No caso de produtos quimicos administrados através da dieta ou da dgua potdvel, é importante assegurar que as
quantidades do produto quimico em estudo envolvidas nio interferem com a nutri¢do normal ou com a compo-
sicdo da dgua. Quando o produto quimico em estudo é administrado na dieta, pode aplicar-se uma concentragio
constante (ppm) ou um nivel constante de dosagem em termos do peso corporal do animal; a opgdo escolhida
deve ser especificada.

30. Quando o produto quimico em estudo é administrado por gavagem, o volume de liquido administrado de uma s6
vez ndo deverd normalmente exceder 1 ml/100 g de peso corporal (0,4 ml/100 g de peso corporal é o mdximo
no caso de utilizagdo de dleos, por exemplo 6leo de milho). Exceto no caso de produtos quimicos irritantes ou
corrosivos, que normalmente revelam efeitos exacerbados em concentragdes superiores, a variabilidade no volume
de ensaio deve ser minimizada ajustando a concentracio de modo a garantir um volume constante em todos os
niveis de dosagem. O tratamento deve ser fornecido aproximadamente a mesma hora em cada dia. Normalmente,
a dose para cada animal deve basear-se na determinagio mais recente do peso corporal de cada individuo e
decverd ser ajustada pelo menos uma vez por semana nos machos adultos e nas fémeas adultas ndo grévidas, e a
cada dois dias para as fémeas gravidas e os animais F;, quando a administragdo for efetuada antes do desmame e
durante as 2 semanas apds o desmame. Se os dados de toxicocinética indicarem uma baixa transferéncia placen-
taria do produto quimico em estudo, poderd ser necessdrio ajustar a dose de gavagem durante a dltima semana da
gravidez, de modo a evitar a administragio de uma dose excessivamente téxica a progenitora. As fémeas ndo
devem ser tratadas por gavagem ou por qualquer outra via de tratamento em que o animal tenha de ser manu-
seado, no dia do parto; a omissdo da administragio do produto quimico em estudo nesse dia é preferivel a pertur-
bagdo do processo de parto.

Acasalamento

31. Cada fémea P deve ser colocada com um dnico macho ndo aparentado e escolhido aleatoriamente do mesmo
grupo de dosagem (emparelhamento 1:1) até que seja observada evidéncia de copulagdo ou que tenham passado
2 semanas. Se ndo houver machos suficientes, por exemplo devido a morte de machos antes do emparelhamento,
o(s) macho(s) que ja tenha(m) acasalado pode(m) ser emparelhado(s) (1:1) com outra(s) fémea(s), de modo a que
todas as fémeas sejam emparelhadas. O dia 0 da gravidez é definido como o dia em que ¢é confirmada a evidéncia
de acasalamento (detecdo de rolhdo vaginal ou esperma). Os animais devem ser separados logo que possivel apds
observagido da evidéncia de copulagdo. Se ndo tiver ocorrido acasalamento ap6s 2 semanas, os animais devem ser
separados sem que haja mais oportunidade de acasalamento. Os pares acasalados devem ser claramente identifi-
cados nos dados.

Dimensido da ninhada

32.  No 4. dia apds o nascimento, a dimensdo de cada ninhada pode ser ajustada eliminando as crias em excesso por
selegdo aleatéria, de modo a obter o valor mais préximo possivel de cinco machos e cinco fémeas por ninhada. A
eliminacdo seletiva de crias, por exemplo com base no peso corporal, ndo serd adequada. Sempre que o niimero
de crias macho ou fémea nio permitir a existéncia de cinco de cada sexo por ninhada, poderd proceder-se a um
ajuste parcial (p. ex.: seis machos e quatro fémeas).

Selecdo de crias para estudos pos-desmame (ver Figura 1)

33.  Aquando do desmame (cerca do 21.c dia apds o nascimento), sio selecionadas para exames posteriores crias de
todas as ninhadas disponiveis, até 20 por grupo de controlo e dose, que serdo mantidas até a maturagdo sexual (a
ndo ser que sejam necessarios ensaios mais precoces). As crias sdo selecionadas aleatoriamente, com a excegdo de
que ndo devem ser incluidos animais de tamanho claramente inferior a0 normal (animais com peso corporal mais
de dois desvios padrio abaixo do peso corporal médio das crias da respetiva ninhada), na medida em que nio
serdo provavelmente representativos do grupo de tratamento.

No 21.° dia apds o nascimento, as crias F, selecionadas sio atribuidas aleatoriamente a uma das trés coortes de
animais, da seguinte forma:

Coorte 1 (1A e 1B) = Ensaio de toxicidade durante a reprodugio/no desenvolvimento

Coorte 2 (2A e 2B) = Ensaio de neurotoxicidade no desenvolvimento

Coorte 3 = Ensaio de imunotoxicidade no desenvolvimento
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Coorte 1A: Um macho e uma fémea/ninhada/grupo (20/sexo/grupo): sele¢io prioritdria para avaliagdo primdria
dos efeitos sobre os sistemas reprodutivos e da toxicidade geral.

Coorte 1B: Um macho e uma fémea/ninhada/grupo (20/sexo/grupo): selecdo prioritiria para avaliacio e segui-
mento do comportamento reprodutivo através do acasalamento de animais F,, quando avaliados [consultar o
documento de orientagdes 117 da OCDE (39)] e para obtengdo de dados adicionais de histopatologia em casos de
suspeita de toxicos para o sistema reprodutivo ou endécrino, ou quando os resultados da coorte 1A nio forem
inequivocos.

Coorte 2A: Total de 20 crias por grupo (10 machos e 10 fémeas por grupo; um macho ou uma fémea por
ninhada) destinadas a ensaios neurocomportamentais, seguidos de avaliagdo neuro-histopatoldgica quando
chegados a fase adulta.

Coorte 2B: Total de 20 crias por grupo (10 machos e 10 fémeas por grupo; um macho ou uma fémea por
ninhada) destinadas a avaliagdo neuro-histopatoldgica no desmame (21.° ou 22.° dia ap6s o nascimento). Se o
ntimero de animais for insuficiente, deve dar-se preferéncia a colocagdo dos animais na Coorte 2A.

Coorte 3: Total de 20 crias por grupo (10 machos e 10 fémeas por grupo; um por ninhada, quando possivel).
Poderd ser necessério utilizar mais crias do grupo de controlo como animais de controlo positivo no ensaio de
resposta de anticorpos dependentes de células T (TDAR) no 56.° + 3 dia apds o nascimento.

34.  Caso ndo exista um nimero insuficiente de crias numa ninhada para atribuicio a todas as coortes, a coorte 1 tem
precedéncia, jd que poderd ser conservada para produzir uma geracio F,. Podem ser atribuidas mais crias a qual-
quer uma das coortes em caso de preocupagdes especificas; por exemplo, se houver suspeita de que um produto
quimico é para o sistema nervoso, imunitdrio ou reprodutivo. Estas crias podem ser utilizadas para exames em
diferentes momentos ou para a avaliagdo de pardmetros suplementares. As crias ndo afetadas a uma dterminada
coorte serdo analisadas na Otica da bioquimica clinica (pardgrafo 55) e sujeitas a uma autdpsia macroscopica
(pardgrafo 68).

Segundo acasalamento dos animais P

35.  Normalmente, ndo se recomenda um segundo acasalamento dos animais P, ja que isso poderd implicar a perda
de informagdes importantes sobre o nimero de locais de implantacio (e, portanto, de dados sobre as perdas
pos-implantacdo e perinatais, indicadoras de um possivel potencial teratogénico) na primeira ninhada. A necessi-
dade de verificar ou elucidar um determinado efeito em fémeas expostas terd uma melhor resposta alargando o
estudo de modo a incluir um acasalamento da geracdo F,. Contudo, um segundo acasalamento dos machos P
com fémeas ndo tratadas serd sempre uma opg¢do para esclarecer os resultados que ndo sejam inequivocos ou para
uma caracteriza¢do mais aprofundada dos efeitos sobre a fertilidade observados no primeiro acasalamento.

OBSERVACOES EM VIDA

Observacdes clinicas

36.  Para os animais P e os animais F, selecionados, é realizada uma observagdo clinica geral uma vez por dia. Em caso
de administragdo por gavagem, as observagdes clinicas deverdo ter lugar antes e depois da administracdo (para
possiveis sinais de toxicidade associada ao pico de concentragdo plasmatica). Registam-se as alteragdes comporta-
mentais pertinentes, os sinais de parto dificil ou prolongado e todos os sinais de toxicidade. Duas vezes por dia
(durante o fim de semana, uma vez por dia), todos os animais devrdo ser observados em termos de toxicidade
grave, morbilidade e mortalidade.

37.  Além disso, deverd realizar-se semanalmente um exame mais detalhado de todos os animais P e F, (apds o
desmame), que para maior conveniéncia poderd realizar-se numa ocasido em que o animal seja pesado, o que
minimiza o stress do manuseamento. As observagdes deverdo ser cuidadosamente realizadas e registadas utilizando
sistemas de classificacdo definidos pelo laboratério de ensaio. Devem ser envidados esforcos para garantir um
minimo de variagdo nas condi¢des de ensaio. Os sinais a ter em conta devem incluir, sem cardter limitativo, altera-
¢Oes na pele, pélo, olhos, membranas mucosas, ocorréncia de secregdes e excre¢des e as atividades auténomas
(p. ex., lacrimagdo, piloerecdo, tamanho das pupilas, padrio respiratorio anémalo). Devem também ser registadas
as alteracdes na marcha, postura, resposta a0 manuseamento, bem como a presenca de movimentos clénicos ou
tonicos, estereotipia (p. ex., excesso de limpeza, movimentos repetitivos em circulo) ou comportamentos estra-
nhos (p. ex., automutilagdo, marcha para a retaguarda).
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Peso corporal e consumo de alimentos/igua

38.  Os animais P sdo pesados no primeiro dia da dosagem e, depois disso, pelo menos uma vez por semana. Adicio-
nalmente, as fémeas P sio pesadas durante a amamenta¢io nos mesmos dias da pesagem das crias das respetivas
ninhadas (ver pardgrafo 44). Todos os animais F, sdo pesados individualmente no desmame (21.° dia apds o nasci-
mento) e, depois disso, pelo menos uma vez por semana. O peso corporal deverd também ser registado no dia
em que atingem a puberdade (conclusio da separacdo prepucial ou abertura da vagina). Todos os animais sdo
pesados aquando do sacrificio.

39.  Durante o estudo, o consumo de alimentos e dgua (caso a administragdo do produto quimico em estudo seja feita
na agua potavel) ¢ registado pelo menos uma vez por semana, nos mesmos dias das pesagens dos animais (exceto
durante a coabitagdo). O consumo de alimentos de cada gaiola de animais F, é registado semanalmente, a partir
da colocagio numa determinada coorte.

Ciclos éstricos

40. Poderdo jd estar disponiveis informagdes preliminares sobre os efeitos relacionados com o produto quimico em
estudo no ciclo éstrico, obtidas em anteriores estudos de toxicidade de dose repetida, que podem ser utilizadas na
concegdo de um protocolo de ensaio especifico para o “Estudo alargado de toxicidade durante a reprodugio numa
geracdo” do produto quimico em estudo. Normalmente, a avaliagio do ciclo éstrico (por citologia vaginal) come-
¢ard no inicio do perfodo de tratamento e continuard até confirmagio do acasalamento ou até ao final do periodo
de acasalamento de 2 semanas. Se as fémeas tiverem sido sujeitas a despistagem para determinar se o seu ciclo
éstrico é normal antes do tratamento, serd Gtil continuar a obter esfregagos ap6s o inicio do tratamento, mas se
existirem preocupagdes quanto a efeitos ndo especificos no inicio do tratamento (nomeadamente uma reducio
inicial marcada no consumo de alimentos), pode permitir-se que os animais se adaptem ao tratamento durante
um perfodo madximo de duas semanas antes de iniciar o perfodo de recolha de esfregacos nas 2 semanas ante-
riores ao emparelhamento. Se o periodo de tratamento da fémea for alargado desta forma (ou seja, com um trata-
mento pré-acasalamento de 4 semanas), deve considerar-se a aquisi¢do de animais mais jovens e o alargamento do
periodo de tratamento dos machos antes do emparelhamento. Ao obter células vaginais/cervicais, deve ter-se o
cuidado de evitar perturbagdes na mucosa e, por consequéncia, a indugio de pseudogravidezes (10) (11).

41.  Os esfregagos vaginais devem ser examinados diariamente para todas as fémeas F, da coorte 1A, desde o inicio da
abertura da vagina até que se registe o primeiro esfregaco cornificado, de modo a determinar o periodo entre os
dois eventos. Os ciclos éstricos de todas as fémeas F, na coorte 1A devem também ser acompanhados durante
um periodo de duas semanas, iniciado por volta do 75.° dia apés o nascimento. Além disso, caso seja necessario
o acasalamento da geracdo F,, a citologia vaginal na coorte 1B serd seguida desde o0 momento do emparelhamento
até que seja detetada evidéncia de acasalamento.

Acasalamento e gravidez

42.  Além dos pardmetros padrdo (p. ex., peso corporal, consumo de alimentos, observa¢des clinicas, incluindo verifi-
ca¢des da mortalidade/morbilidade), sio registadas as datas de emparelhamento, a data de inseminacdo e a data de
parto, e calculados o intervalo pré-coital (do emparelhamento até a inseminagdo) e a duragdo da gravidez (da inse-
minagdo até ao parto). As fémeas P devem ser examinadas cuidadosamente para sinais de distocia na altura
prevista para o parto. Quaisquer anomalias no comportamento de nidificagio ou no aleitamento devem ser regis-
tadas.

43. O dia do parto ¢ o dia 0 de amamentagdo (LD 0) para a progenitora e o dia 0 apds o nascimento (PND 0) para a
descendéncia. Em alternativa, todas as comparagdes poderdo também basear-se no tempo pds-coital, para evitar
que os dados do desenvolvimento pés-natal sejam afetados por diferencas na duragio da gravidez; contudo, deve
também ser registado o periodo decorrido desde o parto. Isso serd especialmente importante quando o produto
quimico em estudo tem influéncia sobre a duracdo da gravidez.

Pariametros de descendéncia

44, Cada ninhada deve ser examinada o mais cedo possivel ap6s o nascimento (dia 0 ou 1 apds o nascimento) de
modo a estabelecer o niimero e o sexo das crias, de nados-mortos, de nados-vivos e a presenca de anomalias
graves (anomalias visiveis externamente, incluindo fenda palatina, hemorragias subcutdneas, textura ou cor
andémala da pele, presenca de corddo umbilical, auséncia de leite no estomago, presenca de secregdes secas). Além
disso, o primeiro exame clinico dos neonatos deve incluir uma avalia¢do qualitativa da temperatura corporal, do
estado de atividade e da reagio ao manuseamento. As crias que sejam encontradas mortas no dia 0 apds o nasci-
mento ou mais tarde devem ser examinadas quanto a possiveis deficiéncias e as causas de morte. As crias vivas
devem ser contadas e pesadas individualmente no dia 0 ou 1 ap6s o nascimento e, depois disso, regularmente,
pelo menos no 4., 7.o, 14 e 21.0 dia apds o nascimento. Os exames clinicos aplicdveis a idade dos animais
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devem ser repetidos quando a descendéncia for pesada ou com maior frequéncia caso tenham sido feitas constata-
¢oOes especificas & nascenca. Os sinais a ter em conta incluem, sem carter limitativo: anomalias externas, altera-
¢Oes na pele, pelo, olhos, membranas mucosas, ocorréncia de secrecbes e excregdes e atividade auténoma.
Também devem ser registadas as altera¢des na marcha, postura, resposta a0 manuseamento, bem como a presenga
de movimentos clénicos ou ténicos, estereotipia ou comportamento estranho.

45. A distancia anogenital (AGD) de cada cria deve ser medida pelo menos uma vez entre o dia 0 ap6s o nascimento
e o dia 4 apds o nascimento. O peso corporal da cria deve ser recolhido no dia em que a AGD for medida e as
AGD devem ser normalizadas de acordo com uma medida do tamanho da cria, preferencialmente a raiz cibica
do peso corporal (12). A presenga de mamilos/auréolas nas crias macho deve ser verificada no 12.° ou 13. dia
ap6s o nascimento.

46. Todos os animais F, selecionados sdo avaliados diariamente quanto a separagdo balanoprepucial ou abertura da
vagina nos machos e fémeas, respetivamente, com inicio antes do dia previsto para o surgimento desses sinais, de
modo a detetar se a maturagdo sexual ocorre prematuramente. Devem ter-se em atencdo quaisquer anomalias dos
oOrgios genitais, tais como filamentos vaginais persistentes, hipospadia ou epispddia do pénis. A maturidade sexual
dos animais F, é comparada com o desenvolvimento fisico através da determinagdo da idade e do peso corporal
aquando da separagdo balanoprepucial ou da abertura da vagina nos machos e fémeas, respetivamente (13).

Avaliacio da potencial neurotoxicidade no desenvolvimento (coortes 2A e 2B)

47.  Os animais da coorte 2A (10 machos e 10 fémeas) e da coorte 2B (10 machos e 10 fémeas) de cada grupo de
tratamento (para cada coorte: 1 macho ou 1 fémea por ninhada; todas as ninhadas representadas por pelo menos
1 cria; selecdo aleatdria) devem ser utilizados para avaliagdes de neurotoxicidade. Os animais da coorte 2A devem
ser sujeitos a avaliagdes da resposta auditiva, de um conjunto de observagdes funcionais, da atividade motora (ver
pardgrafos 48-50) e da neuropatologia (ver pardgrafos 74-75). Devem ser envidados esforgos para garantir que as
varjagdes em todas as condi¢des de ensaio sejam minimas e ndo estejam sistematicamente relacionadas com o
tratamento. Entre as varidveis que podem afetar o comportamento encontram-se o nivel sonoro (p. ex., ruido
intermitente), a temperatura, a humidade, a iluminacdo, os odores, a hora do dia e os fatores ambientais. Os
resultados dos ensaios de neurotoxicidade devem ser interpretados em relagdo a valores de referéncia histé-
rica de controlo adequados. Os animais da coorte 2B devem ser utilizados para avaliagdo neuropatoldgica no 21.°
ou 22.° dia apés o nascimento (ver pardgrafos 74-75).

48.  Deve ser realizado um ensaio de resposta auditiva no 24.° dia apds o nascimento (+ 1 dia) utilizando animais da
coorte 2A. O dia do ensaio deve ser distribuido de forma equilibrada no interior dos grupos tratados e de
controlo. Cada sessdo ¢ constituida por 50 ensaios. Na realizacdo do ensaio de resposta auditiva, deve ser determi-
nada a amplitude média de resposta em cada bloco de 10 ensaios (5 blocos de 10 ensaios), com condicdes de
ensaio otimizadas para produzir habituagdo entre sessdes. Estes procedimentos devem estar em conformidade
com o método de ensaio B.53 (35).

49.  Num momento adequeado, entre 0 63.° ¢ o 75.° dia ap6s o nascimento, os animais da coorte 2A sdo sujeitos a
um conjunto de observagdes funcionais e a um ensaio automatizado da atividade motora. Estes procedimentos
devem ser conformes com os métodos de ensaio B.43 (33) e B.53 (35). O conjunto de observag¢des funcionais
inclui uma descri¢gdo aprofundada do aspeto, comportamento e integridade funcional do individuo. Esses
elementos sdo avaliados através de observagdes na gaiola onde o animal é conservado, apds remocdo para uma
drea padrdo de observagio (campo aberto) em que o animal se move livremente e através de ensaios com manipu-
lagdo. Devem ser examinados primeiro os animais menos interativos, acabando nos mais interativos. No apén-
dice 1 € apresentada uma lista das medi¢des. Todos os animais devem ser observados cuidadosamente, por obser-
vadores formados que desconhegam o seu estado de tratamento e utilizando procedimentos normalizados, para
minimizar a variabilidade devida ao observador. Quando possivel, aconselha-se que seja sempre o mesmo obser-
vador a avaliar os animais num determinado ensaio. Se isso ndo for possivel, é necessario demonstrar a fiabilidade
entre observadores. Para cada parametro do conjunto de ensaios comportamentais, devem ser utilizadas escalas e
critérios de classificacdo explicitos e definidos em termos operacionais. Se possivel, devem ser desenvolvidas
medidas quantitativas objetivas para os pardmetros observaveis que envolvem uma classificagio subjetiva. No que
se refere a atividade motora, cada animal é sujeito ao ensaio individualmente. A sessdo de ensaio deve ser suficien-
temente longa para revelar a habituacdo entre sessdes para efeitos de controlo. A atividade motora deve ser moni-
torizada por um aparelho automdtico de registo de atividade, capaz de detetar tanto aumentos como diminuigdes
na atividade (ou seja, a atividade basal conforme medida pelo dispositivo ndo deve ser tio baixa a ponto de
impedir a detecdo de diminui¢des, nem tdo elevada a ponto de impedir a detecdo de aumentos na atividade). Cada
dispositivo deve ser testado através de procedimentos padrdo para assegurar, tanto quanto possivel, a fiabilidade
do funcionamento entre dispositivos e nos varios dias. Sempre que possivel, os grupos de tratamento devem ser
distribuidos de forma equilibrada pelos diferentes dispositivos. Os grupos de tratamento devem ser ensaiados de
acordo com uma distribui¢do equilibrada ao longo do dia, de modo a evitar influéncias devidas aos ritmos circa-
dianos de atividade.

50. Se as informacdes existentes indicarem a necessidade de outros ensaios funcionais (p. ex., sensoriais, sociais ou
cognitivos), estes devem ser integrados sem comprometer a integridade das outras avaliagdes realizadas no estudo.
Se este ensaio for realizado nos mesmos animais utilizados para os ensaios de resposta auditiva padrdo, do
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conjunto de observagdes funcionais e da atividade motora, os diferentes ensaios devem ser programados de modo
a minimizar o risco de comprometer a sua integridade. Estes procedimentos suplementares poderdo ser particular-
mente teis quando a observagio empirica, os efeitos previstos ou os dados mecanisticos/modo de acdo indicarem
um tipo especifico de neurotoxicidade.

