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3.* Delegagdo da Direcgdo-Geral da Contabilidade Publica, 20 de Fevereiro de 1989. — O Director, Serafim

de Oliveira Franga.

MINISTERIO DO PLANEAMENTO
E DA ADMINISTRAGAO DO TERRITORIO

Decreto-Lei n.° 46-A/89

de 20 de Fevereiro

O Decreto-Lei n.° 280-A/87, de 17 de Julho, estabe-
leceu diversas medidas relativas a notificagdo de substan-
cias quimicas e a classificacdo, embalagem e rotulagem
de substdncias perigosas, bem como i sua listagem.

A evolucgio técnico-cientifica entretanto verificada im-
poe a alteracdo da referida listagem, no sentido da sua
actualizagdo.

Simultaneamente, acolhem-se no nosso ordenamento
juridico as solugdes previstas nas Directivas
n.> 87/432/CEE, de 11 de Agosto, ¢ 88/302/CEE, de
30 de Maio.

Assim:

Nos termos da alinea @) do n.° 1 do artigo 201.° da
Constitui¢do, o Governo decreta o seguinte:

Artigo 1.° — 1 — A designagdo, nimero CAS, clas-
sificacdo e rotulagem de algumas substancias constantes
do anexo I ao Decreto-Lei n.° 280-A/87, de 17 de Ju-

lho, sdo alterados de acordo com o especificado no
anexo I ao presente diploma, de que faz parte integrante.

2 — As substdncias enumeradas no anexo 1l ao pre-
sente diploma, de que faz parte integrante, sio aditadas
ao anexo I ao Decreto-Lei n.° 280-A/87, de 17 de Julho.

Art. 2.° E aditado ao anexo vV ao Decreto-Lei
n.° 280-A/87, de 17 de Julho, o constante do anexo 111
ao presente diploma, de que faz parte integrante.

Art. 3.° O presente diploma entra em vigor no dia 30
de Junho de 1989.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 26
de Janeiro de 1989. — Anibal Antdnio Cavaco
Silva — Luis Francisco Valente de Oliveira — Joaquim
Fernando Nogueira — Jodo de Deus Rogado Salvador
Pinheiro — Luis Fernando Mira Amaral — Maria Leo-
nor Couceiro Pizarro Beleza de Mendonga Tavares —
José Albino da Silva Peneda — Joaquim Martins Fer-
reira do Amaral.

Promulgado em 9 de Fevereiro de 1989.

Publique-se.

O Presidente da Repiiblica, MARIO SOARES.

Referendado em 9 de Fevereiro de 1989.
O Primeiro-Ministro, Anibal Anténio Cavaco Silva.

ANEXD 1

( ARTIBO 1, No. 1)
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ANEXO III
(Artigo 29)

PARTE B: METODOS PARA DETERMINAGCAO DA TOXICIDADE
INTRODUCAO GERAL: PARTE B

ESTUDOS A LONGO PRAZO

Estudos de toxicidade subcrénica, toxicidade cronica e carcinogénese

Caracterizagio da substincia a testar e mistura utilizada no tratamento

Antes de iniciar qualquer estudo de toxicidade deve conhecer-se a composi¢io da substincia a testar, incluindo as
suas impurezas principais, bem como as suas propriedades fisico-quimicas essenciais ¢ a sua estabilidade.

As propriedades fisico-quimicas da substancia a testar fornecem informagées importantes para a escolha da via de
administragio, a concepgio dos estudos subcronicos, crénicos ou de carcinogénese, assim como para a
manipulagio e armazenamento da substincia a testar. A informacgio sobre a estrutura quimica e as propriedades
fisico-quimicas da substincia pode também dar indicagdes sobre as caracteristicas de absor¢io pela via de
administracio escolhida bem como sobre as possibilidades de distribuigdo tecidular e de metabolismo. Estudos
anteniores de roxicidade ¢ toxicocinética podem também fornecer informagdes sobre os parimetros toxicociné-
ticos. O estudo deve ser precedido pela elaboragio dum método analitico para as determinagées qualitativa e
quanntativa da substincia a testar (incluindo as impurezas principais se possivel) no veiculo de administragio e no
material biolégico.

Animais de experiéncia: selecgio da espécic ¢ estirpe

Uma vez que € necessario tratar os animais durante grande parte da sua vida, ha tendéncia para limitar os estudos a
especies ficeis de criar em laboratério e com uma duragio de vida relativamente curta. E muito conveniente o
conhecimento da incidéncia das afecgdes ¢ dos tumores espontineos nos animais da estirpe utilizada, quando
criados em condigdes semelhantes.
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As estirpes devem ser bem caracterizadas e isentas de defeitos congénitos que possam interferir na experiéncia. O
uso de estirpes consanguineas (inbred) ou de hibridos F, apresenta algumas vantagens a esse respeito, mas sempre
que se disponha de dados suficientes sobre os antecedentes de estirpes nio consanguineas, usando animais
provenientes de colonias fechadas, estas poderdo ser utilizadas.