Avaliacio de potencial imunotoxicidade no desenvolvimento (coorte 3)

51. No 56. dia apés o nascimento (¢ 3 dias), 10 machos e 10 fémeas dos animais da coorte 3 de cada grupo de
tratamento (1 macho ou 1 fémea por ninhada; todas as ninhadas representadas por, pelo menos, 1 cria; selecio
aleatdria) devem ser usados num ensaio da resposta dos anticorpos dependente das células T, ou seja, da primeira
resposta dos anticorpos IgM a um antigénio dependente de células T, como o ensaio com glébulos vermelhos de
ovelha (SRBC) ou o ensaio com hemocianina de lapa californiana (KLH), em conformidade com os atuais procedi-
mentos de ensaio da imunotoxicidade (14) (15). A resposta pode ser avaliada através da contagem de células
formadoras de placa (PFC) no bago ou da determinacio do titulo de anticorpos IgM especificos para SRBC ou
KLH no soro ELISA, no pico da resposta. O pico da resposta ocorre normalmente 4 (resposta PFC) ou 5 (ELISA)
dias apés a imunizacdo intravenosa. Se a primeira resposta dos anticorpos for analisada através da contagem de
células formadoras de placa, poderdo avaliar-se subgrupos de animais em dias separados, desde que: a imunizacio
e sacrificio do subgrupo sejam planeados de modo a que as PFC sejam contadas no pico da resposta; esses
subgrupos contenham um niimero igual de descendentes do género masculino e feminino de todos os grupos de
dose, incluindo os grupos de controlo; e esses subgrupos sejam avaliados aproximadamente com a mesma idade
apds o nascimento.A exposi¢cdo ao produto quimico em estudo continuard até ao dia anterior a colheita dos bagos
para o ensaio PFC ou de soro para o ensaio ELISA.

Avaliacio de acompanhamento de potencial toxicidade durante a reproducio (coorte 1B)

52.  Os animais da coorte 1B podem ser mantidos em tratamento para além do 90.° dia ap6s o nascimento e, se
necessdrio, procriados para obter uma geragio F,. Os machos e as fémeas do mesmo grupo de admnistracio
devem coabitar (evitando o acasalamento entre irmios) durante duas semanas, com inicio no 90.° dia ap6s o
nascimento ou ap6s esse dia, mas ndo ultrapassando o 120.° dia apds o nascimento. Os procedimentos devem ser
0s mesmos que para os animais P. No entanto, com base na suficiéncia de prova, poderd ser suficiente terminar as
ninhadas no 4. dia apds o nascimento em vez de continuar a acompanhd-las até ao desmame ou para além
disso.

OBSERVACOES FINAIS

Bioquimica clinica/Hematologia

53.  Os efeitos sistémicos devem ser monitorizados nos animais P. No término do estudo, sdo colhidas amostras de
sangue em jejum de um local definido de dez machos e fémeas P de cada grupo de dosagem, selecionados aleato-
riamente. Essas amostras sio armazenadas em condigdes adequadas e sujeitas a hematologia parcial ou exaustiva,
bioquimica clinica, ensaio de T4 e TSH ou outros exames sugeridos pelo perfil de efeitos conhecido do produto
quimico em estudo [ver documento de orientacdes 151 da OCDE (40)]. Devem ser examinados os seguintes para-
metros hematoldgicos: hematdcrito, concentracio de hemoglobina, contagem de eritrdcitos, contagem total e dife-
rencial de leucdcitos, contagem de plaquetas e tempo/potencial de coagulagio sanguinea. Os exames ao plasma
ou soro devem incluir: glicose, colesterol total, ureia, creatinina, proteina total, albumina e pelo menos duas
enzimas indicativas dos efeitos hepatocelulares (tais como alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase,
fosfatase alcalina, gamaglutamiltranspeptidase e sorbitol desidrogenase). Em algumas circunstancias, a medigdo de
enzimas adicionais e dcidos biliares pode providenciar informacdes tteis. Para além disso, deve proceder-se a
colheita e armazenamento de sangue de todos os animais para possiveis andlises posteriores, de forma a ajudar a
clarificar efeitos ambiguos ou a gerar dados internos de exposigdo. Se ndo se pretender um segundo acasalamento
dos animais P, as amostras de sangue devem ser obtidas imediatamente antes do sacrificio programado ou durante
esse procedimento. Se os animais envolvidos no estudo forem conservados, as amostras de sangue devem ser
colhidas alguns dias antes de os animais acasalarem pela segunda vez. A ndo ser que os dados existentes dos
estudos com dose repetida indiquem que o pardmetro nio ¢ afetado pelo produto quimico em estudo, a anélise a
urina deve ser realizada antes do término e os seguintes pardmetros avaliados: aspeto, volume, osmolalidade ou
gravidade especifica, pH, proteina, glicose, sangue e células sanguineas, vestigios celulares. Também se pode
proceder a colheita de urina para monitorizar a excre¢do do produto quimico em estudo efou do(s) seu(s) metabo-

lito(s).

54.  Os efeitos sistémicos também devem ser monitorizados nos animais F,. No término do estudo, sdo colhidas amos-
tras de sangue em jejum de um local definido de dez machos e fémeas da coorte 1A de cada grupo de dosagem,
selecionados aleatoriamente. As amostras sio armazenadas em condi¢des adequadas e sujeitas a bioquimica clinica
padrdo, incluindo a avaliagdo de niveis séricos para hormonas da tiréide (T4 e TSH), hematologia (contagem total
e diferencial de leucécitos e eritrocitos) e avaliagdes da andlise a urina.
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55.  As crias excedentes no 4.° dia ap6s o nascimento devem ser sujeitas a uma autépsia macroscopica e deve consi-
derar-se a medicdo das concentracdes séricas das hormonas tiroideias (T4). Se necessirio, pode proceder-se a
colheita de sangue neonatal (4.° dia apds o nascimento) por ninhadas para andlises bioquimicas/da tirdide.
Também ¢é colhido sangue para andlises T4 e TSH de animais desmamados sujeitos a autdpsia macroscopica
no 22.° dia ap6s o nascimento (crias F, ndo selecionadas para coortes).

Parimetros do esperma

56. Os pardmetros do esperma devem ser medidos em todos os machos da geragio P, a ndo ser que existam dados
que demonstrem que os pardmetros do esperma ndo sdo afetados num estudo de 90 dias. O exame dos pardme-
tros do esperma deve ser realizado em todos os machos da coorte 1A.

57.  No término do estudo, é registado o peso dos testiculos e do epididimo de todos os machos P e F, (coorte 1A).
Pelo menos um testiculo e um epididimo sdo reservados para exame histopatologico. O outro epididimo ¢ utili-
zado para a contagem das reservas de esperma na cauda do epididimo (16) (17). Além disso, é colhido esperma
da cauda do epididimo (ou ducto deferente) utilizando métodos que minimizem os danos na avaliagio da mobili-
dade e morfologia dos espermatozéides (18).

58. A mobilidade dos espermatozdides pode ser avaliada imediatamente apds o sacrificio ou registada para andlise
posterior. A percentagem de espermatozdides com mobilidade progressiva pode ser determinada de forma subje-
tiva ou objetiva, através da andlise de movimento assistida por computador (19) (20) (21) (22) (23) (24). Para a
avaliagdo da morfologia dos espermatozdides, deve examinar-se uma amostra de esperma do epididimo (ou ducto
deferente) com preparagdes fixas ou himidas (25) e, pelo menos, 200 espermatozéides por amostra classificados
como normais (a cabeca e o flagelo/cauda tém uma aparéncia normal) ou anormais. Sdo exemplo de anomalias
morfoldgicas dos espermatozdides a fusdo, cabegas isoladas e cabecas efou caudas disformes (26). Cabecas de
espermatozodides disformes ou grandes podem indicar defeitos na espermiacio.

59.  Se as amostras de esperma forem congeladas, os esfregagos fixos e as imagens para a andlise de mobilidade dos
espermatozdides registadas na altura da autdpsia (27), as andlises subsequentes podem limitar-se aos machos dos
grupos de controlo e das dosagens mais elevadas. No entanto, se forem observados efeitos associados ao trata-
mento, os grupos de dose mais baixa também devem ser avaliados.

Autdpsia macroscopica

60. Na altura do término do estudo ou em caso de morte prematura, todos os animais P e F, sdo sujeitos a autdpsia
e examinados macroscopicamente no que se refere a anomalias estruturais ou alteragdes patoldgicas. Deve
prestar-se especial atengdo aos 6rgios do sistema reprodutivo. As crias eutanasiadas por se encontrarem mori-
bundas e as crias mortas devem ser registadas e, se ndo estiverem maceradas, examinadas quanto a potenciais
defeitos efou causa de morte, e preservadas.

61. Nas fémeas P e F, adultas, é examinado um esfregaco vaginal no dia da autdpsia para determinar o estidio do
ciclo éstrico e permitir a correlagdo com a histopatologia dos 6rgdos reprodutivos. Os tteros de todas as fémeas P
(e fémeas F, se aplicdvel) sio examinados relativamente a presenca e nimero de locais de implantagdo, sem
comprometer a avaliagdo histopatoldgica.

Pesagem dos 6rgdos e preservacio de tecido — animais adultos P e F,

62. Na altura do término do estudo, os pesos corporais e os pesos hiimidos dos 6rgdos abaixo listados de todos os
animais P e todos os adultos F, das coortes relevantes (como descrito em baixo), sdo determinados logo que
possivel apds a dissecacdo, para evitar que sequem. Posteriormente, estes érgdos devem ser preservados em condi-
¢Oes adequadas. Salvo indicagdo em contrdrio, os Orgdos pares podem ser pesados individualmente ou em
conjunto, de forma consistente com a pritica comum do laboratério em questéo.

— Utero (com ovidutos e colo do ttero), ovérios;
— Testiculos, epididimos (total e cauda para as amostras utilizadas para contagens de espermatozéides);

— Prostata (partes dorsolateral e ventral em conjunto). Impde-se grande prudéncia durante o corte do complexo
da prostata, de forma a evitar a perfuragdo das vesiculas seminais repletas de fluido. Se se verificar um efeito
associado ao tratamento no peso total da prostata, os segmentos dorsolateral e ventral devem ser cuidadosa-
mente dissecados apds a fixacdo e pesados separadamente.
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— Vesiculas seminais com glandulas de coagulagio e respetivos fluidos (como uma unidade);

— Cérebro, figado, rins, coracdo, bago, timo, hipdfise, tirdide (pds-fixagdo), glindulas suprarrenais e orgdos e
tecidos-alvo conhecidos.

63. Para além dos 6rgdos acima listados, deve preservar-se amostras dos nervos periféricos, musculo, medula espinal,
olho e nervo ético, trato gastrointestinal, bexiga, pulmio, traqueia (com a tirdide e paratirdide), medula dssea,
ducto deferente (machos), glindula mamdria (machos e fémeas) e vagina, em condi¢des adequadas.

64. Todos os 6rgdos dos animais da coorte 1A devem ser pesados e preservados para histopatologia.

65. Para a investigagdo de efeitos imunotdxicos induzidos antes e depois do parto, 10 machos e 10 fémeas dos
animais da coorte 1A de cada grupo de tratamento (1 macho ou 1 fémea por ninhada; todas as ninhadas repre-
sentadas por pelo menos 1 cria; selecdo aleatdria) serdo sujeitos ao seguinte procedimento no término do estudo:

— pesagem dos nés linfiticos associados e distantes da via de exposi¢do (para além da pesagem das glandulas
suprarrenais, do timo e do baco, j realizada em todos os animais da coorte 1A);

— andlise da subpopulagio de linfécitos esplénicos (linfécitos T CD4+ e CD8+, linfécitos B e células extermina-
doras naturais), utilizando uma metade do bago; a outra metade do baco é preservada para avaliacdo histopa-
tologica.

A andlise de subpopulacdes de linfécitos esplénicos em animais ndo imunizados (coorte 1A) determinard se a
exposicdo estd relacionada com uma mudanga na distribuigdo estdvel imunoldgica de linfcitos auxiliares (CD4+)
ou citotéxicos (CD8+) provenientes do timo ou células exterminadoras naturais (NK) (respostas rdpidas as células
neopldsicas e agentes patogénicos).

66. Os animais da coorte 1B devem ter os seguintes 6rgdos pesados e os tecidos correspondentes processados para a
fase de bloco:

— Vagina (ndo pesada)

— Utero com colo do ttero

— Ovdrios

— Testiculos (pelo menos um)

— Epididimos

— Vesiculas seminais e glandulas de coagulacio
— Prostata

— Hipdfise

— Orgios-alvo identificados

Deve proceder-se a histopatologia na coorte 1B se os resultados da coorte 1A ndo forem inequivocos, ou em
casos de suspeita de toxicos para o sistema reprodutivo ou enddcrino.

67. Coortes 2A e 2B: Ensaio de neurotoxicidade no desenvolvimento (21.° ou 22.° dia pds-natal e descendéncia
adulta). O estudo dos animais da coorte 2A termina ap6s o ensaio comportamental, com pesagem de cérebro
registada e neuro-histopatologia completa para efeitos de avaliagdo de neurotoxicidade. O estudo dos animais da
coorte 2B termina no 21.° ou 22.° dia apds o nascimento, com a pesagem de cérebro registada e o exame micros-
c6pico do mesmo para efeitos de avaliagio de neurotoxicidade. A fixagdo com perfusio é necessdria para os
animais da coorte 2A e opcional para os animais da coorte 2B, como descrito no método de ensaio B.53 (35).

Pesagem de 6rgios e preservacgio de tecido — animais F, desmamados

68. O estudo das crias ndo selecionadas para coortes, incluindo as de tamanho inferior ao normal, termina apds o
desmame, no 22.° dia apds o nascimento, a ndo ser que os resultados apontem para a necessidade de investigacio
subsequente em vida. As crias cujo estudo ji tenha terminado sdo sujeitas a autépsia macroscopica, incluindo
uma avaliacio dos Orgdos reprodutores, consoante descrito nos pardgrafos 62 e 63. O cérebro, o baco e o timo
de até 10 crias por sexo e por grupo, do maior niimero possivel de ninhadas, devem ser pesados e preservados
em condi¢des adequadas. Para além disso, os tecidos mamadrios destas crias do sexo masculino e feminino podem
ser preservados para posterior andlise microscdpica (*) [ver documento de orientagdes 151 da OCDE (40)]. As
anomalias graves e os tecidos-alvo devem ser preservados para possivel exame histolégico.

(") Os estudos mostram que a glandula mamadria, especialmente durante o seu desenvolvimento precoce, constitui um pardmetrosensivel
para a a¢do do estrogénio. Recomenda-se que os pardmetros que envolvam glandulas mamdrias de crias de ambos os sexos sejam
incluidos neste método de ensaio, quando validados.
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Histopatologia — animais P

69.  E realizada uma histopatologia completa dos 6rgios listados nos pardgrafos 62 e 63 para todos os animais P de
controlo e sujeitos a uma dose elevada. Os 6rgdos que apresentem alteragdes associadas ao tratamento devem
também ser examinados em todos os animais nos grupos de dosagem inferior para ajudar a determinar um
NOAEL. Para além disso, os drgdos reprodutores de todos os animais com suspeita de fertilidade reduzida, por
exemplo aqueles que ndo conseguiram acasalar, conceber, reproduzir-se ou dar a luz descendéncia saudével, ou
cujo ciclo éstrico ou quantidade, mobilidade ou morfologia dos espermatozéides tenham sido afetados, bem como
todas as lesdes graves, devem ser sujeitos a avaliacdo histopatoldgica.

Histopatologia — animais F,
Animais da coorte 1

70.  E realizada uma histopatologia completa dos 6rgios listados nos paragrafos 62 e 63 para todos os animais adultos
de controlo e sujeitos a uma dose elevada da coorte 1A. Todas as ninhadas devem estar representadas por pelo
menos 1 cria por sexo. Os érgios e tecidos que apresentem alteragdes associadas ao tratamento e todas as lesdes
graves devem também ser examinados em todos os animais dos grupos de dosagem inferior para ajudar a deter-
minar um NOAEL. Para a avaliagio de efeitos induzidos antes e depois do parto nos érgdos linféides, deve ser
avaliada a histopatologia dos nés linfiticos e medula 6ssea colhidos de 10 machos e 10 fémeas da coorte 12,
juntamente com a avaliagio histopatoldgica do timo, bago e glandulas suprarrenais ja realizada em todos os
animais 1A.

71.  Os tecidos reprodutivos e endécrinos de todos os animais da coorte 1B, processados para a fase de bloco,
consoante descrito no paragrafo 66, devem ser alvo de exame histopatoldgico em caso de suspeita de toxicos para
o sistema reprodutor ou endécrino. A coorte 1B deve também ser sujeita a exame histoldgico se os resultados da
coorte 1A ndo forem inequivocos.

72.  Os ovirios de fémeas adultas devem conter foliculos primordiais e em crescimento, assim como corpos ldteos;
assim, um exame histopatoldgico deve ter como objetivo uma avaliagdo quantitativa dos foliculos primordiais e
de baixo crescimento, assim como dos corpos liteos, em fémeas F,; o niimero de animais, a selecdo da seccio do
ovério e o tamanho da amostra da sec¢do devem ser estatisticamente adequados para o procedimento de avaliagio
utilizado. A enumeracdo folicular deve ser realizada em primeiro lugar em animais de controlo e sujeitos a
dosagem elevada e, se se verificar um efeito adverso nos dltimos, devem ser examinadas as dosagens inferiores. O
exame deve incluir a enumeragdo da quantidade de foliculos primordiais, que podem ser combinados com foli-
culos de baixo crescimento, para comparagdo entre os ovarios dos animais tratados e dos animais de controlo
[ver documento de orienta¢des 151 da OCDE (40)]. A avaliagdo dos corpos liteos deve ser realizada em paralelo
com o ensaio ao ciclo éstrico, de modo a que o estddio do ciclo possa ser tido em consideracdo na avaliagio. O
oviduto, o ttero e a vagina sdo examinados quanto ao desenvolvimento tipico do 6rgio.

73.  Séo realizados exames de histopatologia testicular detalhados nos machos F, de modo a identificar efeitos asso-
ciados ao tratamento na diferenciagio e desenvolvimento dos testiculos e na espermatogénese (38). Quando
possivel, devem ser examinadas secgdes da rede testicular. A cabega, corpo e cauda do epididimo e o ducto defe-
rente sdo examinados quanto ao desenvolvimento tipico do érgio, assim como quanto aos pardmetros requeridos
para os machos P.

Animais da coorte 2

74.  E realizada uma neuro-histopatologia de todos os animais de controlo e sujeitos a uma dose elevada da coorte 2A,
por sexo, a seguir ao término do ensaio neurocomportamental (depois do 75.° mas antes do 90.° dia apés o
nascimento). E realizada a histopatologia do cérebro de todos os animais de controlo e sujeitos a uma dose
elevada da coorte 2B, por sexo, no 21.° ou 22.° dia apds o nascimento. Os 6rgdos ou tecidos que apresentem alte-
ragdes associadas ao tratamento devem também ser examinados nos animais dos grupos de dosagem inferior, para
ajudar a determinar um NOAEL. Nos animais das coortes 2A e 2B, sdo examinadas vérias sec¢des do cérebro para
permitir o exame dos bolbos olfativos, cortex cerebral, hipocampo, ganglios basais, tdlamo, hipotdlamo, centro do
cérebro (forame cego, calote e pedunculos cerebrais), tronco cerebral e cerebelo. Apenas na coorte 2A, sdo exami-
nados os olhos (retina e nervo 6tico) e amostras dos nervos periféricos, musculo e medula espinal. Todos os
procedimentos neuro-histolégicos devem estar em conformidade com o método de ensaio B.53 (35).

75.  As avaliacdes morfométricas (quantitativas) devem ser realizadas em dreas representativas do cérebro (seccdes
homologas selecionadas cuidadosamente com base em marcos microscopicos) e podem incluir medigdes lineares
ou espaciais de regides especificas do cérebro. Pelo menos trés secgdes consecutivas devem ser retiradas em cada
marco (nivel), de modo a selecionar a sec¢do mais homdloga e representativa do cérebro especifico a avaliar.
O neuropatologista deve verificar com cuidado se as sec¢des preparadas para a medigio sdo equivalentes as outras
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do conjunto de amostras e, assim, indicadas para inclusdo, uma vez que as medicOes lineares, em particular,
podem variar ao longo de uma distancia relativamente curta (28). As secgdes ndo homologas nio devem ser
utilizadas. O objetivo é colher amostras de todos os animais reservados para este propésito (10/sexo/nivel de
dose); porém, pode também ser adequada uma quantidade menor. No entanto, amostras de menos de
6 animais/sexo/nivel de dose ndo sdo geralmente consideradas suficientes para efeitos deste método de ensaio.
Pode recorrer-se a estereologia para identificar efeitos associados ao tratamento em pardmetros como o volume
ou o nimero de células em regides neuroanatémicas especificas. Todos os aspetos da preparagio de amostras de
tecido, desde a fixagdo do tecido, dissecagdo das amostras de tecido, processamento do tecido até a colora¢io de
laminas, devem seguir uma concegdo equilibrada para que cada lote contenha amostras representativas de cada
grupo de dosagem. Quando se utilizarem andlises morfométricas ou estereoldgicas, o tecido do cérebro deve ser
envolvido em meios adequados em todos os niveis de dose em simultineo, de modo a evitar artefactos de
contragdo associados a um armazenamento prolongado no fixador.

RELATORIOS

Dados

76.  Os dados sdo registados individualmente e resumidos sob a forma de tabela. Se for caso disso, para cada grupo de
ensaio e cada geracdo, deve registar-se o seguinte: nimero de animais no inicio do ensaio, nimero de animais
encontrados mortos durante o ensaio ou eutanasiados, hora de todos os 6bitos, naturais ou por eutandsia, niimero
de animais férteis, nimero de fémeas grdvidas, nimero de fémeas a dar a luz uma ninhada e niimero de animais
que apresenta sinais de toxicidade. Também deve ser registada uma descri¢do da toxicidade, incluindo a hora de
inicio, duracdo e gravidade.

77.  Os resultados numéricos devem ser avaliados através de um método estatistico adequado e aceite. Os métodos
estatisticos devem ser selecionados no 4mbito da defini¢do do estudo e mencionar, de modo adequado, os dados
fora do normal (p. ex.: dados de contagem), ndo considerados (p. ex.: tempo de observagdo limitado), ndo inde-
pendentes (p. ex.: efeitos da ninhada e medi¢des repetidas) e as varidncias desiguais. Os modelos lineares generali-
zados mistos e modelos de dose-resposta cobrem uma vasta classe de ferramentas analiticas que podem ser
adequadas para os dados gerados no dmbito deste método de ensaio. O relatério deve incluir informagdes sufi-
cientes sobre os métodos de andlise e o programa informdtico utilizado, para que o revisor/estatistico indepen-
dente possa avaliar/reavaliar a andlise.

Avaliacio de resultados

78.  As conclusdes devem ser avaliadas em termos de efeitos observados, incluindo as autépsias e as constatacdes
microscépicas. A avaliacdo inclui a relagdo, ou a falta dela, entre a dose e a presenca, incidéncia e gravidade das
anomalias, incluindo lesdes graves. Os 6rgdos-alvo, fertilidade, anomalias clinicas, desempenho reprodutivo e da
ninhada, alteracdes do peso corporal, mortalidade e quaisquer outros efeitos toxicos e no desenvolvimento
também devem ser avaliados. Deve prestar-se especial atengdo as alteragdes especificas do sexo. As propriedades
fisico-quimicas do produto quimico em estudo e, se disponiveis, os dados de toxicocinética, incluindo transfe-
réncia placentdria e excrecdo no leite, devem ser tidos em consideragdo durante a avaliagio dos resultados do
ensaio.

Relatério de ensaio

79. O relatério de ensaio deve incluir as seguintes informacdes obtidas no presente estudo a partir dos animais P, F, e
F, (quando relevante):
Produto quimico em estudo:

— Todas as informacdes disponiveis e relevantes sobre o produto quimico em estudo e sobre as suas proprie-
dades toxicocinéticas e toxicodinamicas;

— Dados de identificagdo do produto;

— Pureza;

Veiculo (se adequado):

— Justificagdo da escolha do veiculo, se outro que ndo dgua;
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Animais de ensaio:

— Espécie/estirpe utilizada;

— Namero, idade e sexo dos animais;

— Origem, condi¢des de alojamento, dieta, materiais de nidificagdo, etc.;
— Peso individual dos animais no inicio do ensaio;

— Dados do esfregaco vaginal para as fémeas P antes do inicio do tratamento (se forem recolhidos dados nessa
altura);

— Registos de emparelhamento da geragdo P, indicando o macho e a fémea de um acasalamento e o grau de
sucesso do mesmo;

— Registos da ninhada de origem para os adultos da geragio F;

Condigdes de ensaio:

— Justificagdo para a escolha do nivel de dosagem;
— Detalhes sobre a formulagdo do produto quimico em estudo/preparacdo da dieta, concentragdes alcangadas;

— Estabilidade e homogeneidade da preparagdo no veiculo ou agente de transporte (p. ex.: dieta, dgua potdvel),
no sangue efou no leite, nas condi¢des de utilizagdo e armazenamento entre as utilizagdes;

— Detalhes da administragdo do produto quimico em estudo;

— Conversdo da concentragdo do produto quimico em estudo (ppm) na dieta/dgua potével para a dose alcancada
(mg/kg de peso corporal/dia), se aplicdvel;

— Detalhes sobre a qualidade dos alimentos e da dgua (incluindo composigdo da dieta, se disponivel);

— Descricdo detalhada sobre os procedimentos de randomizagio na sele¢do das crias para abate e na atribuicio
das crias aos grupos de ensaio;

— Condi¢des ambientais;

— Lista do pessoal que participa no estudo, incluindo a respetiva formagio profissional;

Resultados (resumo e dados individuais por sexo e dose):

— Consumo de alimentos, consumo de dgua, se disponivel, eficiéncia alimentar (aumento do peso corporal por
grama de alimentos consumidos, exceto para o periodo de coabitagdo e durante a amamentagdo) e consumo
do produto quimico em estudo (administragdo na dieta/dgua potdvel) para os animais P e F,;

— Dados de absorgio (se disponiveis);

— Dados sobre o peso corporal dos animais P;

— Dados sobre o peso corporal dos animais F, selecionados, apds o desmame;

— Hora do 6bito durante o estudo ou indicagdo de que os animais sobreviveram até ao término do estudo;
— Natureza, gravidade e duragio das observagdes clinicas (reversiveis ou nio);

— Hematologia, andlises a urina e dados quimicos clinicos, incluindo TSH e T4;

— Anilise fenotipica das células do bago (células T, B, NK);

— Celularidade da medula 6ssea;

— Dados de resposta toxica;

— Namero de fémeas P e F, com ciclo éstrico normal ou anormal e duragio do ciclo;

— Tempo até ao acasalamento (intervalo pré-coito, niimero de dias entre o emparelhamento e o acasalamento);

— Efeitos t6xicos ou outros na reproducdo, incluindo niimeros e percentagens de animais que alcancaram o
acasalamento, gravidez, parto e amamentagdo, de machos que induziram gravidez, de fémeas com sinais de
distéciafparto prolongado ou dificil;

— Duracdo da gravidez e, se disponivel, do parto;

— Niimero de implantag¢des, tamanho da ninhada e percentagem de crias do sexo masculino;
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— Niimero e percentagem de perda pds-implantacio, nados-vivos e nados-mortos;

— Dados sobre o peso da ninhada e das crias (machos, fémeas e combinados), niimero de animais de tamanho
inferior ao normal, se constatado;

— Namero de crias com anomalias manifestamente visiveis;

— Efeitos toxicos ou outros na descendéncia, crescimento pds-natal, viabilidade, etc.;

— Dados sobre marcos fisicos em crias e outros dados sobre o desenvolvimento pés-natal;
— Dados sobre a maturagio sexual dos animais F,;

— Dados sobre observagdes funcionais em crias e adultos, quando aplicdvel;

— Peso corporal no momento do sacrificio e peso relativo e absoluto dos 6rgdos dos animais P e animais
adultos F;

— Dados obtidos por autdpsia;
— Descricio detalhada de todos os achados histopatoldgicos;

— Numero total de espermatozdides na cauda do epididimo, percentagem de espermatozdides com mobilidade
progressiva; percentagem de espermatozdides com morfologia normal e percentagem de espermatozéides
com cada uma das anomalias identificadas nos machos P e F,;

— Nameros e estadios de maturacdo dos foliculos contidos nos ovarios das fémeas P e F,, quando aplicavel;
— Enumeracdo de corpos liteos nos ovarios das fémeas F;

— Tratamento estatistico dos resultados, quando adequado;

Pardmetros da coorte 2:

— Descricdo detalhada dos métodos utilizados para uniformizar observagdes e procedimentos, assim como defi-
ni¢des operacionais para as observagdes de classificacdo;

— Lista de todos os procedimentos de ensaio utilizados e justificagdo da respetiva utilizacio;

— Detalhes de procedimentos comportamentais/funcionais, neuropatoldgicos e morfométricos utilizados,
incluindo informacdes e detalhes sobre dispositivos autométicos;

— Procedimentos para calibragdo e garantia de equivaléncia de dispositivos e equilibragem dos grupos de trata-
mento em procedimentos de ensaio;

— Breve justificagdo que explique quaisquer decisdes que envolvam julgamento profissional;

— Descricdo detalhada de todos os achados comportamentais/funcionais, neuropatoldgicos e morfométricos por
sexo e grupo de dosagem, incluindo aumentos e diminui¢des em relagio aos controlos;

— Peso do cérebro;

— Quaisquer diagndsticos decorrentes de sinais e lesdes neuroldgicas, incluindo doencas ou condi¢des naturais;
— Imagens de constata¢des exemplares;

— Imagens de baixa resolu¢do para comprovar a homologia das sec¢des utilizadas para morfometria;

— Tratamento estatistico dos resultados, incluindo modelos estatisticos utilizados para analisar os dados e os
resultados, independentemente de terem sido significativos ou ndo;

— Relagdo de quaisquer outros efeitos téxicos para uma conclusio sobre o potencial neurotéxico do produto
quimico em estudo, por sexo e grupo de dosagem;

— Impacto de quaisquer informagdes toxicocinéticas nas conclusdes;

— Dados que suportam a fiabilidade e sensibilidade do método de ensaio (ou seja, dados positivos e histéricos de
controlo);

— Relagdes, se existentes, entre os efeitos neuropatoldgicos e funcionais;
— NOAEL ou dose de referéncia para crias e descendentes, por sexo e grupo de dosagem;

— Discussdo da interpretacdo global dos dados com base nos resultados, incluindo uma conclusdo sobre se o
produto quimico provocou, ou ndo, neurotoxicidade no desenvolvimento e o NOAEL;
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Pardmetros da coorte 3:

— Titulos de anticorpos IgM séricos (sensibilizacio a SRBC ou KLH), ou unidades PFC IgM esplénicas (sensibili-
zagdo a SRBC);

— O desempenho do método TDAR deve ser confirmado como parte do processo de otimiza¢do nos laboraté-
rios que realizam o ensaio pela primeira vez e periodicamente (p. ex.: anualmente) por todos os laboratérios;

— Discussdo da interpretacdo global dos dados com base nos resultados, incluindo uma conclusdo sobre se o
produto quimico provocou, ou ndo, imunotoxicidade no desenvolvimento e NOAEL;

Discussdo dos resultados

Conclusdes, incluindo valores de NOAEL nos progenitores e na descendéncia

Todas as informagdes que ndo tenham sido obtidas durante o estudo, mas que sejam dteis para a interpretagio
dos resultados (p. ex.: semelhangas com os efeitos de quaisquer neurotéxicos conhecidos) devem também ser
disponibilizadas.

Interpretacio dos Resultados

80. Um “Estudo alargado de toxicidade durante a reproducio numa geracio” proporcionard informagdes sobre os
efeitos da exposicdo repetida a produtos quimicos durante todas as fases do ciclo reprodutivo, conforme neces-
sdrio. Em particular, o estudo providencia informagdes sobre o sistema reprodutivo e sobre os pardmetros de
desenvolvimento, crescimento, sobrevivéncia e funcionais da descendéncia até ao 90.° dia apds o nascimento.

81. A interpretagdo dos resultados do estudo deve ter em considera¢do todas as informagdes disponiveis sobre o
produto quimico, incluindo propriedades fisico-quimicas, toxicocinéticas e toxicodindmicas, informagdes rele-
vantes disponiveis sobre andlogos estruturais e resultados de estudos de toxicidade anteriores com o produto
quimico em estudo (p. ex.: toxicidade aguda, toxicidade apds aplicagdo repetida, estudos mecanisticos e estudos
que avaliam se existem diferencas qualitativas e quantitativas substanciais entre espécies no que respeita as
propriedades metabdlicas in vivofin vitro). Os resultados da autépsia macroscopica e da pesagem dos 6rgdos devem
ser avaliados no contexto das observacdes de outros estudos com dose repetida, quando tal for vidvel. As redugdes
no crescimento das crias podem ser consideradas relativamente a uma influéncia do produto quimico em estudo
na composi¢do do leite (29).

Coorte 2 (Neurotoxicidade no desenvolvimento)

82.  Os efeitos neurocomportamentais e neuropatologicos podem ser interpretados no contexto de todos os achados,
recorrendo a uma abordagem de suficiéncia de prova com parecer de peritos. Devem ser discutidos os padrdes
das constatacdes comportamentais ou morfoldgicas, se presentes, assim como a evidéncia de uma relagio
dose-resposta. A avaliagio de neurotoxicidade no desenvolvimento, incluindo estudos epidemioldgicos em
humanos ou relatérios de caso e estudos experimentais em animais (p. ex.: dados toxicocinéticos, informacio
sobre estrutura/atividade e dados de outros estudos de toxicidade), deve ser incluida nesta caracterizacdo. A
avaliagio dos dados deve incluir uma discussdo da significincia bioldgica e estatistica. A avaliacdo deve incluir a
relagdo, se existente, entre alteragdes neuropatoldgicas e comportamentais. Para orientagdes quanto a interpre-
tagdo dos resultados de neurotoxicidade no desenvolvimento, consultar o método de ensaio B.53 (35) e Tyl et al.,
2008 (31).

Coorte 3 (Imunotoxicidade no desenvolvimento)

83. A supressdo ou o refor¢o da fungio imunitdria, conforme estipulado pelas TDAR (respostas de anticorpos depen-
dentes de células T) deve avaliar-se no contexto de todas as observacgdes constatadas. A significincia dos resultados
de TDAR deve ser sustentada por outros efeitos em indicadores relacionados com a imunologia (p. ex.: celulari-
dade da medula 6ssea, peso e histopatologia dos tecidos linfoides, distribuicio do subgrupo de linfécitos). Os
efeitos estabelecidos por TDAR podem ser menos significativos no caso de outras toxicidades constatadas em
concentra¢des de menor exposicdo.

84. O documento de orientagdes 43 da OCDE deve ser consultado como fonte de ajuda na interpretagdo dos resul-
tados sobre a reproducio e da neurotoxicidade (26).

REFERENCIAS

1. Cooper, R.L,, J.C. Lamb, S.M. Barlow, K. Bentley, A.M. Brady, N. Doerr, D.L. Eisenbrandt, P.A. Fenner-Crisp, R.N.
Hines, L.EH. Irvine, C.A. Kimmel, H. Koeter, A.A. Li, S.L. Makris, L.P. Sheets, G.J.A. Speijers and K.E. Whitby
(2006), “A Tiered Approach to Life Stages Testing for Agricultural Chemical Safety Assessment”, Critical Reviews in
Toxicology, 36, 69-98.



21.8.2014 Jornal Oficial da Unido Europeia L 24777

2. Thigpen, J.E., KD.R. Setchell, K.B. Ahlmark, J. Locklear, T. Spahr, G.F. Leviness, M.F. Goelz, ].K. Haseman, R.R.
Newbold, and D.B. Forsythe (1999), “Phytoestrogen Content of Purified Open and Closed Formula Laboratory
Animal Diets”, Lab. Anim. Sci., 49, 530- 536.

3. Zoetis, T. and 1. Walls (2003), Principles and Practices for Direct Dosing of Pre-Weaning Mammals in Toxicity
Testing and Research, ILSI Press, Washington, DC.

4. Moser, V.C., I. Walls and T. Zoetis (2005), “Direct Dosing of Preweaning Rodents in Toxicity Testing and Research:
Deliberations of an ILSI RSI Expert Working Group”, International Journal of Toxicology, 24, 87-94.

5. Conolly, R.B., B.D. Beck, and J.I. Goodman (1999), “Stimulating Research to Improve the Scientific Basis of Risk
Assessment”, Toxicological Sciences, 49, 1-4.

6.  Ulbrich, B. and AK. Palmer (1995), “Detection of Effects on Male Reproduction — a Literature Survey”, Journal of
the American College of Toxicologists, 14, 293-327.

7. Mangelsdorf, L, J. Buschmann and B. Orthen (2003), “Some Aspects Relating to the Evaluation of the Effects of
Chemicals on Male Fertility”, Regulatory Toxicology and Pharmacology, 37, 356-369.

8. Sakai, T., M. Takahashi, K. Mitsumori, K. Yasuhara, K. Kawashima, H. Mayahara and Y. Ohno (2000). “Collabora-
tive work to evaluate toxicity on male reproductive organs by repeated dose studies in rats — overview of the
studies”, Journal of Toxicological Sciences, 25, 1-21.

9. Creasy, D.M. (2003), “Evaluation of Testicular Toxicology: A Synopsis and Discussion of the Recommendations
Proposed by the Society of Toxicologic Pathology”, Birth Defects Research, Part B, 68, 408-415.

10.  Goldman, ] M., A.S. Murr, A.R. Buckalew, .M. Ferrell and R.L. Cooper (2007), “The Rodent Estrous Cycle: Charac-
terization of Vaginal Cytology and its Utility in Toxicological Studies”, Birth Defects Research, Part B, 80 (2), 84-97.

11.  Sadleir, RM.ES. (1979), “Cycles and Seasons”, in C.R. Auston and R.V. Short (eds.), Reproduction in Mammals:
L. Germ Cells and Fertilization, Cambridge, New York.

12.  Gallavan, RH. Jr, J.F. Holson, D.G. Stump, J.F. Knapp and V.L. Reynolds (1999), “Interpreting the Toxicologic
Significance of Alterations in Anogenital Distance: Potential for Confounding Effects of Progeny Body Weights”,
Reproductive Toxicology, 13: 383-390.

13.  Korenbrot, C.C., LT. Huhtaniemi and R.I. Weiner (1977), “Preputial Separation as an External Sign of Pubertal
Development in the Male Rat”, Biological Reproduction, 17, 298-303.

14.  Ladics, G.S. (2007), “Use of SRBC Antibody Responses for Immunotoxicity Testing”, Methods, 41, 9-19.

15.  Gore, ER., J. Gower, E. Kurali, ].L. Sui, ]. Bynum, D. Ennulat and D.J. Herzyk (2004), “Primary Antibody Response
to Keyhole Limpet Hemocyanin in Rat as a Model for Immunotoxicity Evaluation”, Toxicology, 197, 23-35.

16.  Gray, LE, J. Ostby, J. Ferrell, G. Rehnberg, R. Linder, R. Cooper, J. Goldman, V. Slott and ]. Laskey (1989),
“A Dose-Response Analysis of Methoxychlor-Induced Alterations of Reproductive Development and Function in
the Rat”, Fundamental and Applied Toxicology, 12, 92-108.

17.  Robb, GW. RP. Amann and GJ. Killian (1978), “Daily Sperm Production and Epididymal Sperm Reserves of
Pubertal and Adult Rats”, Journal of Reproduction and Fertility,54, 103-107.

18.  Klinefelter, GR., L.E. Jr Gray and ].D. Suarez (1991), “The Method of Sperm Collection Significantly Influences
Sperm Motion Parameters Following Ethane Dimethanesulfonate Administration in the Rat”. Reproductive Toxico-
logy,5, 39-44.

19.  Seed, J., R.E. Chapin, ED. Clegg., L.A. Dostal, R.H. Foote, M.E. Hurtt, G.R. Klinefelter, S.L. Makris, S.D. Perreault,
S. Schrader, D. Seyler, R. Sprando, K.A. Treinen, D.N. Veeramachaneni and L.D. Wise (1996), “Methods for Asses-
sing Sperm Motility, Morphology, and Counts in the Rat, Rabbit, and Dog: a Consensus Report”, Reproductive Toxi-
cology, 10, 237- 244.

20.  Chapin, R.E., R.S. Filler, D. Gulati, J.J. Heindel, D.F. Katz, C.A. Mebus, F. Obasaju, S.D. Perreault, S.R. Russell and
S. Schrader (1992), “Methods for Assessing Rat Sperm Motility”, Reproductive Toxicology, 6, 267-273.

21.  Klinefelter, G.R., N.L. Roberts and ].D. Suarez (1992), “Direct Effects of Ethane Dimethanesulphonate on Epidi-
dymal Function in Adult Rats: an In Vitro Demonstration”, Journal of Andrology, 13, 409-421.



L 247(78 Jornal Oficial da Unido Europeia 21.8.2014

22, Slott, V.L., J.D. Suarez and S.D. Perreault (1991), “Rat Sperm Motility Analysis: Methodologic Considerations”,
Reproductive Toxicology, 5, 449-458.

23.  Slott, V.L,, and S.D. Perreault (1993), “Computer-Assisted Sperm Analysis of Rodent Epididymal Sperm Motility
Using the Hamilton-Thorn Motility Analyzer”, Methods in Toxicology, Part A, Academic, Orlando, Florida.
p. 319-333.

24.  Toth, G.P, J.A. Stober, E.J. Read, H. Zenick and M.K. Smith (1989), “The Automated Analysis of Rat Sperm Moti-
lity Following Subchronic Epichlorhydrin Administration: Methodologic and Statistical Considerations”, Journal of
Andrology, 10, 401-415.

25.  Linder, RE., LF. Strader, V.L. Slott and ].D. Suarez (1992), “Endpoints of Spermatoxicity in the Rat After Short
Duration Exposures to Fourteen Reproductive Toxicants”, Reproductive Toxicology, 6, 491-505.

26.  OCDe (2008), Guidance Document on Mammalian Reproductive Toxicity Testing and Assessment, Series on Testing
and Assessment, No. 43, ENV[JM/MONO(2008)16, OECD, Paris.

27.  Working, PX., M. Hurtt (1987), “Computerized Videomicrographic Analysis of Rat Sperm Motility”, Journal of
Andrology, 8, 330-337.

28. Bolin, B, R. Garman, K. Jensen, G. Krinke, B. Stuart, and an ad Hoc Working Group of the STP Scientific and
Regulatory Policy Committee (2006), “A 'Best Practices’ Approach to Neuropathologic Assessment in Develop-
mental Neurotoxicity Testing — for Today”, Toxicological Pathology, 34, 296-313.

29.  Stiitz, N., B. Bongiovanni, M. Rassetto, A. Ferri, A.M. Evangelista de Duffard, and R. Duffard (2006), “Detection of
2,4-dichlorophenoxyacetic Acid in Rat Milk of Dams Exposed During Lactation and Milk Analysis of their Major
Components”, Food Chemicals Toxicology, 44, 8-16.

30. Thigpen, JE, KD.R. Setchell, JK. Haseman, HE. Saunders, G.F. Caviness, G.E. Kissling, M.G. Grant and D.B.
Forsythe (2007), “Variations in Phytoestrogen Content between Different Mill Dates of the Same Diet Produces
Significant Differences in the Time of Vaginal Opening in CD-1 Mice and F344 Rats but not in CD Sprague
Dawley Rats”, Environmental health perspectives, 115(12), 1717-1726.

31.  Tyl, RW, K. Crofton, A. Moretto, V. Moser, L.P. Sheets and T.J. Sobotka (2008), “Identification and Interpretation
of Developmental Neurotoxicity Effects: a Report from the ILSI Research Foundation/Risk Science Institute Expert
Working Group on Neurodevelopmental Endpoints”, Neurotoxicology and Teratology, 30: 349-381.

32.  OECD (1996), Combined Repeated Dose Toxicity Study with the Reproduction/Developmental Toxicity Screening Test,
OECD Guideline for Testing of Chemicals, No. 422, OECD, Paris.