Cuidados com os animais, regime alimentar ¢ de ingestio de agua

As experiéncias e os estudos em animais devem respeitar a legislagio nacional e ter em conta principios
humanitirios, assim como os ultimos progressos internacionais em matéria de protecgio dos animais. Sio
imperativos um controlo rigoroso das condiges de ambiente e técnicas adequadas ao tratamento dos animais se se
quiser obter resultados significativos. Factores como as condi¢bes de alojamento, doengas intercorrentes,
quimioterapia, presenga de impurezas na alimentacio, o ar, 2 4gua ¢ a «camax, cuidados gerais com os animais ¢
instalagdes, podem influenciar significativamente o resultado dos estudos de administragdo repetida. Em geral
deve conhecer-se o efeito de produtos quimicos esterilizantes sobre o estudo.

A dieta deve satisfazer todas as necessidades de nutrigio da espécie testada e deve ser isenta de impurezas
susceptiveis de influenciar o resultado do ensaio. A alimentagioe a agua serdo fornecidas ad libitum aos roedores,
sendo a alimentagio substituida pelo menos semanalmente. Presentemente utilizam-se trés tpos de dieta:
convencional, sintética ¢ regimes de férmula livre.

Seja qual for a dieta escolhida os fornecedores devem garanar, com controlos periédicos, o valor nutritivo ¢ o nivel
de concaminantes da diera de base; devem também fornecer esta informagio ao laboratério em cada lote de
alimentagio. E muito conveniente conhecer os efeitos do regime alimentar no metabolismo, assim como no
desenvolvimento de tumores e na longevidade dos animais.

Além disso, o laboratério que faz os testes pode efectuar uma contra-analise da dieta de base para controlar os
componentes alimentares ¢ contaminantes involuntérios, incluindo os carcinogéneos. Neste caso, os resultados
das analises serio conservados e incluidos no relatorio final consagrado a cada substincia a testar.

Os constituintes alimentares correntes com influéncia conhecida na carcinogénese {por exemplo anti-oxidantes,
4cidos gordos insaturados, selénio) ndo devem estar presentes em concentragdes passiveis de interferéncia. Devido
a0 impacto potencial de virios contaminantes correntes da dieta na avaliagio da carcinogénese, torma-se
necessdrio prestar uma atengdo especial 2 presenga na alimentagio de residuos de pesticidas, de compostos
organoclorados, de hidrocarbonetos aromiticos policiclicos, de estrogénios, de metais pesados, de nitrosaminas
de micotoxinas.

Sio indispenséveis testes de estabilidade quando a substincia a testar ¢ administrada na 4gua ou na alimentagio.
Devem ser feitos testes de estabilidade e homogeneidade bem conduzidos antes de se iniciar estudos de
administragio repetida para detetminar a frequéncia necessiria de preparagio e controlo da dieta.

Se os alimentos forem esterilizados, deverio conhecer-se os efeitos desse procedimento sobre a substincia a testar
bem como sobre os constituintes da dieta. Deverio efectuar-se os ajustamentos considerados adequados.

Durante os testes de carcinogénese, os investigadores devem ser informados sobre os contaminantes da dgua
utilizada. A dgua considerada prépria para consumo humano ¢ geralmente de qualidade satisfatéria, devendo
dispor-se de dados sobre a sua composigio.

Pode ser necessario ajustar a concentragio da substincia testada no regime alimentar 2 medida que os animais
crescem, de forma a manter mais ou menos constante a ingestio da substincia testada em fungio do peso
corporal.

O valor nutritivo da dieta de controlo e das dietas testadas deve ser o mais semelhante possivel. Deve, assim, ter-se
em conta o valor nutritivo da substincia testada e incorporada na dieta. A experiéncia mostra que, se nio atingir
5 % da dieta, uma substincia nio nutritiva testada nio parece interferir significativamente com o valor nutritivo da
dieta.

1. Estudos por inalagio

Nio se especifica nenhum teste limite por nio ter sido possivel definir um valor limite de exposi¢io para uma
inalagio unica.

2. Estudos de teratogénese

O método de ensaio destina-se essencialmente A via oral. Podem ser utilizadas outras vias em funcio das
propriedades fisicas da substancia a testar ou da via mais provavel de exposigdo humana. Nestes casos, 0 método
do ensaio deve ser convenientemente adaptado tomando em consideragio as informagdes obtidas no teste de 28
dias.
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3. Toxicocinética

Os estudos de toxicocinética facilitam a interpretagioe a avaliagdo dos dados toxicoldgicos. Estes estudos tém por
fim elucidar alguns aspectos particulares da toxicidade do produto testado ¢ os resultados obtidos podem ser rteis
na concepgio de outros estudos de toxicidade. Nio ¢ considerado necessério determinar todos os parametros para
cada caso: isso serd apenas necessario nos raros casos de sequéncia completa do estudo toxicocinético (absorgio,
excrecao, distribui¢io e metabolismo). Para alguns compostos pode ser aconselhavel uma modificagio desta
sequéncia ou pode ser suficiente um estudo com uma dose tnica.