33.  Capitulo B.43 do presente anexo, “Ensaio de neurotoxicidade em roedores”.

34. OCDE (2000), Guidance Document on the recognition, assessment, and use of clinical signs as humane
endpoints for experimental animals used in safety evaluations, Series on Testing and Assessment, No. 19,
ENV/J]M/MONO(2000)7, OECD, Paris.

35.  Capitulo B.53 do presente anexo, “Estudo de neurotoxicidade durante o desenvolvimento”.

36. Capitulo B.54 do presente anexo, “Bioensaio uterotréfico em roedores: Ensaio de despistagem a curto prazo de
propriedades estrogénicas”.

37.  Capitulo B.55 do presente anexo, “Bioensaio de Hershberger no rato: Ensaio de despistagem a curto prazo de
propriedades (anti)androgénicas”.

38.  OCDE (2009), Guidance Document for Histologic Evalution of Endocrine and Reproductive Test in Rodents, Series
on Testing and Assessment, No. 106, OECD, Paris.

39. OCDE (2011), Guidance Document on the Current Implementation of Internal Triggers in the Extended One
Generation Reproductive Toxicity Study in the United States and Canada, Series on Testing and Assessment, No. 117,
ENV/JM/MONO(2011)21, OECD, Paris.

40. OCDE (2013), Guidance Document supporting TG 443: Extended One Generation Reproductive Toxicity Study,
Series on Testing and Assessment, No. 151, OECD, Paris.



21.8.2014

Jornal Oficial da Unido Europeia

L 247/79

Apéndice 1

Medidas e observagdes incluidas na bateria de observagio funcional (coorte 2a)

Gaiola e Campo Aberto

Manipulativas

Fisiologicas

Postura

Facilidade de remocdo

Temperatura

Tonicoclénico involuntdrio

Facilidade de manipulagio

Peso corporal

Fechamento das palpebras

Ténus muscular

Reagdo pupilar

Piloeregdo Reacdo a aproximacdo Tamanho das pupilas
Salivacdo Reagdo ao toque

Lacrimagdo Resposta auditiva

Vocalizagdes Reacdo ao beliscio na cauda

Levantar nas patas traseiras

Reacdo de endireitamento

Anormalidades da marcha

Abducio das patas ao aterrar

Excitagdo Forca de preensio dos membros
dianteiros
Estereotipia Forca de preensio dos membros

traseiros

Comportamento estranho

Manchas

Anormalidades respiratérias
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Apéndice 2

DEFINICOES
Produto quimico: uma substincia ou uma mistura.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura estudada utilizando este método de ensaio.
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B.57. ENSAIO DE ESTEROIDOGENESE H295R

INTRODUCAO

1. Este método é equivalente ao Test Guideline TG 456 (2011) da OCDE. A OCDE iniciou em 1998 uma atividade
altamente prioritdria com o objetivo de rever as diretrizes em vigor para a pesquisa e o ensaio de produtos
quimicos com possiveis efeitos de perturbacdo endécrina e desenvolver novas diretrizes. O Conceptual Framework
for Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals da OCDE, (2002) compreende cinco niveis, cada um
dos quis corresponde a um nivel diferente de complexidade bioldgica (1). O ensaio de esteroidogénese H295R in
vitro descrito no presente método de ensaio utiliza uma linhagem celular do adenocarcinoma humano (células
NCI-H295R) e constitui um ensaio in vitro de nivel 2, proporcionando dados mecanisticos a utilizar para fins de
monitoriza¢do e prioriza¢do. O desenvolvimento e a normalizacdo do ensaio para a pesquisa dos efeitos dos
produtos quimicos na esteroidogénese, designadamente na producdo de 17f-estradiol (E2) e de testosterona (T),
resultaram de um processo em vdrias fases. O ensaio H295R foi otimizado e validado (2) (3) (4) (5).

2. O objetivo do ensaio de esteroidogénese H295R consiste em detetar produtos quimicos que afetem a produgio
de E2 e T. O ensaio H295R tem por objetivo identificar substancias xenobidticas que tenham por alvo(s) os
componentes enddgenos que constituem o mecanismo bioquimico intracelular que, numa sequéncia de reagdes,
conduz a produgio de E2 efou T a partir do colesterol. O ensaio H295R ndo tem por objetivo identificar produtos
quimicos que afetem a esteroidogénese através de efeitos no sistema hipotalamo-hipéfise-génadas (HPG). O obje-
tivo consiste apenas em obter uma resposta POSITIVA/NEGATIVA quanto ao potencial de um produto quimico
de induzir ou inibir a producdo de T e E2; podem, contudo, obter-se resultados quantitativos em certos casos (ver
pontos 53 e 54). Os resultados do ensaio s3o expressos em alteragdes relativas da produ¢do de hormonas relativa-
mente aos ensaios de controlo com solvente (SC). O objetivo ndo consiste em obter informagdes especificas sobre
os mecanismos implicados na interagdo do produto quimico em estudo com o sistema enddcrino. Foram reali-
zadas investigacbes com a linhagem celular tendo em vista identificar efeitos nas enzimas especificos e nas
hormonas intermedidrias, como a progesterona (2).

3. As defini¢Bes e abreviaturas utilizadas no presente método de ensaio sdo descritas no apéndice. O apéndice I-III
do documento da OCDE intitulado Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to Identify Modula-
tors of Testosterone and Estradiol Production (4) inclui um protocolo pormenorizado com instrucdes para a prepa-
racdo das solugdes, a cultura das células e a execugdo das vérias fases do ensaio.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

4. Na biossintese das hormonas sexuais esteroides participam cinco enzimas diferentes, que catalisam seis rea¢des
especificas. A conversdo enzimdtica do colesterol em pregnenolona, promovida pela enzima CYP11A de clivagem
da cadeia lateral do colesterol do citocromo P450, constitui o passo inicial numa série de rea¢des bioquimicas que
conduzem a sintese de produtos finais esteroides. Consoante a ordem das duas rea¢des seguintes, 0 mecanismo da
esteroidogénese divide-se em duas vias, a via dos A5-hidroxiesteroides e a via dos A4-cetoesteroides, que
convergem na produgdo de androstenodiona (figura 1).

5. A androstenodiona é convertida em testosterona (T) por acdo da desidrogenase dos 17[-hidroxiesteroides
(17B-HSD). A testosterona ¢ simultaneamente um intermedidrio e um produto final (hormona). Nos machos, pode
ser convertida em di-hidrotestosterona (DHT) por agdo da 5a-redutase presente na membrana celular, no invé-
lucro nuclear e no reticulo endopldsmico dos tecidos-alvo da a¢do androgénica, como a prostata e as vesiculas
seminais. A DHT é um androgénio significativamente mais potente que a testosterona, sendo também considerada
um produto final hormonal. O ensaio H295R nio determina a DHT (ver ponto 10).

6. A aromatase (CYP19) é a enzima que, no processo da esteroidogénese, promove a conversio das substincias
androgénicas em estrogénicas, nomeadamente a testosterona (T) em 17f-estradiol (E2) e a androstenodiona em
estrona. A E2 e a T sdo consideradas produtos finais hormonais no processo da esteroidogénese.

7. A especificidade da atividade de liase da CYP17 relativamente aos substratos intermedidrios difere em funcio das
espécies. No homem, a enzima favorece os substratos da via dos A5-hidroxiesteroides (pregnenolona), enquanto,
no rato, sdo favorecidos os substratos da via dos A4-cetoesteroides (progesterona) (19). Estas diferencas na ativi-
dade de liase da CYP17 permitem explicar algumas diferengas especificas das espécies na resposta aos produtos
quimicos que alteram a esteroidogénese in vivo (6). Observou-se que as células H295 refletem mais estreitamente
a expressdo das enzimas adrenais e 0 mecanismo de produgdo de esteroides no homem adulto (20), embora, no
respeitante a sintese de androgénios, produzam enzimas para as vias dos A5-hidroxiesteroides e dos A4-cetoeste-
roides (7) (11) (13) (15).
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Figura 1

Mecanismo da esteroidogénese nas células H295R

LYP1IA w7z
Colesterol Pregnenolona
ez
Progesterona ‘
11 Desoxicorticosterona  Desoxicortisol Testosterona  Estrona
\ 17p-Estradiol y
Aldosterona
Nota:

As enzimas sdo indicadas em itdlico, as hormonas em negrito e as setas indicam a dire¢do do processo. O fundo
cinzento indica as vias e os produtos corticosterdides. As hormonas sexuais e respetivas vias estdo envoltas por
uma linha circular. CYP = citocromo P450; HSD = desidrogenase dos hidroxiesteroides; DHEA = desidroepian-
drosterona

8. A linhagem celular do adenocarcinoma humano H295R constitui um modelo ttil para a investigagdo in vitro dos
efeitos na sintese de hormonas esteroides (2) (7) (8) (9) (10). A linhagem celular H295R exprime genes que codi-
ficam todas as enzimas-chave da esteroidogénese atrds referidas (11) (15) (figura 1). Trata-se de uma propriedade
tinica, dado que a expressdo in vivo desses genes ¢ especifica dos tecidos e das fases de desenvolvimento, sendo
que, em geral, um sé tecido ou uma tinica fase de desenvolvimento nio exprime todos os genes implicados na
esteroidogénese (2). As células H295R tém caracteristicas fisioldgicas de células adrenais fetais humanas nio dife-
renciadas por zonas (11). As células constituem um sistema in vitro especifico, na medida em que tém a capaci-
dade de produzir todas as hormonas esteroides do cortex adrenal e das génadas dos adultos, permitindo observar,
em simultaneo, efeitos na sintese de corticosterdides e de hormonas sexuais esteroides como os androgénios e os
estrogénios, embora o ensaio tenha sido validado apenas para a detecio de T e E2. As altera¢des registadas pelo
sistema de ensaio, expressas em altera¢des na producio de T e E2, podem decorrer duma vasta gama de interag3es
diversas dos produtos quimicos em estudo com as fungdes esteroidogénicas expressas pelas células H295R. Essas
alteragdes abrangem a modula¢do da expressdo, a sintese ou a a¢do das enzimas implicadas na producio, transfor-
magdo ou eliminacdo das hormonas esteroides (12) (13) (14). A inibicio da produgdo hormonal pode ser devida
a ligagdo competitiva direta a uma enzima implicada no processo, ao impacto em cofatores como o NADPH
(fosfato de dinucledtido nicotinamida-adenina) e o cAMP (monofosfato de adenosina ciclica), efou a um aumento
do metabolismo dos esteroides ou a supressdo da expressdo dos genes que codificam determinadas enzimas no
mecanismo da esteroidogénese. Enquanto a inibicdo pode resultar de processos diretos ou indiretos implicados na
producdo das hormonas, a inducdo é, em geral, de natureza indireta — por exemplo, afetando cofatores como o
NADPH e o cAMP (caso da forskolina), reduzindo o metabolismo dos esteroides (13) efou regulando positiva-
mente a expressdo dos genes esteroidogénicos.

9. O ensaio H295R apresenta vdrias vantagens:

— Permite a detegdo de aumentos e reducdes na producio de T e E2;

— Permite a avaliagdo direta do possivel impacto de um produto quimico na viabilidade das células ou na citoto-
xicidade. Esta caracteristica é importante, na medida em que permite a distingdo entre os efeitos devidos a cito-
toxicidade e os efeitos devidos a interagdo direta dos produtos quimicos com o mecanismo da esteroidogénese,
o que ndo é possivel por recurso a sistemas de explantes de tecidos constituidos por vérios tipos de células
com sensibilidades e funcionalidades diversas;
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— Nio exige a utilizagdo de animais;
— A linhagem celular H295R encontra-se disponivel no comércio.

10.  As principais limitagdes do ensaio sdo as seguintes:

— A sua capacidade metabdlica é desconhecida, sendo, provavelmente, bastante limitada, pelo que o ensaio nio
permite identificar a agdo de produtos quimicos que necessitem de ativagdo metabdlica.

— Uma vez que é obtida a partir de tecido adrenal, a linhagem H295R contém as enzimas que promovem a
produgdo dos glucocorticoides e dos mineralocorticoides, bem como das hormonas sexuais; os efeitos na
producio de glucocorticoides e mineralocorticoides podem condicionar os teores de T e E2 observados no
ensaio.

— Nao determina a DHT, pelo que, em principio, ndo permite detetar produtos quimicos que inibem a 5a-redu-
tase, caso em que pode recorrer-se ao ensaio de Hershberger (16).

— Nio permite detetar produtos quimicos que interfiram com a esteroidogénese ao nivel do eixo
hipotalamo-pituitdria-génadas (HPG), caso que s6 pode ser estudado com animais intactos.

PRINCIPIO DO ENSAIO

11. O objetivo do ensaio consiste na detecio de produtos quimicos que afetem a produgdo de testosterona e de E2. A
testosterona ¢ também um intermedidrio na producdo de E2. O ensaio permite detetar, em especial, produtos
quimicos que inibam ou induzam as enzimas que promovem a esteroidogénese.

12.  Em geral, o ensaio é realizado em condi¢des normalizadas de cultura celular, em placas de cultura com
24 alvéolos. Em alternativa, podem utilizar-se placas de outras dimensdes; contudo, a inoculagdo e as condi¢des
experimentais devem ser ajustadas em conformidade, de forma a manter o respeito dos critérios de desempenho.

13.  Apds um periodo de aclimagdo de 24 horas em placas multialvéolos, as células sdo expostas durante 48 horas a
sete concentra¢des do produto quimico em estudo, pelo menos em triplicado. Adicionam-se concentragdes fixas
de um solvente e de um inibidor ou promotor conhecido da produgio de hormonas, na qualidade de controlos
negativos e positivos. No final do periodo de exposigdo, é removido o meio de cada alvéolo. A viabilidade das
células em cada alvéolo ¢ analisada imediatamente apds a remocdo do meio. As concentragdes de hormonas no
meio podem ser medidas por diversos métodos, nomeadamente por recurso a conjuntos de determinacio de
hormonas disponiveis no comércio efou técnicas instrumentais como a cromatografia em fase liquida acoplada
com espetrometria de massa (LC-MS). Os dados sdo expressos em fatores de alteragio relativamente ao controlo
com solvente e a menor concentragdo com efeito observavel (LOEC — Lowest Observed Effect Concentration). Se o
ensaio for negativo, a concentragdo mais elevada objeto de ensaio é referida como concentragdo sem efeitos obser-
vaveis (NOEC — No Observed Effect Concentration). As conclusdes quanto a capacidade do produto quimico de
afetar a esteroidogénese devem basear-se em, pelo menos, dois ensaios independentes. O primeiro ensaio pode
consistir num rastreio de gamas de concentragdo, procedendo-se ao ajustamento das concentragdes nos dois
ensaios posteriores, se pertinente, caso se registem problemas de solubilidade ou citotoxicidade ou se a atividade
do produto quimico se situar no limite da gama de concentra¢des de ensaio.

PROCEDIMENTO DE CULTURA CELULAR

Linhagem celular

14.  As células NCI-H295R sdo comercializadas pela American Type Culture Collections (ATCC), mediante a assinatura de
um contrato (Material Transfer Agreement — MTA) (!).

Introdugio

15.  Devido as altera¢des da capacidade de produgio de E2 das células com a idade ou o niimero de passagens (2), as
células devem ser cultivadas com base num protocolo especifico antes de serem utilizadas, devendo registar-se o
numero de passagens desde o descongelamento das células, bem como o nimero da passagem na qual as mesmas
sdo congeladas e armazenadas em azoto liquido. O primeiro nimero indica o nimero real da passagem; o
segundo descreve o niimero da passagem na qual as células foram congeladas e armazenadas. Por exemplo, células
que tenham sido congeladas apds a passagem n.o 5, posteriormente descongeladas e divididas trés vezes (quatro
passagens, sendo a primeira constituida pelas células recém-descongeladas), sendo subsequentemente sujeitas a
nova cultura, serdo classificadas como células de passagem 4,5. O apéndice 1 do relatério de validacdo (4) apre-
senta um exemplo do sistema de numeracio.

16. O meio de partida ¢é utilizado como base para os meios suplementado e de congelamento. O meio suplementado
¢ um componente necessirio a cultura celular. O meio de congelamento destina-se especificamente a permitir o
congelamento sem impacto nas células para armazenagem a longo prazo. Antes da utilizacdo, deve analisar-se o

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA, [http://www.Igcstandards-atcc.org].
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Nu-serum (ou um soro semelhante com propriedades andlogas, relativamente ao qual se tenha demonstrado que
produz dados conformes com os requisitos de desempenho e controlo da qualidade do ensaio), componente do
meio suplementado, para pesquisar concentra¢des de fundo de T e E2. A preparagdo destas solugdes é descrita no
apéndice II do relatério de validagdo (4).

17.  Apbs o inicio da cultura de células H295R a partir de um lote ATCC original, as células devem ser sujeitas a cinco
passagens (ou seja, quatro divisdes). As células da passagem n.° 5 sdo entdo congeladas em azoto liquido, para
armazenagem. Antes do congelamento, procede-se ao ensaio de uma amostra das células da passagem n.c 4 numa
placa de controlo da qualidade (ver pontos 36 e 37), para verificar se a produgdo basal de hormonas e a resposta
aos produtos quimicos de controlo positivo cumprem os critérios de controlo da qualidade definidos no quadro 5.

18.  Apds a cultura, as células H295R tém de ser congeladas e armazenadas em azoto liquido, de forma a garantir que
sdo sempre da passagem ou idade adequada a cultura e a utilizagdo. O nimero méximo de passagens apds a
inoculagdo na cultura de um lote de células novo (') ou congelado (3 aceitdvel para utilizagdo no ensaio H295R
ndo deve exceder 10. Por exemplo, o niimero aceitdvel de passagens em culturas de células a partir de um lote
congelado na passagem n.° 5 estard compreendido entre 4,5 e 10,5. No caso das células colhidas de lotes conge-
lados, deve seguir-se o procedimento descrito no ponto 19. Estas células devem ser cultivadas por, pelo menos,
quatro passagens adicionais (passagem 4,5) antes de serem utilizadas no ensaio.

Preparacio das células a partir do material congelado

19.  Utiliza-se o procedimento de inoculagdo das células a partir do material congelado sempre que um novo lote de
células é removido do azoto liquido para fins de cultura e ensaio. O procedimento pormenorizado encontra-se
descrito no apéndice III do relatério de validagdo (4). As células sdo removidas do azoto liquido, descongeladas
rapidamente e colocadas num meio suplementado, num tubo de centrifugadora, sendo centrifugadas a tempera-
tura ambiente, ressuspendidas em meio suplementado e transferidas para um recipiente de cultura. O meio de
cultura deve ser substituido no dia seguinte. As células H295R sdo cultivadas numa incubadora a 37 °C, em ar
atmosférico com 5 % CO,, sendo o meio renovado duas a trés vezes por semana. Quando as células exibirem
uma confluéncia de aproximadamente 85-90 %, devem ser divididas. A divisdo é necessdria para assegurar o bom
estado e o crescimento das células e conserva-las até a realizacdo dos bioensaios. As células sdo lavadas trés vezes
com uma solucdo-tampdo salina de fosfatos (PBS, sem Ca?* nem Mg?*) e retiradas do recipiente de cultura através
da adi¢do de uma enzima de desprendimento adequada, por exemplo tripsina, dissolvida em PBS (sem Ca* nem
Mg?*). Imediatamente apds a remogdo das células do recipiente de cultura, deve suspender-se a agdo da enzima
através da adi¢do de um meio suplementado na proporgio de trés vezes o volume utilizado no tratamento enzi-
matico. As células sdo colocadas num tubo de centrifugadora e centrifugadas a temperatura ambiente; o sobrena-
dante é removido e o aglomerado de células ressuspendido no meio suplementado. Coloca-se no novo recipiente
de cultura a quantidade adequada da solugdo com as células. A quantidade desta solugdo deve ser ajustada de
forma que as células mostrem confluéncia num periodo de 5-7 dias. O racio de subcultura recomendado ¢ de 1:3
a 1:4. A placa deve ser rotulada cuidadosamente. As células ficam, assim, prontas para utilizagio no ensaio,
devendo as células em excesso ser congeladas em azoto liquido do modo descrito no ponto 20.

Congelamento das células H295R (preparacio para armazenamento em azoto liquido)

20. Para preparar as células H295R para congelamento, deve seguir-se o procedimento atrds descrito para a divisio
das mesmas, até a etapa de ressuspensio do aglomerado de células presentes no fundo do tubo de centrifugadora,
que ¢é efetuada em meio de congelamento. A solugdo é transferida para um baldo criogénico devidamente rotulado
e congelada a —80°C durante 24 horas, periodo apds o qual o baldo criogénico é transferido para o recipiente
com azoto liquido, para armazenagem. O apéndice III do relatério de validagdo (4) contém os pormenores do
procedimento a seguir.

Preparacio das placas e pré-incubacio das células para ensaio

21. O niimero necessirio de placas de 24 alvéolos, preparadas do modo descrito no ponto 19, depende do nimero
de produtos quimicos a ensaiar, bem como da confluéncia das células nos recipientes de cultura. Em geral, um
recipiente de cultura (75 cm?) com 80-90 % de células confluentes fornece um ntimero de células suficiente para
1 a 1,5 placas de 24 alvéolos, a densidade-alvo de 200 000 a 300 000 células por ml de meio, resultando numa
confluéncia de, aproximadamente, 50-60 % nos alvéolos em 24 horas (figura 2). Esta é, normalmente, a densidade
celular 6tima para a produgdo de hormonas no ensaio. A densidades mais elevadas, sdo alterados os perfis de
producdo de T e de E2. Antes de realizar o ensaio pela primeira vez, recomenda-se que sejam ensaiadas vdrias
densidades de inoculagdo compreendidas entre 200 000 e 300 000 células por ml, devendo selecionar-se para os
ensaios posteriores a densidade que determine uma confluéncia de 50-60 % nos alvéolos em 24 horas.

(") A expressdo “novo lote” refere-se a um novo lote de células recebidas do ATCC.
() A expressdo “lote congelado” referes-se a células anteriormente cultivadas e, de seguida, congeladas num laboratério diverso do ATCC.
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Figura 2

Fotomicrografia de células H295R a densidade de inoculacio de 50 %, numa placa de cultura de
24 alvéolos, as 24 horas, no bordo (A) e no centro (B) de um alvéolo

22. O meio é removido com uma pipeta do recipiente de cultura, sendo as células lavadas trés vezes com PBS estéril
(sem Ca?* nem Mg?*). Para desprender as células do recipiente de cultura, adiciona-se uma solugio de enzima em
PBS. Apds um periodo adequado ao desprendimento das células, suspende-se a agdo enzimatica através da adicio
de meio suplementado a razdo de trés vezes o volume utilizado no tratamento enzimdtico. Colocam-se as células
num tubo de centrifugadora e centrifuga-se a temperatura ambiente; seguidamente, remove-se o sobrenadante e
ressuspende-se o aglomerado de células em meio suplementado. Calcula-se a densidade celular, utilizando, p.ex.
um hemocitémetro ou um contador celular. A solugdo com as células deve ser diluida para a densidade preten-
dida na placa e homogeneizada de forma a garantir uma densidade celular homogénea. As células sio colocadas
na placa com 1 ml de solugdo por alvéolo, devendo rotular-se as placas e os alvéolos. As placas inoculadas sdo
incubadas durante 24 horas a 37 °C, em ar atmosférico com 5 % de CO,, de forma a permitir a aderéncia das
células aos alvéolos.

REQUISITOS DE CONTROLO DA QUALIDADE

23.  Durante a dosagem, é indispensdvel que sejam colocados nos alvéolos volumes exatos das solugdes e amostras,
dado que esses volumes determinam as concentragdes utilizadas no célculo dos resultados.

24.  Antes do inicio da cultura celular e de qualquer ensaio posterior, cada laboratério deve demonstrar a sensibilidade
do seu sistema de determinagdo das hormonas (pontos 29-31).

25.  Caso se utilizem métodos de determinacdo de hormonas baseados em anticorpos, deve averiguar-se, antes de
iniciar o ensaio, o potencial de interferéncia dos produtos quimicos a ensaiar com o sistema de medida utilizado
para quantificar a T e a E2, como referido no ponto 32.
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26. O DMSO ¢ o solvente recomendado para o ensaio. Caso se utilize um solvente alternativo, devem determinar-se
0s seguintes parametros:

— Solubilidade do produto quimico em estudo, da forskolina e do procloraz no solvente; e
— Citotoxicidade em fungdo da concentracio do solvente.

Recomenda-se que a concentragdo mdxima permissivel do solvente nio exceda uma diluicio de 10 vezes a
concentragdo menos citotdxica do solvente.

27.  Antes de realizar o ensaio pela primeira vez, o laboratério deve realizar um ensaio de qualificagdo que demonstre
a sua capacidade de adotar e manter as condi¢cdes de cultura celular e condi¢des experimentais adequadas ao
ensaio do produto quimico em conformidade com os pontos 33-35.

28.  Deve realizar-se um ensaio de controlo, como descrito nos pontos 36 e 37, antes da utilizagdo de um novo lote
de células, com vista a avaliar o desempenho das mesmas.

Desempenho do sistema de determinacio das hormonas

Sensibilidade, exatiddo e precisdo do método; reatividade cruzada com a matriz da amostra

29. Para a andlise da T e da E2 produzidas pelas células H295R, cada laboratério pode utilizar um sistema de determi-
nagio de hormonas da sua escolha, desde que o mesmo satisfaca os critérios de desempenho, nomeadamente os
limites de quantificagdo (LOQ). Estes sdo, geralmente, de 100 pg/ml no caso da testosterona e de 10 pg/ml no
caso da E2, valores que se baseiam nos niveis de hormonas basais observados nos estudos de validagdo. Podem,
contudo, justificar-se niveis mais elevados ou mais baixos, em fungdo dos niveis basais de hormonas obtidos no
laboratério em causa. Antes de iniciar a verificagdo do controlo da qualidade e os ensaios, o laboratério deve
demonstrar que o método a utilizar na determinacdo das hormonas permite medir as respetivas concentragdes no
meio suplementado com exatiddo e precisdo suficientes para o cumprimento dos critérios de controlo de quali-
dade especificados nos quadros 1 e 5, analisando o meio suplementado enriquecido com hormona (controlo
interno). O meio suplementado ¢ enriquecido com, pelo menos, trés concentracdes de cada hormona (p.ex. 100,
500 e 2 500 pg/ml de T; 10, 50 e 250 pg/ml de E2; em alternativa, podem utilizar-se as concentra¢des mais
baixas possiveis em fungdo dos limites de detecdo do sistema de determinagdo escolhido para as concentragdes
enriquecidas mais baixas para a T e a E2) e, seguidamente, analisado. As concentra¢des de hormonas determinadas
nas amostras ndo extraidas ndo devem divergir em mais de 30 % das concentra¢des nominais e a variagdo entre
determinagdes replicadas da mesma amostra ndo deve exceder 25 % (o quadro 8 contém critérios adicionais de
controlo da qualidade). Caso estes critérios sejam satisfeitos, considera-se que o método de determinagdo das
hormonas ¢ suficientemente exato e preciso, ndo se prevendo a ocorréncia de reagdes cruzadas com os compo-
nentes do meio (matriz da amostra) que possam influir de forma significativa nos resultados. Nesse caso, nio ¢
necessdrio proceder a extragdo das amostras antes da determinagio das hormonas.

30.  Se ndo forem satisfeitos os critérios de controlo da qualidade constantes dos quadros 1 e 8, pode estar a ocorrer
um efeito matricial significativo, devendo realizar-se um ensaio com meio enriquecido extraido. O apéndice II do
relatério de validagdo (4) apresenta um exemplo do procedimento de extragdo. A determinagdo das concentragdes
de hormonas nas amostras extraidas deve efetuar-se em triplicado (). Se, apds a extracdo, for possivel demonstrar
que os componentes do meio ndo interferem com o método de detecio das hormonas definido pelos critérios de
controlo da qualidade, todos os ensaios subsequentes devem ser realizados com amostras extraidas. Se os critérios
de controlo da qualidade ndo forem cumpridos apds a extragdo, o sistema de determinagdo das hormonas utili-
zado ndo é adequado para os fins do ensaio de esteroidogénese H295R, devendo recorrer-se a um método alterna-
tivo.

Curva-padrdo

31.  As concentragdes de hormonas nos controlos com solvente devem situar-se no troco linear da curva-padrio,
devendo, preferencialmente, ser proximas do valor correspondente ao ponto médio do referido trogo, para que se
possa determinar a indugdo ou a inibicdo da sintese das hormonas. As diluicdes do meio (ou dos extratos) a deter-
minar devem ser selecionadas em conformidade. A relagdo linear deve ser definida por um método estatistico
adequado.

Ensaio de determinagdo da interferéncia de produtos quimicos

32.  Se, para a determinagdo das hormonas, forem utilizados ensaios baseados em anticorpos, como ensaios de
imunoabsor¢do enzimdtica (ELISA) e ensaios radioimunoldgicos (RIA), deve averiguar-se a possivel interferéncia
de cada um dos produtos quimicos em estudo com o sistema de determinagdo de hormonas a utilizar, antes do
inicio do ensaio do produto em causa [apéndice III do relatério de validagio (4)], dado que alguns produtos
quimicos podem interferir com os processos de ensaio (17). Caso a andlise demonstre uma interferéncia traduzida
num aumento da producio de T efou E2 > 20 % relativamente & producdo basal destas hormonas, deve efetuar-se

(") Nota: Se a extra¢do for necessdria, devem efetuar-se trés medi¢des em replicado para cada extrato. Cada amostra deve ser extraida
apenas uma vez.



21.8.2014 Jornal Oficial da Unido Europeia L 247/87

um ensaio de interferéncia dos produtos quimicos na determinag¢io das hormonas (do tipo descrito no apéndice III
do relatério de validacdo (4), seccdo 5.0) com todas as dilui¢des do produto quimico em estudo, para identificar a
dose-limiar a qual ocorre uma interferéncia significativa (> 20 %). Se a interferéncia for inferior a 30 %, os resul-
tados podem ser corrigidos em conformidade. Se exceder 30 %, os dados ndo sdo vélidos, devendo as concentra-
¢Oes em causa ser eliminadas do estudo. Se ocorrer uma interferéncia significativa da substancia em estudo com o
sistema de determinagdo das hormonas a mais de uma concentracdo nio citot6xica, deve utilizar-se outro sistema
de determinagdo. Para evitar interferéncias de produtos quimicos contaminantes, recomenda-se que as hormonas
sejam extraidas do meio por recurso a solventes adequados; o relatério de validagio descreve métodos possiveis
para esse efeito (4).

Quadro 1

Critérios de desempenho para os sistemas de determinacio de hormonas

Parametro Critério

Sensibilidade do método de determi- | Limite de quantifica¢do (LOQ)

nagao T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml ()
Eficiéncia de extragdo das hormonas As taxas médias de recuperagdo (com base em determinac¢des em tripli-
(apenas se esta for necessdria) cado) para as quantidades de hormonas adicionadas ndo devem exibir

um desvio superior a 30 % da quantidade adicionada.

Interferéncia quimica (apenas para Nio deve registar-se uma reatividade cruzada substancial (= 30 % da
sistemas baseados em anticorpos) producio basal da hormona em causa) com nenhuma das hormonas
produzidas pelas células (%) ()

(%) Nota: Os limites de determina¢do do método derivam dos valores de producdo basal de hormonas constantes do quadro 5 e
baseiam-se no desempenho. Os limites podem ser superiores se a producdo basal de hormonas for superior.

(?) A percentagens superiores, alguns anticorpos da T e da E2 podem reagir de forma cruzada com a androstenodiona ¢ a
estrona, respetivamente. Nessas condicdes, ndo é possivel determinar com exatiddo os efeitos na 17f-HSD. Apesar disso, os
dados podem proporcionar informacdes tteis sobre os efeitos na producdo de estrogénios ou androgénios em geral. Nesses
casos, os dados devem ser expressos em androgénios/estrogénios produzidos, em vez de E2 e T.

(9 Designadamente: colesterol, pregnenolona, progesterona, 11-desoxicorticosterona, corticosterona, aldosterona, 17a-pregne-
nolona,17a-progesterona, desoxicortisol, cortisol, DHEA, androstenodiona, estrona.

Ensaio de proficiéncia laboratorial

33.  Antes de ensaiar produtos quimicos desconhecidos, um laboratério deve demonstrar, por recurso ao ensaio de
proficiéncia laboratorial, a sua capacidade de adotar e manter as condi¢des de cultura celular e condi¢des experi-
mentais adequadas a boa realizagdo do ensaio. Dado que o desempenho de um ensaio estd diretamente ligado ao
pessoal do laboratério que o realiza, o procedimento deve ser parcialmente repetido caso ocorram mudangas no
pessoal.

34. O ensaio de proficiéncia deve ser realizado nas condi¢des descritas nos pontos 38 a 40, expondo células a sete
concentragdes crescentes de indutores e inibidores fortes, moderados e ligeiros, bem como a um produto
quimico negativo (ver quadro 2). Especificamente, os produtos quimicos a ensaiar incluem o indutor forte forsko-
lina (n.o CAS 66575-29-9); o inibidor forte procloraz (n.o CAS 67747-09-5); o indutor moderado atrazina
(n.°o CAS 1912-24-9); o inibidor moderado aminoglutetimida (n.© CAS 125-84-8); o indutor fraco (produgio
de E2) e o inibidor fraco (producio de T) bisfenol A (n.o CAS 80-05-7), bem como o produto quimico negativo
gonadotrofina coriénica humana (HCG) (n.o CAS 9002-61-3), como se ilustra no quadro 2. Utilizam-se placas
distintas para cada produto quimico, de acordo com o modelo que se ilustra no quadro 6. Cada ensaio didrio dos
produtos quimicos para o esnaio de proficiéncia deve incluir uma placa de controlo da qualidade (quadro 4,
pontos 36-37).

Quadro 2

Produtos quimicos para o ensaio de proficiéncia e concentragdes de exposicio

Produto quimico Concentragdes de ensaio [pM]

Procloraz 0@, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10

Forskolina 0, 0,03,0,1,0,3,1, 3,10, 30
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Produto quimico Concentracdes de ensaio [iM]
Atrazina 0(@,0,03,01,1, 3,10, 30, 100
Aminoglutetimida 0®,0,03,0,1,1, 3,10, 30, 100
Bisfenol A 0, 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100
HCG 0@®,0,03 01,1, 3,10, 30, 100

(%) Controlo com solvente (DMSO) (0), 1 ul DMSO/alvéolo.

No ensaio de proficiéncia laboratorial, a exposigdo das células H295R aos produtos quimicos € efetuada em placas
de 24 alvéolos. A dosagem ¢é expressa em pM no respeitante a todas as doses de produtos quimicos em estudo.
As doses devem ser administradas em DMSO a 0,1 % (v/v) por alvéolo. Todas as concentra¢des de ensaio devem
ser ensaiadas em triplicado (quadro 6). Utilizam-se placas distintas para cada produto quimico. Cada série de
ensaios didria deve incluir uma placa de controlo da qualidade.

As andlises da viabilidade celular e das hormonas devem ser efetuadas do modo descrito nos pontos 42 a 46. O
valor-limiar (menor concentragdo com efeito observavel, LOEC) e a decisdo de classificacio devem ser comuni-
cados e comparados com os valores constantes do quadro 3. Os dados sdo considerados aceitdveis se forem
conformes com o LOEC e a decisdo de classificagdo constantes do quadro 3.

21.8.2014

Quadro 3
Valores-limiar (LOEC) e decisdes de classificagio respeitantes aos produtos quimicos para o ensaio de
proficiéncia
LOEC [pM] Decisdo de classificacdo
N.c CAS

T E2 T E2
Procloraz 67747-09-5 <0,1 <10 + (9 (Inibicdo) + (Inibigdo)
Forskolina 66575-29-9 <10 <0, + (Inducdo) + (Inducdo)
Atrazina 1912-24-9 <100 <10 + (Indugio) + (Indugdo)
Aminogluteti- 125-84-8 <100 < 100 + (Inibigdo) + (Inibigdo)
mida
Bisfenol A 80-05-7 <10 <10 + (Inibi¢do) + (Indugdo)
HCG 9002-61-3 n/a nfa Negativo Negativo

() +, positivo

n/a: ndo aplicdvel, dado que ndo deverdo ocorrer alteragdes apds a exposigdo a concentragdes ndo citotoxicas do controlo nega-
tivo.

Placa de controlo da qualidade

A placa de controlo da qualidade ¢ utilizada para verificar o desempenho das células H295R em condigdes de
cultura normalizadas, bem como para criar uma base de dados histdricos de concentragdes das hormonas nos
solventes de controlo, nos controlos positivos e negativos e nos outros ensaios de controlo da qualidade que
forem sendo efetuados.

— O desempenho das células H295R deve ser avaliado por recurso a uma placa de controlo da qualidade para
cada novo lote ATCC, ou ap6s a utilizagdo, pela primeira vez, de um lote de células previamente congeladas,
exceto se tiver sido realizado um ensaio de proficiéncia laboratorial (pontos 32-34) com esse lote de células.

— A placa de controlo da qualidade proporciona uma avaliagdio completa das condi¢des de ensaio de produtos
quimicos (p.ex. viabilidade celular, controlos com solvente, controlos negativos e positivos, variabilidade intra
e interensaios), devendo constituir parte integrante de cada ensaio.

O ensaio de controlo da qualidade ¢ realizado numa placa de 24 alvéolos, seguindo os mesmos procedimentos
em matéria de incubagdo, dosagem, viabilidade celular/citotoxicidade, extragdo e andlise das hormonas descritos
nos pontos 38 a 46 para o ensaio dos produtos quimicos. A placa de controlo da qualidade contém brancos,
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39.

controlos com solvente e duas concentracdes de um indutor (forskolina, 1, 10 pM) e de um inibidor (procloraz,
0,1, 1 pM) conhecido da sintese de E2 e T. Utiliza-se também, em alguns alvéolos, MeOH (controlo positivo do
ensaio de viabilidade celular/citotoxicidade). O quadro 4 apresenta uma descricio pormenorizada da configuracio
da placa. Os critérios que esta deve satisfazer sdo enumerados no quadro 5. Tanto no controlo com solvente
como nos alvéolos em branco deve observar-se a produgio basal minima de hormonas (T e E2).

Quadro 4

Configuracio da placa de controlo da qualidade para o ensaio do desempenho de células H295R nio
expostas e de células expostas a inibidores (PRO = procloraz) e promotores (FOR = forskolina) conhe-
cidos da producio de E2 e T. Apds o termo da exposicdo e a remogio do meio, adiciona-se uma solucio
de metanol a 70 % a todos os alvéolos com MeOH, que servird de controlo positivo da citotoxicidade
[ver o ensaio de citotoxicidade no apéndice III do relatério de validacio (4)]
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1

2

3

4

5

6

A Branco (3

Branco (3

Branco (3

Branco (3
(+ MeOH) (°)

Branco (3
(+ MeOH) ()

Branco (3
(+ MeOH) ()

B | DMSO (Y
1l

DMSO ()
1l

DMSO (9
1pl

DMSO (9
1ul
(+ MeOH) ()

DMSO ()
1ul
(+ MeOH) (°)

DMSO ()
1l
(+ MeOH) ()

C| FOR1uM

FOR 1 uM

FOR 1 pM

PRO 0,1 pM

PRO 0,1 pM

PRO 0,1 uM

D | FOR 10 pM

FOR 10 uM

FOR 10 uM

PRO 1 pM

PRO 1 pM

PRO 1 uM

(%) As células nos alvéolos correspondentes ao branco recebem apenas meio (sem solvente).
(") O metanol (MeOH) ¢ adicionado apds o termo da exposigdo, sendo o meio removido dos alvéolos.
(9 Controlo com solvente DMSO (1 plfalvéolo).

Quadro 5

Critérios de desempenho para a placa de controlo da qualidade

T E2

Produgdo basal de hormonas no controlo com
solvente (CS)

v

5 x LOQ >2,5 x LOQ

v

Inducdo (10 pM forskolina) 1,5 x CS >7,5x%CS

Inibi¢do (1pM procloraz) <0,5xCS <0,5xCS

PROCEDIMENTO DE ExposICAO AOS PRODUTOS QUIMICOS

As células pré-incubadas sido tiradas da incubadora (ponto 21) e observadas ao microscopio, para assegurar que se
encontram em boas condi¢des (aderéncia, morfologia), antes da dosagem.

As células sdo colocadas num espago confinado biosseguro, sendo o meio suplementado removido e substituido
por um novo meio suplementado (1 mlfalvéolo). O DMSO é o solvente preferido neste método de ensaio.
Contudo, se existirem motivos para utilizar outros solventes, deve apresentar-se a respetiva fundamentagdo cienti-
fica. As células sdo expostas ao produto quimico em estudo através da adi¢do de 1 pl da solugdo-mie adequada
em DMSO [ver apéndice II do relatério de validacio (4)] por mililitro de meio suplementado (volume do alvéolo).
A concentragdo final de DMSO nos alvéolos serd, assim, de 0,1 %. Para assegurar a homogeneizagio, é geralmente
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preferivel que a solugdo-mie adequada do produto quimico em estudo em DMSO seja misturada com meio suple-
mentado de forma a produzir a concentragdo final pretendida para cada dose, sendo a mistura resultante adicio-
nada em cada alvéolo imediatamente apds a remogdo do meio anterior. Se se utilizar esta op¢do, a concentracio
de DMSO (0,1 %) deverd ser a mesma em todos os alvéolos. Os alvéolos que contenham as duas concentragdes
mais elevadas sdo inspecionados visualmente, por recurso a um estereomicroscopio, para averiguar a eventual
formacgdo de precipitados ou turbidez, que constituem indicacdes de uma solubilizacio incompleta do produto
quimico em estudo. Caso se observem essas condicdes (turbidez, formagdo de precipitados), os alvéolos que
contém as concentragdes inferiores (e assim sucessivamente) sio também examinados; as concentragdes que ndo
tenham conduzido a uma dissolu¢do completa sdo excluidas da avaliagdo e andlise complementar. Recoloca-se a
placa na incubadora a 37 °C, com ar atmosférico com 5 % de CO,, durante 48 horas. O quadro 6 ilustra a confi-
guragdo da placa com a substincia em estudo. Os lotes 1-7 mostram a distribui¢do na placa das doses crescentes
de produto quimico em estudo.

Quadro 6

Esquema de dosagem para a exposicdo de células H295R a produtos quimicos em estudo, numa placa de
24 alvéolos

1 2 3 4 5 6
A DMSO DMSO DMSO Lote 4 Lote 4 Lote 4
B Lote 1 Lote 1 Lote 1 Lote 5 Lote 5 Lote 5
C Lote 2 Lote 2 Lote 2 Lote 6 Lote 6 Lote 6
D Lote 3 Lote 3 Lote 3 Lote 7 Lote 7 Lote 7

40.  ApOs 48 horas, as placas sio removidas da incubadora, sendo cada alvéolo sujeito a inspe¢do microscdpica com
vista a determinar o estado das células (aderéncia, morfologia, grau de confluéncia) e quaisquer sinais de citotoxi-
cidade. O meio presente em cada alvéolo é dividido em duas porgdes iguais, de aproximadamente 490 pl, e trans-
ferido para dois recipientes devidamente rotulados (uma das aliquotas constitui uma amostra de reserva para cada
alvéolo). Para evitar a secagem das células, o meio é removido por filas ou colunas e substituido com o meio para
o ensaio de viabilidade celular/citotoxicidade. Se a viabilidade celular ou citotoxicidade ndo for determinada de
imediato, adiciona-se a cada alvéolo 200 pl de PBS com Ca?* e Mg?*. Os meios sdo congelados a — 80 °C até se
proceder a andlise das concentragdes de hormonas (ver pontos 44-46). Embora, num meio mantido a — 80 °C,
a T e a E2 se mantenham, em geral, estdveis por, pelo menos, trés meses, cada laboratério deve documentar a
estabilidade das hormonas durante a armazenagem.