Defini¢coes

Toxicocinética:  estudo da absorgio, distribuicio, metabolismo e excregio das substincias a testar;

Absorgio: processo(s) pelo(s) qual (quais) uma substincia administrada penetra no organismo;

Excregio: processo(s) pelo(s) qual(quais) a substincia administrada e/ ou seus metabolitos sio eliminados
do organismo; ¢

Distribuigio: processo(s) pelo(s) qual(quais) a substincia absorvida e/ou os seus metabolitos se repartem no
organismo;

Metabolismo: processo(s) pelo(s) qual{quais) a substincia administrada é estruturalmente modificada no

organismo por reacgdes enzimdricas ou ndo enzimaiticas.

4. Estudo de toxicidade aguda ¢ subaguda numa segunda espécie
Um estudo numa segunda espécie visa completar as conclusdes tiradas do estudo na primeira espécie.

No caso de um estudo numa segunda espécie, 0 método de ensaio 14 descrito pode ser utilizado ou adoptado a um
menor nimero de animais.

S. Estudos de fertilidade

Quando é necessirio um estudo de reprodugio até i terceira geragdo, o método descrito para o ensaio de
reproducio em duas geragdes pode ser alargado i terceira geragio.

6. Estudo de mutagénese
Testes complementares de mutagénese, incluindo testes de despiste de carcinogénese

No Anexo VIII da directiva mencionam-se testes complementares destinados ao estudo da mutagénese ou detecgio
de carcinogénese. Os ensaios descritos nesta parte podem geralmente ser utilizados na investigagio de ambas.

Introdugdo

A avaliagio inicial da actividade mutagénica duma substancia consiste em ensaios que detectam as mutagdes
génicas (pontuais) em bactérias, assim como as lesdes citogeneticas em células de mamifero (in vitro ou in vivo). Os
métodos adequados para estes estudos de base foram descritos préviamente. Esta parte trata dos estudos
complementares, permitindo verificar ¢/ou completar os resultados obtidos nos ensaios de base e podendo ser
utilizados nomeadamente para:

1. Confirmar resultados obtidos nos ensaios de base.
2. Estudar os fenomenos nio examinados nos ensaios de base.

3. Iniciar ou aprofundar estudos in vivo.

Para estes efeitos, a gama de testes descritos compreende organismos eucarioras in vitro e in vivo, assim como uma
extensa gama de fenémenos biolégicos. Os testes permitem obter informagées sobre as mutagdes pontuais que se
dido nos organismos mais complexos que as bactérias utilizadas nos ensaios de base, ¢ completam as informagdes
sobre a capacidade duma substincia para induzir aberragdes cromossérmicas.

S3o também descritos testes que utilizam fenémenos diferentes das mutagdes pontuais ¢ aberragdes cromossé-
micas. Estes testes fornecem informagdes complementares ¢ podem ser utilizados em programas de investiga-

sdo.

Como regra geral, qualquer programa de estudos complementares de mutagénese deveria ser concebido de forma a
fornecer informagdes suplementares relevantes sobre o potencial mutagénico e/ou carcinogénico dessa
substincia.

A escolha do estudo apropriado em cada caso especifico dependera de muiltiplos factores, nomeadamente das
caracteristicas fisicas e quimicas da substincia, dos resultados dos primeiros testes bacterioldgicos e citogenéticos,
do perfil metabdlico da substancia, dos resultados de outros estudos de toxicidade e das utilizagdes conhecidas da
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substincia. Dada a variedade de factores a ter em conta, nio ¢ possivel o estabelecimento dum programa rigido
para a selecgio dos testes. No entanto, podem servir de orientagio alguns principios gerais: quando um teste se
revelar positivo nos ensaios de base, os estudos complementares deveriam incluir pelo menos um teste capaz de
detectar 0 mesmo fenémeno genético. Quando ambos os testes de base se revelarem negativos, devem
normalmente ser efecruados como exames complementares testes para detectar as mutagdes genéticas ¢ para
detectar as aberragdes cromossomicas. Pode também tornar-se necessirio obter informagdes complementares de
testes indicadores (ver lista abaixo). Os métodos que permitem efectuar estas investigagdes encontram-se
agrupados em baixo, de acordo com a sua principal consequéncia genética.

Estudos para detec¢do de mutagGes génicas (pontuais)

Para investigar mais profundamente a capacidade duma substincia induzir mutagdes génicas (pontuais), pode ser
utilizado um dos seguintes testes:

a) Estudo de mutagio «forwards (forward mutation) ou de mutagio reversivel (reverse mutation), em
MiCroorganismos eucariotas (Saccharomyces cerevisiae);

B) Estudos in vitro para detecgio de mutagdes «forward» em células de mamiferos;
¢) Prova do gene letal recessivo ligado ao sexo na Drosopbhila melanogaster;

d) Ensaio de mutagio somitica in vivo: prova das malhas (spot-test) no ratinho.

Estudos para detectar aberragGes cromossémicas

Para investigar mais profundamente a capacidade duma substancia induzir aberragdes cromossomicas, pode ser
utilizado um dos seguintes testes:

a) Estudos citogenéticos in vivo em mamiferos.

A analise in vivo da metafase das células de medula 6ssea deve ser considerada se nio estiver ja incluida na
avaliagio inicial (testes de base); além disso pode ser estudada a cuogenética das células germinais in
vivo;

b) Estudos citogenéticos in vitro em células de mamiferos, se estes nio constarem da avaliagio inicial;
¢) Estudos de gene letal dominante nos roedores;

d) Prova de translocagio com transmissio hereditdria no ratinho.

Testes indicadores de efeitos sobre o ADN
N

Existem alguns métodos que permitem evidenciar certos efeitos sobre ¢ ADN mas cujo fendnemo «final» ndo é uma
manifestagio mutagénica. Estes estudos podem dar informagdes, completando as obtidas com os estudos de
mutagénese, e podem revelar-se tteis para a interpretagio destes. Se for necessério efectuar estes testes, ¢é possivel
aplicar um destes trés métodos utilizando microorganismo eucariotas ou células de mamiferos:

a) Recombinagio mitética em Saccharomyes cerevisiae;
b) Lesdo e reparagio de ADN — sintese nio-programada de ADN — células de mamiferos in vitro;

¢) Troca entre cromatides do mesmo cromossoma(sister-chromatid)em células de mamifero (irr vitro);

Outros testes indicadores de potencial carcinogénico

Os ensaios de transformagio de células de mamiferos permitem medir a capacidade duma substincia induzir,
numa cultura celular, alteragdes morfolégicas ¢ de comportamento que se supde estarem associadas com a
transformagio maligna in vivo. Podem ser utilizados vérios tipos celulares ¢ diferentes critérios de transforma-
gdo.

Avalia¢do do risco de efeitos hereditarios nos mamiferos

Existem varios métodos permitindo medir, nos mamiferos, os efeitos hereditirios induzidos por mutagdes génicas
(pontuais) {por exemplo: a prova do locus especifico no ratinho(*)] ou por aberragdes cromossémicas (por
exemplo: a prova de translocagio com transmissio hereditiria no ratinho). Estes métodos podem ser ucilizados
para avaliar o risco genético que pode representar uma substincia para o homem. No entanto, dada a
complexidade destes ensaios ¢ o elevado nimero de animais que requerem, em particular a prova do locus
especifico, deve existir uma justificagio suficientemente forte para a sua utilizagio.

(") O teste do locus especifico no ratinho (que nio estd descrito neste documento) pode ser utilizado para medir 2 mutagio que
ocorre nas células germinais apds a exposigio a uma substincia mutagénica, ¢ posta em evidéncia na primeira geracio.
possivel detectar ¢ quantificar as alterages génicas quelevama modificagdes nos produtos génicos traduzindo-se por fendtipos
visiveis.
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TOXICIDADE ORAL SUBCRONICA:

TESTE DE NOVENTA DIAS EM ROEDORES (DOSE ORAL REPETIDA)

1. METODOS

1.1. Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B

1.2 Definigoes

Ver Introdugio geral, Parte B

1.3. Substincias de referéncia
Nenhuma
1.4. Principio do método de ensaio

A substincia a testar ¢ administrada diariamentc por via oral em doses graduais A razio de uma dose por grupo por
um periodo de noventa dias. Durante o periodo de administragio, os animais sio observados diariamente para se
detectarem manifestagdes de toxicidade. Os animais que morrem durante a experiéncia sio autopsiados e, no fim
da experiéncia, os animais sobreviventes sio igualmente autopsiados.

1.5. Critérios qualitativos
Nenhum

1.6. Descrigio do método de ensaio
Preparativos

Os animais sdo mantidos nas condigbes de alojamento ¢ de alimentagio da experiéncia durante pelo menos cinco
dias antes do teste. Antes do teste, os animais jovens e sdos sio distribuidos 20 acaso pelos grupos de tratamento ¢
de controlo. :

A substincia a testar pode ser administrada com a comida por gavage, em cipsulas ou na 4gua de beber. As doses
devem ser administradas aos animais da mesma maneira durante toda a experiéncia. No caso de se utilizar um
veiculo ou outros aditivos, para facilitar a administragio, estes devem ser comprovadamente isentos de efeitos
téxicos. Podem ser utilizados dados de experiéncias anteriores, se necessario.