41. A viabilidade celular/citotoxicidade em cada placa é determinada imediatamente ap6s a remogdo do meio.
Determinacio da viabilidade celular

42. Para determinar o impacto potencial do produto quimico em estudo, pode utilizar-se um ensaio de viabilidade
celular/citotoxicidade da escolha do laboratério. O ensaio deve ter capacidade para proporcionar uma medicdo
correta da percentagem de células vidveis presentes num alvéolo; em alternativa, deve demonstrar-se a sua compa-
rabilidade direta (expressa numa fungio linear) com o ensaio Live/Dead® [ver o apéndice IIl do relatério de vali-
dagdo (4)]. Um ensaio alternativo que se verificou funcionar bem é o ensaio com MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (18). A avaliagdo da viabilidade celular por recurso aos referidos métodos cons-
titui uma medida relativa que ndo apresenta necessariamente uma relagio linear com o ntmero absoluto de
células num alvéolo. O analista deve, pois, efetuar, em paralelo, um exame visual subjetivo de cada alvéolo,
devendo também, se necessdrio, obter e arquivar imagens digitais dos controlos com solvente (SC — Solvent
Controls) e das duas concentra¢des nio citotoxicas mais elevadas, para permitir a avaliagdo posterior da densidade
celular real. Se a inspecdo visual mostrar, ou o ensaio de viabilidade celular/citotoxicidade demonstrar, um
aumento aparente do niimero de células, é necessdrio verificd-lo. Se esse aumento for comprovado, o facto deve
constar do relatério do ensaio. A viabilidade celular é expressa em relagdo a resposta média nos SC (100 % de
células vidveis), e é calculada por um método adequado ao ensaio de viabilidade celular/citotoxicidade em causa.
No caso do ensaio com MTT, pode utilizar-se a seguinte férmula:
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% células vidveis = (resposta no alvéolo — resposta média nos alvéolos tratados com MeOH [= 100 % células
mortas]) — (resposta média nos alvéolos SC — resposta média nos alvéolos tratados com MeOH [= 100 % células
mortas)

43.  Os alvéolos cuja viabilidade celular seja inferior a 80 % relativamente a viabilidade média nos SC (= 100 %) ndo
devem ser incluidos na andlise final dos dados. A inibicdo da esteroidogénese que se observa em cerca de 20 %
dos casos de citotoxicidade deve ser cuidadosamente avaliada, de forma a garantir que a citotoxicidade ndo cons-
titui a causa da inibicdo.

Andlise das hormonas

44, Para a andlise da T e da E2, cada laboratério pode utilizar um sistema de determinagdo de hormonas da sua
escolha. Podem utilizar-se aliquotas de reserva do meio de cada grupo de tratamento para preparar dilui¢des desti-
nadas a obter uma concentracio no trogo linear da curva-padrdo. Como referido no ponto 29, cada laboratério
deve demonstrar a conformidade do sistema de determinagdo de hormonas que utilizar (p.ex. ELISA, RIA, LC-MS,
LC-MS/MS) com os critérios de controlo da qualidade, analisando, para o efeito, meio suplementado enriquecido
com um controlo interno de hormona, antes de efetuar os ensaios de controlo da qualidade ou de analisar os
produtos quimicos. Para garantir que as componentes do sistema de ensaio ndo interferem com a determinacio
das hormonas, estas podem ter de ser extraidas do meio antes da andlise (as condi¢des nas quais a extracdo é ou
ndo necesséria sdo descritas no ponto 30). Recomenda-se que a extragdo seja efetuada de acordo com os procedi-
mentos descritos no apéndice III do relatério de validacio (4).

45.  Se for utilizado um conjunto de ensaio comercial para medir a produgio de hormonas, a andlise deve ser efetuada
do modo especificado nos manuais de instru¢des fornecidos pelo fabricante. A maioria dos fabricantes tem um
procedimento Gnico para a realizagdo das andlises hormonais. As dilui¢des das amostras tém de ser ajustadas para
que as concentracdes de hormonas previstas nos controlos com solvente se situem na zona média do troco linear
da curva-padrio do ensaio individual [apéndice III do relatério de validagdo (4)]. Os valores que se situem fora do
referido trogo linear devem ser rejeitados.

46.  As concentragdes finais das hormonas sdo calculadas do seguinte modo:

Exemplo:

Quantidade extraida: 450 pl de meio

Reconstituicdo em: 250 pl de tampdo

Dilui¢do no ensaio: 1:10 (para situar a amostra no trogo linear da curva-padrio)

Concentra¢do de hormonas obtida no | 150 pg/ml (jd ajustada a concentragio por ml de amostra utilizada no

ensaio: ensaio)
Recuperacdo: 89 %
Concentragio final de hormonas = (Concentragdo de hormonas (por ml) + recuperacio) (fator de diluigio)

Concentragio final de hormonas (150 pg/ml) + (0,89) x (250 ul/450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Selecio das concentracdes de ensaio

47.  Devem efetuar-se, no minimo, duas séries independentes de ensaios. Exceto se existirem informagdes, nomeada-
mente sobre os limites de solubilidade ou a citotoxicidade, que permitam selecionar as concentra¢des de ensaio,
recomenda-se que as concentra¢des do ensaio inicial sejam espagadas por fatores de log,,, sendo 10-* M a concen-
tracdo mdaxima. Se o produto quimico for solivel e ndo citotéxico a qualquer das concentracdes ensaiadas e a
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48.

primeira série de ensaios produzir resultados negativos para todas as concentra¢des, hd que proceder a uma
confirmacdo com uma nova série de ensaios, utilizando as mesmas condi¢des que na primeira série (quadro 7). Se
os resultados da primeira série de ensaios forem equivocos (ou seja, o fator de alteracio em relagdo ao SC for esta-
tisticamente significativa apenas a uma concentra¢do) ou positivos (ou seja, o fator de alteragio entre duas ou
mais concentra¢des adjacentes for estatisticamente significativo), o ensaio deve ser repetido da forma indicada no
quadro 7, refinando as concentragdes de ensaio selecionadas. As concentragdes de ensaio na segunda e terceira
séries (se for caso disso) devem ser ajustadas com base nos resultados das concentra¢des da série de ensaios inicial
que produziram um efeito, utilizando intervalos de concentragdo semilogaritmicos (p. ex., se, na série original de
0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1 000 uM se observaram inducdes a 1 e 10 uM, as concentragdes ensaiadas na
segunda série devem ser de 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 e 100 uM), exceto se tiverem de ser utilizadas concentragdes
mais baixas para atingir uma LOEC. Neste caso, devem utilizar-se na segunda série de ensaios, pelo menos, cinco
concentragdes inferiores & concentragio mais baixa ensaiada na primeira série, de acordo com uma escala semilo-
garitmica. Se os resultados da segunda série de ensaios ndo confirmarem os da primeira (isto ¢, se ndo ocorrer
significancia estatistica a concentragdo com resultados positivos no ensaio anterior * 1 incremento de concen-
tracdo), é necessdrio efetuar uma terceira série de ensaios utilizando as condi¢des originais. Os resultados equi-
vocos da primeira série consideram-se negativos se o efeito observado ndo puder ser confirmado em nenhuma
das séries de ensaios subsequentes. Os resultados equivocos sdo considerados respostas positivas (efeito) se for
possivel confirmar a resposta em, pelo menos, uma série de ensaios complementar com um incremento de
concentragdo de £ 1 (ver o ponto 55 do procedimento para a interpretagio dos dados).

Quadro 7

Matriz de decisdes para possiveis cendrios de resultados

Série 1 Série 2 Série 3 Decisdo

Cendrio Decisdo Cendrio Decisdo Cendrio Positivo Negativo

Negativo Confirmar (3 Negativo Parar X

Negativo Confirmar (%) Positivo Refinar () Negativo X

Equivoco (9 Refinar (%) Negativo Confirmar () Negativo X

Equivoco (9) Refinar (b) Negativo Confirmar (%) Positivo X

Equivoco (9) Refinar (%) Positivo X

Positivo Refinar (b) Negativo Confirmar (%) Positivo X

Negativo Confirmar (%) Positivo Refinar () Positivo X

Positivo Refinar (%) Positivo Parar X

%) Confirmar o ensaio anterior utilizando as mesmas condi¢des experimentais.

) Reefetuar o ensaio com intervalos de concentragio semilogaritmicos (em torno da concentracdo que produziu resultados
significativamente diferentes no ensaio anterior).

(9 Estatisticamente, a uma dada concentragio, o fator multiplicador € significativamente diferente do SC

Controlo de qualidade da placa de ensaio

Além dos critérios aplicdveis a placa de controlo da qualidade, apresentam-se no quadro 8 outros critérios de
qualidade que devem ser cumpridos, respeitantes, designadamente, a variagdo aceitdvel entre alvéolos replicados,
ensaios replicados, linearidade e sensibilidade dos sistemas de determina¢do de hormonas, variabilidade entre as
determinacdes replicadas de hormonas na mesma amostra e percentagem de recuperagdo das amostras enrique-
cidas em hormonas apds a extragdo do meio (se pertinente — ver o ponto 30 para os requisitos em matéria de
extragdo). Para serem tidos em conta na avaliacdo posterior, os dados devem situar-se nas gamas aceitdveis defi-
nidas para cada pardmetro. Se isso ndo suceder, deve assinalar-se que os critérios de controlo da qualidade nio
foram cumpridos no caso da amostra em questio, devendo a mesma ser reanalisada ou eliminada do conjunto de

dados.
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Quadro 8

Gamas efou variacio (%) aceitdveis para os parimetros da placa do ensaio H295R.

(LOQ: Limite de quantificacdo do sistema de determinacio de hormonas. CV: Coeficiente de varia¢io;
SC: Controlo com solvente; DPM: Desintegra¢des por minuto)

Comparacao T E2

Produgio basal de hormonas nos SC Fator multiplicador em > 5 vezes > 2,5 vezes
relacdo a LOQ

Ensaios de exposi¢gdo — CV para os SC intra- Concentragdes absolutas <30 % <30 %
placas (alvéolos replicados)

Ensaios de exposi¢cdo — CV para os SC inter- Fator multiplicador <30 % <30 %
placas (ensaios replicados)

Sistema de determinacdo das hormonas —Sensibi- | Fator de reducio detetdvel > 5 vezes > 2,5 vezes
lidade em relagdo ao SC
Sistema de determinacdo das hormonas — deter- | Concentracdes absolutas <25% <25%

minacdes replicadas de CV para os SC (%)

Extragdo do meio — Recuperagdo do padrio DPM > 65 % Nominal
interno 3H (se pertinente)

(%) Refere-se a determinagdes replicadas da mesma amostra.

ANALISE E APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Andlise dos dados

49.  Para avaliar o aumento/decréscimo relativos da producido de hormona induzidos pelos produtos quimicos, os
resultados devem ser normalizados em relagdo ao valor médio de SC de cada placa de ensaio, sendo os resultados
expressos em alteragdes relativamente ao SC em cada placa. Todos os dados devem ser expressos em média = 1
desvio-padrio (SD).

50. A andlise dos dados deve apenas abranger dados relativos as hormonas dos alvéolos nos quais se observou uma
citotoxicidade inferior a 20 %. As alteragdes relativas sdo calculadas do seguinte modo:

Alteracio relativa = (Concentragdo de hormonas em cada alvéolo) + (Concentracio média de hormonas em
todos os alvéolos de controlo com solvente).

51.  Se a inspegdo visual do alvéolo ou o ensaio de viabilidade/citotoxicidade descrito no ponto 42 indiciarem um
aumento do nimero de células, este aumento aparente deve ser verificado. Caso se confirme, o facto deve ser refe-
rido no relatdrio de ensaio.

52.  Antes de proceder as andlises estatisticas, importa avaliar os pressupostos de normalidade e homogeneidade das
varidncias. A normalidade deve ser avaliada por recurso a graficos de probabilidade-padrdo ou por outro método
estatistico adequado (p.ex. ensaio de Shapiro-Wilk). Se os dados (fatores de alteragdo) ndo apresentarem uma distri-
bui¢do normal, deve procurar-se transformd-los para que se aproximem da mesma. Se os dados apresentarem
uma distribui¢gdo normal ou préxima desta, devem analisar-se as diferengas entre os grupos sujeitos a concentra-
¢des do produto quimico e os SC, por recurso a um ensaio paramétrico (p. ex., ensaio de Dunnett), tomando a
concentragio como varidvel independente e a resposta (fator de alteragdo) como varidvel dependente. Se os dados
ndo apresentarem uma distribuicio normal, deve utilizar-se um ensaio ndo paramétrico adequado (p. ex., ensaio
de Kruskal-Wallis ou ensaio de Steel). Consideram-se as diferencas significativas se p < 0,05. As avaliagdes estatis-
ticas sdo efetuadas com base nos valores médios dos alvéolos que representam dados replicados independentes.
Devido ao grande intervalo entre as doses na primeira série de ensaios (escala de log,,), prevé-se que, em muitos
casos, ndo seja possivel definir claramente relagdes concentracio-resposta se as duas doses mais elevadas se
situarem no trogo linear da curva sigmoéide. Assim, no caso dos dados da primeira série de ensaios ou de qualquer
outra série de dados em que tal ocorra (p.ex., se ndo puder ser estimada a eficicia méxima), aplicam-se estatisticas
de varidvel fixa do tipo I, da forma atrds descrita.
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53.

54.

55.

56.

Se, pelo menos, dois pontos se situarem no trogo linear da curva e puderem ser calculadas as eficicias méximas —
como se prevé no caso de alguns ensaios da 2* série efetuados utilizando intervalos semilogaritmicos entre as
concentragdes de exposi¢io — a devem utilizar-se métodos probit, logit ou outros modelos adequados de regressio
linear (p. ex., EC50 e EC20) para o célculo das concentragdes efetivas.

Os resultados devem ser apresentados em forma grafica (grifico de barras representando a média
t 1 desvio-padrdo) e tabular (LOEC/NOEC, tipo de efeito e intensidade da resposta médxima na componente
dose-resposta dos dados) (a figura 3 apresenta um exemplo). A avaliacio dos dados apenas se considera vélida se
for baseada em, pelo menos, duas séries de ensaios independentes. Um ensaio, ou série de ensaios, é considerado
independente se tiver sido efetuado numa data diferente, utilizando uma nova série de solucdes e de controlos. A
gama de concentragdes utilizada nas séries de ensaios 2 e 3 (se necessdrio) pode ser adaptada com base nos resul-
tados da série 1, de forma a definir melhor a gama de respostas que abrange a LOEC (ver ponto 47).

Figura 3

Exemplo de apresentacio e avaliacio de dados obtidos com a execugio do ensaio H295R, em forma
grifica e tabular

[Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controlo com solvente (p< 0,05).
LOEC: Menor concentragdo com efeito observavel; Alteragdo méx: Intensidade mdxima da resposta observada a
qualquer concentracio relativamente a resposta média do SC (= 1)]
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Procedimento de interpretacio dos dados

Um produto quimico é considerado positivo se o fator multiplicativo de indugdo for estatisticamente diferente
(p < 0,05) entre duas concentra¢des adjacentes do controlo com solvente em, pelo menos, duas séries de ensaios
independentes (quadro 7). Um produto quimico é considerado negativo na sequéncia de duas séries de ensaios
independentes negativas, ou de trés séries em que duas se revelaram negativas e uma equivoca ou positiva. Se os
dados produzidos por trés ensaios independentes ndo cumprirem os critérios de decisio enumerados no quadro 7,
os resultados experimentais ndo sdo interpretdveis. Os resultados obtidos com concentragdes superiores aos
limites de solubilidade ou concentragdes citotoxicas ndo devem ser incluidos na interpretacio dos resultados.

Relatério de ensaio

O relatério de ensaio deve incluir as seguintes informacdes:

Estabelecimento de ensaio

— Nome e endereco do estabelecimento;
— Diretor do estudo e outras pessoas envolvidas, com especificacio das suas responsabilidades;

— Datas de inicio e termo do estudo;
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Produto quimico em estudo, reagentes e substdncias de controlo

— Identidade (nome/n.c CAS se pertinente), fonte, niimero de lote ou série, pureza, fornecedor e caracterizacio
do produto quimico em estudo, dos reagentes e das substancias de controlo;

— Natureza fisica e propriedades fisicoquimicas relevantes do produto quimico em estudo;

— Condigdes de armazenagem; método e frequéncia de preparagdo do produto quimico em estudo, dos reagentes
e das substancias de controlo;

— Estabilidade do produto quimico em estudo;

Células

— Fonte e tipo de células;
— Numero (identificador) de passagens celulares das células utilizadas no ensaio;

— Descricdo dos procedimentos de conservacio das culturas celulares;

Requisitos prévios a realizagdo do ensaio (se pertinente)

— Descricdo e resultados do ensaio de interferéncia produto quimico-hormona;

— Descri¢do e resultados das determinagdes de eficiéncia de extra¢do das hormonas;

— Curvas-padrio e de calibragdo correspondentes a todos os ensaios analiticos a realizar;

— Limites de detecio dos métodos analiticos escolhidos;

Condigdes de ensaio

— Composigdo do meio;

— Concentragdo do produto quimico em estudo;

— Densidade celular (concentragdes celulares estimadas ou determinadas a 24 e 48 horas)
— Solubilidade do produto quimico em estudo (limite de solubilidade, se determinado);

— Tempo e condi¢des de incubagio;

Resultados do ensaio

— Dados em bruto para cada alvéolo (substincias de controlo e produtos quimicos em estudo) — cada determi-
nagio replicada na forma dos dados originais fornecidos pelo instrumento utilizado para determinar a
produgio de hormonas (p.ex. OD, unidades de fluorescéncia, DPM, etc.);

— Validacio da normalidade ou explicacio da transformacio dos dados;

— Respostas médias + 1 desvio-padrdo para cada alvéolo determinado;

— Dados de citotoxicidade (concentra¢des de ensaio que causaram citotoxicidade);

— Confirmagdo do cumprimento dos requisitos de controlo da qualidade;

— Alteracio relativamente ao controlo com solvente, com corregdo para ter em conta a citotoxicidade;

— Griéfico de barras ilustrativo das alteracdes relativas (fatores multiplicativos) para cada concentracio, da SD e
da significancia estatistica, como referido nos pontos 49-54;

Interpretacdo dos dados

— Aplicagdo do procedimento de interpretacio dos dados aos resultados e discussdo das constatacdes;

Discussdo

— Existem algumas indica¢des, decorrentes do estudo, quanto a possibilidade de os dados relativos a T/E2 terem
sido influenciados por efeitos indiretos nas vias dos glucocorticoides e mineralocorticoides?

Conclusoes
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Apéndice

DEFINICOES
Confluéncia refere-se a cobertura ou proliferacdo das células sobre ou no meio de cultura.
Produto quimico designa uma substincia ou mistura.

CV designa o coeficiente de variagdo, definido como a razdo entre o desvio-padrdo de uma distribuicdo e a sua média
aritmética.

CYP designa as mono-oxigenases do citocromo P450, enzimas produzidas por uma familia de genes, que catalisam uma
vasta gama de rea¢des bioquimicas, nomeadamente a sintese e o metabolismo das hormonas esteroides.

DPM significa desintegragdes por minuto. Consiste no niimero de dtomos numa determinada quantidade de matéria
radioativa que sofre decaimento num minuto.

E2 designa o 17f-estradiol, estrogénio mais importante nos mamiferos.

As células H295R sio células de adenocarcinoma humano, que tém caracteristicas fisioldgicas de células adrenais do
feto humano sem diferenciagio por zonas que exprimem todas as enzimas implicadas na esteroidogénese. Podem ser
obtidas junto do ATCC.

O meio de congelamento ¢ utilizado para congelar as células e armazenar as células congeladas. E constituido por meio
de partida ao qual se adiciona NuSerum BD e dimetilssulfoxido.

Trogo linear é o trogo da curva-padrio do sistema de determinacdo de hormonas em que os resultados sio proporcio-
nais a concentragdo de substancia a analisar presente na amostra.

LOQ designa o “limite de quantificagio”, que consiste na quantidade mais baixa de um produto quimico distinguivel da
auséncia desse produto (ensaio em branco), com um dado intervalo de confianca. Para os fins do presente método, e
salvo especificacdo em contrdrio, o LOQ é, em geral, definido pelo fabricante do sistema de ensaio.

LOEC designa a menor concentragdo com efeito observavel, concentragdo mais baixa a qual a resposta no ensaio ¢ esta-
tisticamente diferente da do controlo com solvente.

NOEC designa a concentragio sem efeitos observaveis, concentragio mais elevada utilizada no ensaio sem que se
observe uma resposta positiva.

Passagem designa o niimero de vezes que as células sdo divididas apds o inicio de uma cultura a partir de material
congelado. A passagem inicial a partir do material congelado é atribuido o niimero um (1). As células resultantes da
primeira divisdo correspondem a passagem n.° 2, etc.

PBS designa a solugdo-tampdo salina de fosfatos de Dulbecco.
Controlo de qualidade (CQ) designa as determinac¢des necessdrias para assegurar a validade dos dados.

Placa de controlo de qualidade é uma placa de 24 alvéolos com duas concentra¢des dos controlos positivo e negativo,
destinada a monitorizar o desempenho de um novo lote de células ou a fornecer os controlos positivos para o ensaio
dos produtos quimicos.

Série é um ensaio independente caracterizado por um novo conjunto de solu¢des e controlos.

Meio de partida é a base para a preparacdo dos restantes reagentes. Consiste numa mistura na proporcdo de 1:1 de
meio de Eagle modificado de Dulbecco e mistura de nutrientes F-12 de Ham (DMEM/F12) em tampdo HEPES 15 mM,
sem adigdo de vermelho de fenol nem bicarbonato de s6dio. Este dltimo ¢ adicionado como tampdo — ver o apéndice II
do relatério de validagdo (4).

O meio suplementado ¢ constituido por meio de partida ao qual é adicionado Nu-Serum BD e ITS+ premium mix — ver
o apéndice II do relatério de validagdo (4).

Esteroidogénese ¢é a via metabdlica através da qual o colesterol é transformado nas vérias hormonas esteroides. Alguns
intermedidrios no processo, como a progesterona e a testosterona, sdo hormonas importantes por si s6, mas constituem
também precursores de outras hormonas, a jusante no processo metabdlico.

T designaa testosterona, um dos dois androgénios mais importantes nos mamiferos.

Produto quimico em estudo designa qualquer substdncia ou mistura ensaiada por recurso ao presente método de
ensaio.