Condigcbes experimentais
Animais de experiéncia

Salvo contra-indicagio, a espécie preferids ¢ o rato. Devem utilizar-se animais jovens e sdos duma estirpe corrente
de laboratério; o ideal seria comegar a administragio da substincia antes dos ratos atingirem a idade de seis
semanas sendo forgoso o inicio antes das oito semanas. No inicio da experiéncia, a diferenga de peso entre os
animais nio poder4 ultrapassar + 20 % do peso médio. Se um estudo oral subcrénico constituir a fase preliminar
dum estudo 2 longo prazo, deve utilizar-se 2 mesma espédie ¢ estirpe em ambos os estudos.

Nimero e sexo

Para cada dose serio utilizados pelos menos vinte animais (dez fémeas e dez machos). As fémeas deverio ser
nuliparas e nio gravidas. Se for previsivel sacrificar alguns animais durante a experiéncia, devem acrescentar-se ao
nGmero inicial o nimero dos animais que se prevé ir sacrificar. Para além destes, podera haver um grupo satélite de
vinte animais (dez animais de cada sexo) tratado com a dose mais elevada durante noventa dias e observado quanto
A reversibilidade, persisténcia ou aparecimento tardio de efeitos téxicos durante vinte e oito dias apds o
tratamento.
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Doses

Sdo utilizadas pelo menos trés doses diferentes e um controlo; os animais do grupo de controlo serdo tratados da
mesma maneira que os animais dos grupos da experiéncia com excepgio do tratamento com a substincia a testar.
Se se utilizar um veiculo para facilitar a administragdo, este serd administrado ao grupo de controlo da mesma
forma que a0s grupos tratados € o volume recebido devera corresponder ao do grupo tratado com a dose mais
elevada. A dose mais elevada deve produzir efeitos téxicos mas ndo provocar nenhuma ou poucas mortes. A dose
mais baixa nio deverd produzir quaisquer efeitos téxicos. Se se dispuser de informagio sobre a exposicio humana,
a dose mais baixa deveré ser inferior a0 seu valor. O ideal seria a dose intermédia produzir o efeito téxico minimo
observavel. Se se utilizarem vérias doses intermédias, a diferenca entre elas seré calculada de forma a conseguir-se
uma gradagdo dos efeitos toxicos.

Nos grupos das doses mais baixa ¢ intermédia assim como no grupo de controlo, a incidéncia de mortalidade
deveri ser baixa para permitir uma avaliagdo significativa dos resultados.

Quando a substncia a testar for incorporada na alimentagio pode utilizar-se seja uma concentragdo alimentar
constante (ppm ou mg/ kg de alimento) seja uma dose constante em relagdo com o peso corporal dos animais; deve
ser especificado o método escolhido.

No caso de uma substdncia administrada por gavage, a dose deve ser administrada diariamente sempre 2 mesma
hora. As doses serio modificadas semanalmente ou quinzenalmente a fim de se manter uma dose constante em
relagio ao peso corporal do animal.

Teste limite

Se j4 tiver sido efectuado um teste de noventa dias, de acordo com o método a seguir descrito, com uma dose de
1 000 mg/kg. peso corporal/dia ou com uma dose mais elevada em fungio da possibilidade de uma exposicio
humana — quando conhecida — que nido tenham provocado qualquer efeito toxico, serd inutl prosseguir a
experiéncia. Quando se trata de substincias pouco téxicas incorporadas na alimentacdo ¢ importante assegurar-se
que as quantidades ¢ outras propriedades da substincia a testar ndo interferem com as exigéncias normais de
nutrigdo.

Periodo de observagio

Todos os animais devem ser observados diariamente e registados os sinais de toxicidade bem como o momento do
seu aparecimento, sua intensidade ¢ duragio. Devem ser registados o momento da morte e os momentos de
aparecimento ¢ desaparecimento das manifestagdes de toxicidade.

Procedimento

Nas condigdes ideais a substincia a testar serd administrada aos animais sete dias por semana num periodo de
noventa dias. Os animais de todos os grupos satélites que forem objecto de observagdes complementares serio
mantidos vivos durante vinte e oito dias, sem tratamento, para se detectar a recuperagio ou persisténcia dos efeitos
téxicos. .

Durante o periodo de observagdo dos animais em cativeiro convém registar todas as alteragdes da pele e do pélo,
dos olhos ¢ membranas mucosas, assim como dos aparelhos respiratério e circulatério, dos sistemas nervosos
auténomo e central, da actividade somatomotora e do comportamento. Deve determinar-se semanalmente o
consumo alimentar (e o consumo de dgua quando a substincia a testar for administrada na dgua de beber) ¢
também o peso dos animais.

Devem observar-se regularmente os animais para se evitarem perdas, tanto quanto possivel, por causas como
canibalismo, autdlise dos tecidos ou condigdes impréprias de alojamento. No fim da experiéncia, todos os animais
sobreviventes dos grupos tratados nio satélites serio autopsiados. Os animais moribundos serio imediatamente
retirados ¢ autopsiados.

Os exames que a seguir se enunciam sio normalmente feitos a todos os animais incluindo os controlos:

2) Um exame oftalmolégico usando um oftalmoscépio ou equipamento adequado equivalente deve ser feito antes
da administrag3o da substincia a testar e no fim da experiéncia, de preferéncia a todos os animais, mas pelo
menos nos grupos da dose mais elevada e de controlo. Se se detectarem alterages oculares devem examinar-se
todos os animais;

b) Um exame hematolégico serd efectuado no fim da experiéncia, compreendendo os seguintes testes:
hematécrito, concentragio de hemoglobina, contagem de eritrdcitos, contagem de leucocitos, formula
leucoditiria, bem como um estudo da coagulagio ¢ tempo de coagulagio, tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina, ou contagem de plaquetas;

¢) adeterminagio de dados bioquimicos no sangue deve ser feita no fim da experiéncia. Apresentam um interesse
geral para todos os estudos a avaliagio do equilibrio electrolitico, do metabolismo dos hidratos de carbono, da
fungio hepatica ¢ renal. A escolha dos testes especificos serd influenciada por observagoes relativas ao modo de
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(20 da substincia a testar. Sugere-se o doseamento do cilcio, fésforo, cloretos, sédio, potissio, glicose em
jejum (o periodo de jejum dependerd da espécie), transaminase glutdmico-pinivica sérica (1), transaminase
glutdmico oxaloacética sérica (2), ornitina-descarboxilase, gama-glutamil transpeptidase, azoto ureico,
albumina, creatinina plasmitica, bilirubina total e as proteinas séricas totais. As outras andlises eventualmente
necessirias a2 uma avaliagio toxicplégica adequada incluem anilises de lipidos, hormonas, equilibrio
4cido-bisico, methemoglobina e actividade colinesterdsica. Podem efectuar-se outras andlises bioquimicas
clinicas, se necessirio, para aprofundar o estudo dos efeitos observados;

d) Um exame regular da urina nio é necessario; este exame s6 ¢ indicado em caso de efeitos toxicos provéveis ou
manifestos.

Se a informacio de estudos anteriores nio for apropriada devera considerar-se a necessidade de determinagio dos
pardmetros hematolégicos e bioquimicos clinicos antes de comegar a experiéncia.

Aucddpsia

Todos os animais serdo submetidos a uma autépsia geral compreendendo o exame da superficie exterior do corpo,
de todos os orificios, bem como das cavidades craniana, torixica e abdominal ¢ respectivos conteidos. O figado,
0s rins, as supra-renais ¢ os testiculos serio pesados, ainda humidos, o mais rdpidamente possivel depois da
dissecagio para se evitar a perda de liquidos por evaporagio. Os seguintes orgios e tecidos deverio ser conservados
num meio adequado na eventualidade de um exame histopatolégico ulterior: todas as lesdes macroscépicas,
encéfalo — incluindo cortes da medula/protuberncia, cértex cerebeloso ¢ cortex cerebral, hipéfise, tirdideia/
paratirdideia, todo o tecido timico, traqueia e pulmdes, coragio, 2orta (glandulas salivares), figado, bago, rins
supra-renais, pancreas, génadas, itero, {orgios genitais anexos), (pele), es6fago, estémago, doudeno, jejuno,
fleo, cego, colon, recto, bexiga, ginglio linfitico representativo, (glindula mamdria na fémea), (musculatura da
coxa), nervo periférico, esterno com medula dssea, (othos), (fémur, incluindo superficie articular), (medula
espinhal a trés niveis — cervical, mediotoraxica e lombar), (glindulas lacrimais). Os tecidos mencionados entre
parénteses s6 serio examinados em caso de aparecimento de sinais de toxicidade ou de compromisso de orgio
alvo.

Exame histopatolégico

a) Serdo objecto de um exame hiszopatoldgico completo os orgios e tecidos dos animais dos grupos tratados com
a dose mais elevada e de controlo;

b) Todas as lesdes macroscopicas serio examinadas;
c) Os orgios alvo dos animais dos grupos tratados com outras doses deverio ser examinados;

d) Os pulmdes dos grupos expostos as doses baixa e intermédia(s) serdo submetidos a um exame histopatolégico
para se detectar qualquer sinal de infecgdo, uma vez que isso nos permite uma avaliagio conveniente do estado
de saide dos animais. Deveré considerar-se a necessidade de um exame histopatolégico do figado e dos rins
nestes grupos. Outros exames histopatolégicos poderdo ndo se justificar para os animais desses grupos, mas
devem ser sempre efectuados aos orgios que apresentem leses, no grupo tratado com a dose mais
elevada;

¢) Quando se usar um grupo satélite, sera feito um exame histoparologico dos tecidos e dos orgios apresentando
sinais de toxicidade nos grupos de trabalho.