Placa de ensaio ¢é a placa na qual as células H295R sdo expostas aos produtos quimicos em estudo. As placas de ensaio
contém o solvente de controlo e sete concentra¢des do produto quimico em estudo, em triplicado.

Tripsina 1X é a uma solugdo diluida da enzima tripsina, protease do suco pancredtico, utilizada para remover as células
de uma placa de cultura — ver o apéndice IIl do relatério de validagdo (4).
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B.58. ENSAIOS DE MUTACOES GENETICAS DAS CI:ZLULA,S GERMINATIVAS E SOMATICAS DE ROEDORES
TRANSGENICOS

INTRODUCAO

1. Este método de ensaio € equivalente ao ao Test Guideline TG 488 (2013) da OCDE. Existem métodos de ensaio da
UE para uma ampla variedade de ensaios de mutacdes in vitro, capazes de detetar mutagdes ao nivel dos cromos-
somas efou dos genes. Existem métodos de ensaio para pardmetros in vivo (ou seja, aberragdes cromossomadticas e
sintese ndo programada de ADN); no entanto, estes métodos ndo medem as mutagdes dos genes. Os ensaios de
mutagdes em Roedores Transgénicos (TGR) preenchem a necessidade de ensaios in vivo praticos e amplamente
disponiveis para mutac¢des dos genes.

2. Os ensaios de mutagdes em TGR foram analisados de forma aprofundada (24) (33). Usam ratos e ratinhos trans-
génicos que contém vérias copias de vetores de transporte de plasmideos ou fagos integrados nos cromossomas.
Os transgenes contém genes repérter para a detegdo de vdrios tipos de mutagdes induzidas in vivo por produtos
quimicos.

3. As mutagdes que surjam num roedor sdo classificadas através da recuperagio do transgene e da andlise do fend-
tipo do gene repérter num hospedeiro bacteriano com o gene repdrter ausente. Os ensaios de mutagdes genéticas
em TGR medem as mutag¢des induzidas em genes neutros recuperados de praticamente qualquer tecido do roedor.
Portanto, estes ensaios contornam muitas das limitacdes atualmente associadas ao estudo das mutagdes genéticas
in vivo em genes enddgenos (p. ex.: nimero limitado de tecidos adequados a anlise, selecio negativa/positiva
contra mutacoes).

4. A experiéncia adquirida sugere que os transgenes respondem aos agentes mutagénicos de modo semelhante aos
genes enddgenos, especialmente no que respeita a detecdo de substituicdes de pares de bases, de mutagdes por
deslocamento e de pequenas supressdes e insercdes(24).

5. Os International Workshops on Genotoxicity Testing (IWGT) subscreveram a inclusio dos ensaios de mutagdes gené-
ticas em TGR para a detegdo in vivo de mutagdes genéticas e recomendaram um protocolo para a sua aplicacio
(15) (29). O presente método de ensaio baseia-se nessas recomendagdes. A referéncia (16) inclui anélises adicio-
nais que fundamentam a utilizacdo deste protocolo.

6. Espera-se que, no futuro, venha a ser possivel combinar um ensaio de mutagdes genéticas em TGR com um
estudo de toxicidade de dose repetida (Capitulo B.7 do presente Anexo). No entanto, sio necessirios dados para
garantir que a sensibilidade dos ensaios de mutac¢des genéticas em TGR ndo seja afetada pelo periodo de tempo
inferior usado nos estudos de toxicologia de dose repetida: um dia entre o final do perfodo de administragio e o
momento da amostragem, em comparagdo com os 3 dias usados nos ensaios de mutagdes genéticas em TGR. Sdo
também necessdrios mais dados para verificar se o resultado dos ensaios de dose repetida ndo é negativamente
afetado pela utilizacgdo de uma estirpe de roedores transgénicos em vez das estirpes de roedores tradicionais.
Quando esses dados estiverem disponiveis, o presente método de ensaio serd atualizado.

7. Os termos-chave encontram-se definidos no Apéndice.

CONSIDERACOES INICIAIS

8. Os ensaios de mutagdes genéticas em TGR relativamente aos quais existem dados suficientes para apoiar o seu
uso neste método de ensaio sdo: bacteriéfago lacZ do ratinho (Muta™Mouse); plasmideo lacZ do ratinho; delta gpt
(gpt e Spi) do ratinho e do rato; lac do ratinho e do rato (Big Blue®), quando conduzidos em condi¢des padrio.
Além disso, o ensaio de selecdo positiva cII poderd ser usado para avaliar muta¢des nos modelosBig Blue® e
Muta™Mouse. Normalmente, a mutagénese é avaliada nos modelos TGR em termos de frequéncia das mutacdes;
se necessdrio, no entanto, a andlise molecular das mutacdes pode fornecer informagio adicional (ver pardgrafo 24).

9. Estes ensaios in vivo de mutacdes genéticas em roedores sdo especialmente relevantes para a avaliagio de riscos
mutagénicos, uma vez que as respostas do ensaio dependem do metabolismo in vivo, da farmacocinética, dos
processos de reparagdo do ADN e da sintese de ADN translesdo, embora estes fatores possam variar conforme as
espécies, tecidos e tipos de lesio do ADN. Um ensaio in vivo de mutacdes genéticas poderd ser util para uma
investigagdo mais aprofundada de um efeito mutagénico detetado num sistema in vitro e em complemento dos
resultados de ensaios que usem outros pardmetros in vivo (24). Para além de ter relagio causal com a indugdo do
cancro, a muta¢do genética é um pardmetro relevante para a previsio de doengas ndo-oncoldgicas com base em
mutagdes nalguns tecidos somaticos (12) (13), bem como de doengas transmitidas através da linha germinativa.
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10.  Se houver evidéncia de que o produto quimico em estudo, ou um metabolito relevante, ndo atingird nenhum dos
tecidos de interesse, ndo deverd ser realizado um ensaio de mutagdes genéticas em TGR.

PRINCIPIO DO ENSAIO

11.  Nos ensaios descritos no pardgrafo 8, o gene-alvo é de origem bacteriana ou bacteriofdgica e a forma como é
recuperado do ADN gendmico do roedor ¢ através da incorporacdo do transgene num vetor de transporte A
bacteri6fagico ou plasmideo. Este procedimento envolve a extragio do ADN genémico do tecido de interesse do
roedor, o processamento in vitro desse ADN gendmico (ou seja, empacotamento de vetores A, ou ligagdo e eletro-
poragio de plasmideos para recuperar o vetor de transporte) e a dete¢do subsequente de muta¢des em hospedeiros
bacterianos, em condi¢es adequadas. Os ensaios empregam transgenes neutros, facilmente obtiveis da maioria
dos tecidos.

12.  As experiéncias bdsicas de ensaio de mutagdes genéticas em TGR envolvem o tratamento do animal com um
produto quimico durante um determinado periodo. Os produtos quimicos podem ser administrados por qualquer
via adequada, incluindo a implantagdo (p. ex.: ensaio de dispositivos médicos). O periodo total durante o qual um
animal receberd doses do produto é designado por periodo de administragio. A administragio é geralmente
seguida de um periodo, antes do sacrificio, durante o qual o produto quimico ndo é administrado e as lesdes do
ADN ndo reparadas se fixam em mutagdes estdveis. Na literatura, este periodo tem sido designado por tempo de
manifestacdo, tempo de fixagdo ou tempo de expressdo; o final deste periodo é o momento de amostragem (15)
(29). Depois de o animal ser sacrificado, 0 ADN genémico ¢é isolado do(s) tecido(s) de interesse e purificado.

13.  Os dados respeitantes a um dnico tecido por animal e a vdrios empacotamentos/ligagdes sdo geralmente agre-
gados, e a frequéncia de mutagdo é geralmente avaliada usando um total de entre 10° e 107 unidades formadoras
de placas ou formadoras de colénias. Quando se usam métodos de selegdo positiva, as unidades formadoras de
placas totais sdo determinadas com um conjunto separado de placas ndo seletivas.

14.  Os métodos de selecdo positiva foram desenvolvidos para facilitar a detecio de mutagdes tanto no gene gpt [gpt
delta em ratinhos e ratos, fendtipo gpt -~ (20) (22) (28)] como no gene lacZ [Muta™Mouse ou plasmideo lacZ no
ratinho (3) (10) (11) (30)]; por seu lado, as mutagdes no gene lacl em animais Big Blue® sio detetadas através de
um método ndo seletivo que identifica mutacdes através da geragdo de placas coloridas (azuis). A metodologia de
selegdo positiva é também usada para detetar muta¢des pontuais que surjam no gene cIl do vetor de transporte A
bacteriofdgico [Big Blue® no ratinho ou rato e Muta™Mouse (17)] e mutagdes de supressio nos genes \ red e gam
[selecdo Spi - no delta gpt no ratinho e no rato (21) (22) (28)]. A frequéncia de mutacdo é calculada dividindo o
ntimero de placas/plasmideos que apresentam muta¢des no transgene pelo nimero total de placas/plasmideos
recuperados da mesma amostra de ADN. Nos estudos de mutagdes genéticas em TGR, a frequéncia de mutagio ¢
o pardmetro comunicado. Além disso, pode determinar-se uma frequéncia de mutagdo como a proporc¢io de
células que apresentam mutacdes independentes; este cdlculo exige correcdo para expansio clonal através da
sequencia¢do dos mutantes recuperados(24).

15. As mutagdes classificadas nos ensaios de mutagdes pontuais lacl, lacZ, cII e gpt consistem principalmente em
mutagdes por substituicio de um par de bases, muta¢des por deslocamento e pequenas insercdes/supressdes. A
proporgio relativa destes tipos de mutagdes entre as mutagdes espontdneas ¢ semelhante a verificada no gene Hprt
enddgeno. As grandes supressdes s6 sdo detetadas nos ensaios de selecdo Spi -~ e ensaios com plasmideos lacZ (24).
As mutagdes de interesse sdo mutacdes in vivo que surgem no rato ou ratinho. As mutacdes in vitro e ex vivo, que
podem surgir durante a recuperagdo, replicagio ou reparagdo dos fagos/plasmideos, sio relativamente raras
e, nalguns sistemas, podem ser especificamente identificadas ou excluidas pelo sistema de hospedeiro
bacteriano/sele¢do positiva.

DESCRICAO DO METODO

Preparacdes
Selecdo da espécie animal

16.  Atualmente, estdo disponiveis vdrios modelos de detecio de mutagdes génicas em ratinhos transgénicos, mais
amplamente usados do que os modelos com ratos transgénicos. Se o rato for claramente um modelo mais
adequado do que o ratinho (p. ex.: na investigagdo do mecanismo de carcinogénese de um tumor apenas obser-
vado em ratos, para correlacionar com um estudo de toxicidade em ratos ou se o metabolismo do rato for reco-
nhecidamente mais representativo do metabolismo humano), deve considerar-se a utilizagio de modelos com
ratos transgénicos.
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Condigdes de alojamento e alimentagdo

17. A temperatura na sala onde sdo conservados os animais para experiéncias deve ser, idealmente, de 22 °C (¢ 3 °C).
Embora a humidade relativa deva ser pelo menos de 30 % e, de preferéncia, ndo deva exceder os 70 %, exceto
durante a limpeza da sala, o objetivo deve ser a manutencdo de uma humidade relativa entre os 50 % e os 60 %.
A iluminagio deve ser artificial, com um ciclo didrio de 12 horas de luz seguidas de 12 horas de escuriddo. Para a
alimentacdo, podem ser usadas dietas convencionais de laboratério, com acesso ilimitado a dgua potivel. A
escolha da dieta pode ser influenciada pela necessidade de garantir uma mistura adequada de um produto quimico
em estudo, quando administrado por esta via. Os animais devem ser mantidos em pequenos grupos (ndo mais do
que cinco) do mesmo sexo, se ndo for previsivel um comportamento agressivo. Os animais podem ser alojados
individualmente se tal se justificar do ponto de vista cientifico.

Preparagdo dos animais

18.  Os animais jovens e saudaveis, adultos e sexualmente maturos (8 a 12 semanas de idade no inicio do tratamento)
sdo aleatoriamente afetados aos grupos de controlo e de tratamento. Os animais sdo identificados por um c6digo
tinico. Devem ser aclimatizados as condi¢des do laboratério durante pelo menos cinco dias. As gaiolas devem
estar dispostas de forma a minimizar os possiveis efeitos devidos a localiza¢do. No inicio do estudo, a diferenca
de peso entre os animais deve ser minima e ndo deve exceder £ 20 % do peso médio de cada sexo.

Preparagio das doses

19.  Os produtos quimicos em estudo na forma sélida devem ser dissolvidos ou suspensos em solventes ou veiculos
adequados, ou misturados na dieta ou na dgua potdvel antes da administracdo aos animais. Os produtos quimicos
em estudo na forma liquida podem ser administrados diretamente ou diluidos antes da administra¢do. Para expo-
sigdes por inalagdo, os produtos quimicos em estudo podem ser administrados sob a forma de gés, vapor ou aero-
ssol solido/liquido, dependendo das respetivas propriedades fisico-quimicas. Devem ser utilizadas preparagdes
frescas do produto quimico em estudo, a menos que os dados de estabilidade demonstrem que o mesmo pode ser
armazenado.

Condicdes de Ensaio
Solvente/veiculo

20. O solvente/veiculo ndo deve produzir efeitos toxicos nos volumes utilizados e nio devem existir indicios de
reacdo quimica com o produto quimico em estudo. Se forem usados solventes/veiculos pouco conhecidos, a sua
utilizagdo deverd ser fundamentada por dados de referéncia que indiquem a sua compatibilidade. Recomenda-se
que, sempre que possivel, se considere em primeiro lugar a utilizacdo de um solvente/veiculo aquoso.

Controlos Positivos

21. Normalmente, devem ser usados animais de controlo positivo em simultdneo. No entanto, para laboratdrios que
tenham demonstrado competéncia (ver pardgrafo 23) e que usem rotineiramente estes ensaios, 0 ADN de animais
anteriormente utilizados como controlo positivo pode ser incluido em cada estudo para confirmar o sucesso do
método. Esse ADN de experiéncias anteriores deve ser obtido a partir da mesma espécie e dos mesmos tecidos de
interesse e armazenado adequadamente (ver pardgrafo 36). Quando sdo usados controlos positivos em simultineo,
ndo é necessirio administrd-los pela mesma via usada para o produto quimico em estudo; no entanto, os
controlos positivos devem induzir comprovadamente muta¢des em um ou mais tecidos de interesse para o
produto quimico em estudo. As doses dos produtos quimicos do controlo positivo devem ser selecionadas de
modo a produzir efeitos fracos ou moderados que permitam avaliar criticamente o funcionamento e a sensibili-
dade do ensaio. O Quadro 1 inclui exemplos de produtos quimicos de controlo positivo e de alguns dos respe-
tivos tecidos-alvo.

Quadro 1

Exemplos de produtos quimicos de controlo positivo e de alguns dos respetivos tecidos-alvo

Produto Quimico de Tecido-alvo de Mutacdo
Controlo Positivo e Nome e N.° EINECS Caracteristicas
N.c CAS Rato Ratinho
N-Etilo-N-nitrosureia N-Etilo-N-nitrosureia | Agente mutagénico de | Figado, Medula dssea, clon,
[N.o CAS 759-73-9] [212-072-2] agdo direta pulmio epitélio do cdlon, intes-

tino, figado, pulmdo,
baco, rim, células
granulosas do ovdrio,
células germinativas
masculinas
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Produto Quimico de Tecido-alvo de Mutacdo
Controlo Positivo e Nome e N.° EINECS Caracteristicas
N.o CAS Rato Ratinho
Carbamato de etilo | Uretano Agente mutagénico, Medula dssea, pré-esto-
(uretano) [200-123-1] exige metabolismo mago, intestino
[N.2 CAS 51-79-6] mas produz apenas delgado, figado,
efeitos fracos pulmio, bago
2,4-Diaminotolueno 4-Metil-m-fenilenodia- | Agente mutagénico, Figado Figado
[N.° CAS 95-80-7] mina exige metabolismo,
[202-453-1] também positivo no
ensaio Spi-
Benzo[a]pireno Benzo[def]criseno Agente mutagénico, Figado, Medula dssea, mama,
[N.> CAS 50-32-8] [200-028-5] exige metabolismo omento c6lon, pré-estdbmago,
estomago glandular,
coracdo, figado,
pulmdo, células germi-
nativas masculinas

Controlos negativos

22.  Cada amostragem deve incluir controlos negativos, tratados apenas com solvente ou veiculo e em todos os outros
aspetos tratados da mesma forma que os grupos de tratamento. Na auséncia de dados de controlo histéricos ou
publicados que demonstrem que o solvente/veiculo escolhido ndo induz nenhum efeito prejudicial ou mutagénico,
cada amostragem deverd também incluir controlos sem tratamento, de modo a estabelecer a aceitabilidade do
controlo do veiculo.

Verificagdo da proficiéncia do laboratério

23. A competéncia nestes ensaios deve ser estabelecida através da demonstracdo da capacidade de reproduzir os resul-
tados esperados a partir de dados publicados (24) para: 1) frequéncias de mutagio com produtos quimicos de
controlo positivo (incluindo respostas fracas) como os listados no quadro 1, ndo-mutagénicos e controlos do
veiculo; e 2) recuperagdo de transgenes do ADN gendmico (p. ex.: eficiéncia de empacotamento).

Sequenciacio de mutacdes

24.  Para aplicagdes normativas, ndo ¢ exigida a sequenciagdo do ADN dos mutantes, especialmente quando for obtido
um resultado positivo ou negativo claro. No entanto, os dados de sequenciagio podem ser uteis quando se
observa uma elevada variagdo interindividual. Nestes casos, a sequenciagdo pode ser usada para excluir a possibili-
dade de jackpots ou eventos de clonagem, ao identificar a propor¢do de mutantes tnicos de um tecido em parti-
cular. A sequenciacdo de cerca de 10 mutantes por tecido e por animal deverd ser suficiente para determinar
simplesmente se a clonagem contribuiu para a frequéncia de mutagdo; poderd ser necessdrio sequenciar até
25 mutantes para corrigir matematicamente a frequéncia de mutacdo para os efeitos da clonagem clonagem. A
sequenciacio dos mutantes pode também ser considerada quando se constatarem pequenos aumentos (ou seja,
pouco acima dos valores do controlo ndo tratado) nas frequéncias de mutacdo. As diferencas no espectro de
mutantes entre as coldnias mutantes de animais tratados e ndo tratados podem apoiar as suspeitas de um efeito
mutagénico (29). Além disso, os espectros de mutagdes poderdo ser tteis para desenvolver hipdteses mecanisticas.
Quando for necessdrio incluir a sequenciacio no protocolo do estudo, deve dedicar-se particular atengdo a
concegdo do mesmo, em particular no que se refere ao niimero de mutantes sequenciados por amostra, de modo
a assegurar uma cobertura suficiente de acordo com o modelo estatistico usado (ver pardgrafo 43).

PROCEDIMENTO

Niimero e Sexo dos Animais

25. O ntmero de animais por grupo deve ser predeterminado de modo a ser suficiente para proporcionar a validade
estatistica necessdria para detetar pelo menos uma duplicagdo na frequéncia de mutagdo. Os grupos terdo pelo
menos cinco animais; no entanto, se a validade estatistica ndo for suficiente, o nimero de animais deve ser
aumentado conforme necessdrio. Normalmente, devem ser usados machos. Pode haver casos em que se justifique
testar apenas fémeas, por exemplo no ensaio de medicamentos especificos para mulheres ou na investigagio do
metabolismo especifico do sexo feminino. Se houver diferencas significativas entre os sexos em termos de toxici-
dade ou de metabolismo, serd necessdrio utilizar machos e fémeas.
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Periodo de Administragio

26.  Com base em observacdes que demonstram a acumulagio de mutacdes com cada tratamento, é necessério aplicar
um regime de dose repetida, com tratamentos didrios por um periodo de 28 dias. Este periodo é geralmente
considerado aceitdvel, tanto para produzir uma acumula¢io suficiente de mutacdes por agentes mutagénicos
fracos como para oferecer um tempo de exposicdo adequado para detegdo de mutagdes em 6rgidos de proliferacio
lenta. Para algumas avaliagdes, podem ser adequados regimes de tratamento alternativos, cujos esquemas de dose-
amento alternativos devem ser cientificamente justificados no protocolo. Os tratamentos ndo devem ser mais
curtos do que o tempo necessdrio para completar a indugdo de todas as enzimas metabdlicas relevantes e os trata-
mentos mais curtos poderdo exigir a utilizagdo de vdrios pontos de amostragem adequados para 6rgdos com dife-
rentes taxas de proliferacio. De qualquer modo, toda a informagdo disponivel (p. ex.: sobre toxicidade geral ou
sobre o metabolismo e a farmacocinética) deve ser usada na justificacio de um protocolo, especialmente quando
este se desviar das recomendagBes padrio supracitadas. Embora possam aumentar a sensibilidade, os tratamentos
mais longos do que 8 semanas devem ser claramente explicados e justificados, uma vez que tempos de tratamento
prolongados podem produzir um aumento aparente na frequéncia de mutacio através da expansdo clonal (29).

Niveis de Dosagem

27.  Os niveis de dosagem devem ser baseados nos resultados de um estudo de determinagdo de intervalos de dosagem
que meca a toxicidade geral e que tenha sido conduzido pela mesma via de exposicdo, ou nos resultados de
estudos de toxicidade subaguda pré-existentes. Podem usar-se animais ndo transgénicos da mesma estirpe de
roedores para a determinagdo dos intervalos de dosagem. No ensaio principal, e a fim de obter informagio sobre
a resposta a dosagem, um estudo completo deve incluir um grupo de controlo negativo (ver pardgrafo 22) e um
minimo de trés niveis de dose, adequadamente espacados, exceto quando for utilizada uma dose limite (ver pard-
grafo 28). A dose superior deve ser a Dose Mdxima Tolerada (DMT). A DMT é definida como a dose que produz
sinais de toxicidade tais que niveis de dose superiores, baseados no mesmo regime de doseamento, seriam letais.
Os produtos quimicos com atividades bioldgicas especificas em doses baixas ndo téxicas (como hormonas e
agentes mitogénicos) e produtos quimicos que apresentem saturagdo de propriedades toxicocinéticas podem ser
excecdes aos critérios de defini¢do da dosagem e devem ser avaliados caso a caso. Os niveis de dose usados devem
abarcar um intervalo desde a toxicidade médxima até uma toxicidade reduzida ou ausente.