2. Resultados

Os dados devem ser resumidos sob a forma de quadros, para cada grupo de experiéncia, indicando o nimero de
animais no inicio desta, o nimero de animais apresentando lesdes ¢ a percentagem de animais com cada tipo de
lesio. Os resultados deverio ser avaliados com um método estatistico apropriado. Pode utilizar-se qualquer
método estatistico reconhecido.

3. RELATORIO

3.1 Relaténo do teste

O relatério do teste deverd incluir as seguintes informagdes:
— espécie, estirpe, origem, condigdes do ambiente, dieta,
— condig¢des do teste,

— doses (incluindo veiculo, se utilizado) € concentragoes,
— resposta toxica, por sexo e por dose,

(') Conhecida actualmente por transminase da alanina.
(?) Conhecida actualmente por transminase do aspartato.
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3.2.

1.1.

1.2

1.3.

1.4,

1.5.

— dose sem efeitos, se possivel,

— momento da morte durante o estudo ou indicagio dos animais sobreviventes no fim da experiéncia,
— descrigio dos efeitos téxicos ou outros,

— momento da observagio de qualquer manifestagio anormal e sua evolugio,

— dados relativos 2 alimentagdo e peso corporal,

— observagdes oftalmolégicas,

— testes hematoldgicos efectuados e seus resultados,

— testes biogimicos clinicos utilizados ¢ seus resultados (incluindo resultados das andlises de urina),
— resultados da autdpsia,

— descrigio pormenorizada de todas as observagdes histopatoldgicas,

— tratamento estatistico dos resultados, se possivel,

— discussio dos resultados,

— interpretagdo dos resultados.

Avaliagio ¢ interpretagio
Ver Introdugio geral, Parte B.

Referéncias

Ver Introdugio geral, Parte B.

TOXICIDADE ORAL SUBCRONICA:

TESTE DE NOVENTA DIAS EM ESPECIES NAO PERTENCENTES AOS ROEDORES (DOSE ORAL REPETIDA)

METODO

Introdugio
Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigdes
Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma

Principio do método de ensaio

A substincia a testar é administrada diariamente por via oral, a virios grupos de animais de experiéncia (nio
roedores) A razdo de uma dose por grupo durante um periodo de noventa dias. Durante o periodo de administragio
os animais sio observados diariamente para se detectarem manifestagdes de toxicidade. Os animais que morrem
durante a experiéncia sio autopsiados ¢ no fim da experidncia os animais sobreviventes sio igualmente
autopsiados.

Critérios qualitativos
Nenhum
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1.6. Descrigio do método de ensaio
Preparativos

Os animais s3o mantidos nas condigdes de alojamento e de alimentagdo da experiéncia pelo menos durante cinco
dias antes do teste. Antes do inicio do teste os animais jovens e sdos sio distribuidos a0 acaso pelos grupos
submetidos ao tratamento e de controlo.

A substincia a testar pode ser administrada na comida ou em c4psulas se for mais conveniente. Podem ser usados
outros métodos de administragdo oral. As doses serio administradas aos animais da mesma forma durante toda a
experiéncia. No caso de se utlizar um veiculo ou outros aditivos para facilitar a administragio estes devem ser
comprovadamente nio tdxicos. Podem ser usados dados de experiéncias anteriores.

CondigGes experimentais
Animais de experiéncia

A espécie de nio roedores mais utilizada ¢ o cio, de preferéncia de raga definida. Podem ser utilizadas outras
espécies nio roedoras. Utilizar-se-30 animais jovens e sdos e, no caso do cio, o teste devera comegar de preferéncia
na idade de quatro a seis meses e nunca depois dos nove meses. Se um estudo subronico oral constituir a fase
preliminar de um estudo a longo prazo deve utilizar-se a mesma espécie/raga em ambos os estudos.

Nimero e sexo

Serio utilizados para cada dose pelo menos oito animais (quatro fémeas e quatro machos); o nimero de animais
sobreviventes no fim da experiéncia deve ser suficiente para permitir uma avaliagio significativa dos efeitos
tdxicos.

Doses

S$3o utilizadas pelo menos trés doses diferentes ¢ um controlo. Os animais do grupo de controlo s3o tratados da
mesma maneira que os animais do grupo de experiéncia com excepgio do tratamento com a substincia a testar. A
dose mais elevada deverd produzir efeitos téxicos mas nio a morte do animal; a dose mais baixa nio devera

Proauzir quaisquer ereitos toxicos. de se dispuser de intormagio sobre a exposicio humana, a dose mais fraca serd
superior a este valor. O ideal seria que a dose intermédia produzisse o efeito tdxico minimo observivel. Se se
utilizarem virias doses intermédias, a diferenga entre elas serd calculada de forma a conseguir-se uma gradagio dos
efeitos tdxicos.