Ensaio de Limite

28.  Se as experiéncias de determinacdo de intervalos de dosagem, ou dados existentes de estirpes relacionadas de
roedores, indicarem que um regime de tratamento com, pelo menos, a dose limite (ver abaixo) ndo produz efeitos
toxicos observdveis,e se ndo for de esperar genotoxicidade com base em dados relativos a produtos quimicos
estruturalmente relacionados, poderd ndo ser considerado necessario um estudo completo com trés niveis de dose.
Para um periodo de administragdo de 28 dias (ou seja, 28 tratamentos didrios), a dose limite é de 1 000 mg/kg de
peso corporal/dia. Para periodos de administracio de 14 dias ou menos, a dose limite é de 2 000 mg/kg/de peso
corporal/dia (os esquemas de doseamento que se afastem dos 28 tratamentos didrios devem ser cientificamente
justificados no protocolo; ver pardgrafo 26).

Administracio das Doses

29. O produto quimico em estudo é geralmente administrado por gavagem, usando uma sonda gdstrica ou uma
canula de intubagio adequada. De modo geral, a via antecipada de exposi¢do humana deve ser considerada na
concecdo de um ensaio. Portanto, outras vias de exposi¢do (tais como égua potével, via subcutanea, intravenosa,
topica, por inalacdo, intratraqueal, na dieta ou por implanta¢do) podem ser aceitdveis, quando puderem ser justifi-
cadas. A injegdo intraperitonial ndo é recomendada, uma vez que ndo é uma via fisiologicamente relevante de
exposi¢do humana. O volume mdximo de liquido que pode ser administrado por gavagem ou inje¢do de uma s6
vez depende do tamanho do animal de ensaio. O volume ndo deve exceder os 2 ml/100 g de peso corporal. A
utilizagdo de volumes superiores deverd ser justificada. Exceto no caso de produtos quimicos irritantes ou corro-
sivos, que normalmente revelam efeitos exacerbados em concentragdes superiores, a variabilidade no volume de
ensaio deve ser minimizada ajustando a concentragio de modo a garantir um volume constante em todos os
niveis de dose.

Momento de Amostragem
Células Somdticas

30. O momento da amostragem ¢é uma varidvel critica, porque é determinado pelo tempo necessdrio para que as
mutagdes se fixem. Este periodo é especifico para cada tecido e parece estar relacionado com o tempo de substi-
tui¢do da populagio de células, sendo que a medula dssea e o intestino sdo tecidos de resposta ripida e o figado
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apresenta uma resposta muito mais lenta. Um compromisso aceitdvel para a medi¢io de frequéncias de mutacio
tanto em tecidos de proliferagdo rdpida como lenta é 28 tratamentos didrios consecutivos (conforme indicado no
pardgrafo 26), com amostragem trés dias depois do tratamento final, embora a frequéncia de mutacdo médxima
possa ndo se manifestar em tecidos de proliferagdo lenta nestas condigdes. Se os tecidos de proliferagdo lenta assu-
mirem particular importancia, poderd ser mais adequada uma amostragem mais tardia, 28 dias apds o perfodo de
administragdo de 28 dias (16) (29). Nesses casos, a amostragem mais tardia substituird a amostragem aos 3 dias e
exigird justificagdo cientifica.

Células Germinativas

31.  Os ensaios em TGR sio adequados para o estudo da indugdo de mutagdes genéticas em células germinativas
masculinas (7) (8) (27), em que o tempo e a cinética da espermatogénese tenham sido bem definidos (27). O
nimero reduzido de 6vulos disponiveis para andlise, mesmo depois de superovulagio, e o facto de ndo haver
sintese de ADN no ovdcito impedem a determinacio de muta¢des em células germinativas femininas usando
ensaios transgénicos (31).

32.  Os momentos de amostragem para as células germinativas masculinas devem ser selecionados de modo a recolher
amostras de todos os tipos de células expostas durante o desenvolvimento das células germinativas e a que o
estadio-alvo da amostragem tenha recebido uma exposi¢io suficiente. O tempo necessirio para a progressio das
células germinativas em desenvolvimento desde a fase das células estaminais espermatogoniais até a fase dos
espermatozodides maduros que chegam ao ducto deferente/cauda do epididimo é de~49 dias no ratinho (36) e de
~70 dias no rato (34) (35). Apés uma exposicdo de 28 dias com um perfodo subsequente de amostragem de trés
dias, o esperma acumulado, colhido no ducto deferente/cauda do epididimo (7) (8), representa uma populagdo de
células expostas durante aproximadamente a Gltima metade da espermatogénese, que inclui o periodo mitdtico e
pos-mitdtico, mas ndo o periodo espermatogonial ou as células estaminais. Para obter amostras adequadas das
células presentes no ducto deferente/cauda do epididimo que estavam no estddio de células estaminais espermato-
goniais durante o periodo de exposicdo, é necessirio um momento de amostragem adicional, no minimo as
7 semanas (ratinhos) ou 10 semanas (rato) ap6s o final do tratamento.

33.  As células extraidas dos tdbulos seminiferos apds um regime de 28 + 3 dias contém uma populagio mista enri-
quecida para todos os estadios das células germinativas em desenvolvimento (7) (8). Colher amostras destas células
para detegdo de mutagdes genéticas ndo fornece uma avaliagio tdo precisa dos estddios nos quais as mutagdes
das células germinais foram induzidas, como a que pode ser obtida através da colheita de amostras de espermato-
z6ides do ducto deferente/cauda do epididimo (uma vez que as células germinativas colhidas nos tibulos sdo
de diferentes tipos e havera algumas células somaticas a contaminar esta populacdo celular). No entanto, a colheita
de amostras de células dos tibulos seminiferos, para além da recolha de espermatozdides do ducto
deferente/cauda do epididimo ap6s um regime de amostragem de apenas 28 + 3 dias, permitird alguma cobertura
das células expostas ao longo da maior parte das fases de desenvolvimento das células germinativas e podera ser
util para detetar alguns agentes mutagénicos de células germinativas.

Observagdes

34. Devem ser feitas observagdes clinicas gerais pelo menos uma vez por dia, de preferéncia a(s) mesma(s) hora(s)
todos os dias e tendo em consideragdo o periodo de pico de efeitos antecipados ap6s a administracdo da dose. A
condi¢do de satide dos animais deve ser registada. Pelo menos duas vezes por dia, todos os animais devem ser
observados quanto a sinais de morbilidade e mortalidade. Todos os animais devem ser pesados pelo menos uma
vez por semana e no momento do sacrificio. Pelo menos uma vez por semana, devem ser realizadas medigdes do
consumo de alimentos. Se o produto quimico em estudo for administrado através de dgua potdvel, o consumo de
dgua deve ser medido em cada mudanga de dgua e pelo menos uma vez por semana. Os animais que exibam indi-
cadores ndo letais de toxicidade excessiva devem ser eutanasiados antes da conclusdo do periodo de ensaio (23).

Colheita de tecidos

35. A fundamentagdo logica para a colheita de tecidos deve ser definida de forma clara. Uma vez que é possivel
estudar a inducdo de mutacdes em praticamente qualquer tecido, a sele¢do dos tecidos a colher deve basear-se no
motivo para a realizacdo do estudo e quaisquer dados de mutagenicidade, carcinogenicidade ou toxicidade exis-
tentes para o produto quimico que esteja a ser investigado. Nos fatores importantes a considerar devem incluir-se
a via de administragdo [com base na(s) via(s) de exposi¢do humana provavel(is)], a distribuicdo prevista do tecido
e 0 possivel mecanismo de agdo. Na auséncia de qualquer informagio de contexto, deverdo ser colhidos virios
tecidos somdticos que poderdo apresentar interesse, respresentativos dos tecidos de proliferacio rdpida, de prolife-
racdo lenta e dos locais de contacto. Além disso, os espermatozéides do ducto deferente/cauda do epididimo e as
células germinativas em desenvolvimento provenientes dos tibulos seminiferos (como descrito nos pardgrafos 32
e 33) devem ser colhidos e armazenados para a eventualidade de que seja necessdria uma andlise futura da muta-
genicidade das células germinativas. Deve ser obtido o peso dos 6rgdos e, para os 6rgdos de maiores dimensdes, a
mesma drea do 6rgdo deverd ser recolhida em todos os animais.



21.8.2014 Jornal Oficial da Unido Europeia L 247/105

Armazenamento de tecidos e ADN

36.  Os tecidos (ou homogeneizados de tecido) devem ser armazenados a uma temperatura de — 70 °C ou inferior e
ser utilizados para isolamento do ADN no prazo de 5 anos. O ADN isolado, armazenado refrigerado a 4 °C em
tampdo adequado, deverd idealmente ser utilizado para andlise das mutagdes no prazo de 1 ano.

Selecdo de tecidos para andlise das mutacdes

37. A escolha de tecidos deve basear-se em consideragdes como: 1) a via de administracdo ou o local de primeiro
contacto (p. ex.: estdbmago glandular, se a administragdo for oral, pulméo, se a administracdo for por inala¢io, ou
pele, se for utilizada uma aplicagdo topica); e 2) os pardmetros farmacocinéticos observados em estudos de toxici-
dade geral que indiquem disposigdo, reten¢do ou acumulagio nos tecidos ou 6rgdos-alvo para a toxicidade. Se
forem realizados estudos na sequéncia de estudos de carcinogenicidade, devem ser considerados os tecidos-alvo
dessa carcinogenicidade. A escolha dos tecidos para andlise deve maximizar a dete¢do dos produtos quimicos que
sejam mutagénicos de a¢do direta in vitro, rapidamente metabolizados, altamente reativos ou mal absorvidos, ou
aqueles para os quais o tecido-alvo é determinado pela via de administragdo (6).

38. Na auséncia de informacio contextual e tendo em consideracio o local de contacto decorrente da via de adminis-
tragdo, o figado e pelo menos um tecido de divisdo rdpida (p. ex.: estomago glandular, medula éssea) devem ser
avaliados em termos de mutagenicidade. Na maioria dos casos, os requisitos acima podem ser preenchidos a
partir de andlises de dois tecidos cuidadosamente selecionados, mas nalguns casos serd necessdrio analisar trés ou
mais tecidos diferentes. Se houver motivos de preocupagio especifica com os efeitos sobre as células germinativas,
incluindo respostas positivas em células somaticas, os tecidos de células germinativas devem ser avaliados para
mutacdes.

Métodos de Medicio

39.  Existem métodos laboratoriais padrdo ou que se encontram publicados para a dete¢do de mutagdes nos modelos
transgénicos recomendados: bacteriéfago e plasmideo lambda lacZ (30); lacl no ratinho (2) (18); delta gpt no
ratinho (22); delta gpt no rato (28); cII (17). As modifica¢des devem ser justificadas e devidamente documentadas.
Os dados de vérios pacotes podem ser agregados e utilizados para se obter um ndimero adequado de placas ou
colonias. No entanto, a necessidade de um grande nimero de reagdes de empacotamento para se obter um
nimero adequado de placas pode ser uma indica¢do de qualidade insuficiente do ADN. Nesses casos, os dados
devem ser considerados com precaugdo, pois podem nio ser fidveis. O ntimero total ideal de placas ou colénias
por amostra de ADN ¢ regido pela probabilidade estatistica de dete¢do de niimeros suficientes de mutagdes numa
determinada frequéncia de mutacdo espontanea. Geralmente é necessirio um minimo de 125 000 a 300 000
placas se a frequéncia de mutagdo espontdnea estiver na ordem de 3 x 10~ (15). Para o ensaio Big Blue® lacl, é
importante demonstrar que é possivel detetar toda a gama de fendtipos mutantes na cor, através da inclusio de
controlos de cor adequados em cada conjunto de placas. Os tecidos e as amostras (ou 6rgdos) resultantes devem
ser processados e analisados utilizando uma concegdo em bloco, na qual as amostras provenientes do grupo de
controlo veiculo/solvente, do grupo de controlo positivo (se for utilizado) ou do ADN de controlo positivo
(quando apropriado) e de cada grupo de tratamento sejam processados em conjunto.

DADOS E RELATORIOS

Tratamento dos resultados

40.  Os dados relativos a cada animal devem ser apresentados num quadro. A unidade experimental é o animal. O
relatério deve incluir o ntimero total de unidades formadoras de placas (pfu) ou unidades formadoras de coldnias
(cfu), o ndmero de mutagdes e a frequéncia de mutacio para cada tecido de cada animal. Se houver vérias rea¢des
empacotamento/resgate, deve ser comunicado o niimero de reagdes por amostra de ADN. Embora devam ser
conservados os dados respeitantes a cada reagdo individual, s6 é necessdrio comunicar os totais de pfu ou cfu.
Devem ser comunicados os dados relativos a toxicidade e aos sinais clinicos, em conformidade com o paré-
grafo 34. Todos os resultados de sequenciamento devem ser apresentados para cada mutacio analisada e devem
ser apresentados os célculos da frequéncia de mutacio resultantes para cada animal e tecido.

Avaliagio e interpretacio estatistica dos resultados

41.  Existem vérios critérios para determinar um resultado positivo, tais como um aumento na frequéncia de mutacio
relacionado com a dose ou um claro aumento na frequéncia de mutagdo de um tnico grupo de dosagem compa-
rativamente ao grupo de controlo de solvente/veiculo. Devem ser analisados pelo menos trés grupos tratados, de
modo a proporcionar dados suficientes para uma andlise da resposta a dosagem. Embora a relevancia bioldgica
dos resultados deva ser a principal consideragdo, podem ser utilizados métodos estatisticos adequados auxiliares
da avaliacdo dos resultados dos ensaios (4) (14) (15) (25) (26). Os testes estatisticos utilizados devem ter em consi-
deragdo o animal como unidade experimental.
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42.  Um produto quimico em estudo para o qual os resultados ndo cumpram os critérios acima em qualquer tecido é
considerado ndo mutagénico neste ensaio. Para a relevancia bioldgica de um resultado negativo, a exposi¢do do
tecido deve ser confirmada.

43.  Para as andlises de sequenciamento de ADN, estd disponivel uma série de abordagens estatisticas para auxiliar na
interpretagdo dos resultados (1) (5) (9) (19).

44. A consideragio sobre se os valores observados estdo dentro ou fora da faixa de controlo histérico pode fornecer
orientagdes para a avaliacdo da significancia bioldgica da resposta (32).

Relatério de ensaio

45. O relatério de ensaio deve incluir a seguinte informagio:

Produto quimico em estudo:

— dados de identificacdo e n.c CAS, se for conhecido;

— fonte, nimero do lote, se disponivel;

— natureza fisica e pureza;

— propriedades fisico-quimicas relevantes para a realizagdo do estudo;

— estabilidade do produto quimico em estudo, se conhecida;

Solvente/veiculo:

— justificacdo da escolha do veiculo;
— solubilidade e estabilidade do produto quimico em estudo no solvente/veiculo, se conhecidas;
— preparacdo de formulas alimentares, na dgua potdvel ou inaldveis;

— determinagdes analiticas sobre essas formulas (p. ex.: estabilidade, homogeneidade, concentracdes nominais);

Animais de ensaio:

— espéciefestirpe utilizada e justificagdo da escolha;
— ntmero, idade e sexo dos animais;
— proveniéncia, condi¢des de alojamento, dieta administrada, etc.;

— peso de cada animal no inicio do ensaio, incluindo o intervalo de pesos corporais, a média e o desvio-padrdo
para cada grupo;

Condigdes de ensaio:

— dados de controlo positivos e negativos (veiculo/solvente);

— dados do estudo de determinagdo de intervalos de dosagem;

— motivo da escolha da gama de dosagem;

— detalhes da preparagio do produto quimico em estudo;

— detalhes relativos a administragdo do produto quimico em estudo;
— justificacdo da via de administragdo escolhida;

— métodos de medicdo da toxicidade para os animais, incluindo, sempre que disponiveis, anélises histopatol6-
gicas ou hematoldgicas e a frequéncia com que foram realizadas observacdes dos animais e dos respetivos
pesos corporais;

— meétodos de verificagio de que o produto quimico em estudo atingiu o tecido-alvo, ou a circulagdo geral, se os
resultados forem negativos;

— dose real (mg/kg de peso corporal/dia), calculada a partir da concentragdo do produto quimico em estudo nos
alimentos/dgua potavel (ppm) e do consumo, se aplicével;

— pormenores relativos a qualidade dos alimentos e da dgua;

— descricdo detalhada do tratamento e calenddrios de amostragem e justificagdo das escolhas feitas;
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— método de eutandsia;
— procedimentos para o isolamento e preservacio de tecidos;

— métodos para o isolamento de ADN gendémico de roedor, resgate do transgene a partir de ADN gendmico e
transferéncia do ADN transgénico para um hospedeiro bacteriano;

— ntmeros de origem e lote de todas as células, kits e reagentes (quando aplicdvel);
— métodos para a enumeragdo das mutagdes;

— métodos de andlise molecular das mutagdes e utilizagdo na correcdo para a clonalidade efou para o célculo
das frequéncias de mutacdo, se aplicvel;

Resultados:

— condicdo do animal antes e durante o periodo de ensaio, incluindo sinais de toxicidade;
— pesos corporal e dos érgdos no momento do sacrificio;

— para cada tecidofanimal, nimero de mutagdes, nimero de placas ou coldnias avaliadas e frequéncia das muta-
¢oes;

— para cada grupo de tecidosfanimais, nimero de rea¢des de empacotamento por amostra de ADN, nimero
total de mutacdes, frequéncia média de mutacdo, desvio padrio;

— relagdo dose-resposta, quando possivel;

— para cada tecidofanimal, niimero de mutacdes independentes e frequéncia de mutacio média, sempre que
tenha sido realizada uma andlise molecular das mutacdes;

— dados histéricos e simultineos sobre o controlo negativo, com intervalos, médias e desvios-padrio;
— dados de controlo positivo simultidneos (ou controlo positivo de ADN néo simultaneo);

— determinagdes analiticas, se disponiveis (p. ex.: concentragdes de ADN utilizadas nos empacotamentos, dados
de sequenciacio do ADN);

— andlise estatistica e métodos aplicados;

Discussdo dos resultados

Conclusdo
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Apéndice

DEFINICOES
Periodo de administragdo: o periodo total durante o qual um animal é exposto a uma dose do produto quimico.

Substituicio de um par de bases: um tipo de mutagio que provoca a substituicdo de uma tnica base de nucleotideos
do ADN por outra base de nucleotideos do ADN.

Cépside: o invdlucro proteico que envolve uma particula viral.

Produto quimico: uma substincia ou uma mistura.

Expansio clonal: a produgio de muitas células a partir de uma tinica célula (mutante).

Unidades formadoras de colénias (cfu): uma medida do ndmero de bactérias vidveis.

Concatimero: uma biomolécula continua e longa constituida por vérias copias idénticas ligadas em série.

Local cos: um segmento de 12 nucleétidos de ADN de cadeia simples que existe em ambas as extremidades do genoma
de cadeia dupla do bacteriéfago lambda.

Supressdo: uma mutacdo na qual um ou mais nucledtidos (sequenciais) desaparecem do genoma.
Eletroporagdo: a aplicacio de impulsos elétricos para aumentar a permeabilidade das membranas celulares.
Gene enddgeno: um gene nativo do genoma.

Variacio extra-binomial: maior variabilidade das estimativas repetidas de uma propor¢do da populagio do que seria
de esperar se essa populagdo tivesse uma distribui¢do binomial.

Mutacdo por deslocamento: uma mutagio genética causada por inser¢des ou supressdes de um nimero de
nucledtidos que ndo é divisivel uniformemente por trés dentro de uma sequéncia de ADN que codifica para uma
proteina/péptido.

Insercdo: o acréscimo de um ou mais pares de bases de nucledtidos numa sequéncia de ADN.

Jackpot: um grande niimero de mutagdes que surgiram através da expansdo clonal de uma dnica mutacio.

Grandes supressdes: supressdes no ADN auperiores a vérios milhares de bases (detetadas de forma eficaz pelos
ensaios de sele¢do Spi -~ e do plasmideo lacZ).

“Colagem”: a ligagdo covalente de duas extremidades de moléculas de ADN utilizando ligases.

Mitogénio: uma substincia quimica que estimula uma célula a iniciar a divisdo celular, desencadeando a mitose (ou seja,
a divisdo celular).

Gene neutro: um gene que nio é afetado pelas pressdes seletivas positivas ou negativas.
Empacotamento: a sintese de particulas de fagos infeciosos a partir de uma preparacdo de proteinas da cdpside e da
cauda do fago e um concatdmero de moléculas de ADN de fdgicas. Geralmente utilizado para empacotar o ADN clonado

num vetor lambda (separado por locais cos) em particulas lambda infeciosas.

Eficiéncia de empacotamento: a eficiéncia com a qual os bacteriéfagos empacotados sdo recuperados em bactérias
hospedeiras.

Unidade formadora de placas (pfu): uma medida de niimeros de bacteriéfagos vidveis.

Mutagio pontual: um termo geral para uma muta¢do que afeta apenas uma pequena sequéncia de ADN, incluindo
pequenas inser¢des, supressdes e substituicdes de pares de bases.

Selecdo positiva: um método que permite que sobrevivam apenas os individuos nos quais se verificaram mutagdes.
Gene repoérter: um gene cujo resultado mutante pode ser facilmente detetado.

Periodo de amostragem: o final do perfodo, antes do sacrificio, durante o qual a substincia quimica ndo é adminis-
trada e as lesdes do ADN ndo processadas sdo fixadas em mutagdes estdveis.
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Vetor de transporte: um vetor construido de modo a poder propagar-se em duas espécies hospedeiras diferentes;

assim, o ADN inserido num vetor de transporte pode ser testado ou manipulado em dois tipos de células diferentes ou
dois organismos diferentes.

Produto quimico em estudo: qualquer substincia ou mistura estudada utilizando este método de ensaio.

Transgénico: de, relativo a, ou organismo cujo genoma foi modificado através da transferéncia de um gene ou genes
de outras espécies.»
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