Nos grupos das doses baixa ¢ intermédia assim como no grupo controlo nio devera haver morte de animais.

Quando se trata de substincias pouco téxicas incorporadas, na alimentagio é importante assegurar-se que as
quantidades de substincia a testar envolvida nio interferem com a alimentagio normal.

Quando a substdncia a testar for incorporada na comida pode utilizar-se seja uma concentragdo alimentar
constante (ppm ou mg/ kg de comida) seja uma dose constante em relagio com o peso corporal dos animais; deve
ser especificado o mérodo escolhido. Quando a substincia é administrada directamente, por exemplo numa
cdpsula, a dose serd dada todos os dias & mesma hora; se necessério, serd adaptada semanalmente a fim de se
manter uma dose constante em relagio ao peso corporal do animal. Se um estudo subcrénico constituir uma fase
preliminar de um estudo a longo prazo, deve utilizar-se um regime alimentar anslogo em ambos os estudos.

Teste Limite

Se j4 tiver sido efectuado um teste de noventa dias de acordo com o método descrito abaixo, com uma dose de 1 000
mg/ kg peso corporal/dia ou com uma dose mais elevada em fungio da possibilidade de uma exposi¢io humana —
quando conhecida — que nio tenha provocado quaisquer efeitos téxicos, pode considerar-se inttil prosseguir a
experiéncia. Quando se administram na comida substincias pouco téxicas é importante certificar se as suas
quantidades ou outras propiedades nio interferem com as exigéncias normais de alimentagio.

Perfodo de observagio

Todos os animais deverio ser observados diariamente e registadas as manifestagdes de toxicidade incluindo o
momento do seu aparecimento, sua intensidade e duragio. Serdo registados 0 momento da morte assim como o do
aparecimento ¢ desaparecimento das manifestagdes de toxicidade.
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Procedimento

Nas condigdes ideais a substincia a testar serd administrada aos animais sete dias por semana durante um perfodo
de noventa dias. Desde que a substincia a testar ndo seja administrada na comida admite-se que por razdes
essencialmente prdticas seja administrada cinco vezes por semana. As observagdes incluirdo, pelo menos, as
modificagdes do pélo e da pele, dos olhos e das membranas mucosas, do aparelho respiratério, do aparelho
circulatdrio, do sistema nervoso auténomo e central assim como a actividade somatomotora e do comportamento.
O consumo alimentar (e de 4gua quando a substincia a testar ¢ administrada na dgua de beber) assim como o peso
dos animais serio determinados semanalmente.

Proceder-se-i diariamente 2 um exame clinico atento dos animais e tomar-se-30 medidas para reduzir o nimero de
perdas de animais. No termo da experiéncia todos os animais sobreviventes sio autopsiados. Os animais
moribundos sio retirados imediatamente ¢ autopsiados. Os exames que a seguir se enunciam sio normalmente
feitos a todos os animais incluindo os controlos:

a) Um exame oftalmolégico usando um oftalmoscépio ou equipamento adequado equivalente deve ser feito antes
da administragdo da substincia a testar ¢ no fim da experiéncia de preferéncia a todos os animais, ou pelo
menos nos grupos da dose mais elevada e de controlo. Se se detectarem alteragSes oculares devem examinar-se
todos os animais;

b) Um exame hematoldgico sers efectuado quer no inicio da experiéncia quer no fim, incluindo os seguintes
testes: hematdcrito, concentragio de hemoglobina, contagem de eritrécitos, contagem de leucdcitos, férmula
leucocitdria bem como um estudo da coagulagio pelo tempo de coagulagdo, tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina, ou contagem de plaquetas;

c) A determinacio de dados bioquimicos no sangue deve ser feita no principio da experidncia, depois todos os
meses ou s6 a meio, ¢ no fim da experiéncia. Apresentam um interesse geral para todos os estudos a avaliagio
do equilibrio electrolitico, do metabolismo dos hidratos de carbono, da fun¢io hepartica e renal. A escolha dos
testes especificos serd influenciada por observagdes relativas a0 modo de acgio da substincia a testar. Sugere-se
o doseamento do cilcio, fésforo, cloretos, sédio, potdssio, glicose em jejum (o periodo de jejum dependerd da
espécie), transaminase glutdmico-pinivica sérica () transaminase glutAmico oxaloacética sérica (2), ornitina-
descarboxilase, gama-glutamil transpeptidase, azoto ureico, albumina, creatinina plasmitica, bilirubina
total e as protefnas séricas totais. As outras anilises eventualmente necessdrias a uma avaliagio toxicolégica
adequada incluem andlises de lipidos, hormenas, equilibrio dcido-basico, methemoglobina e actividade
colinesterasia. Podem efectuar-se outras andlises bioquimicas clinicas, se necessirio, para aprofundar o estudo
dos efeitos observados. Os animais ndo roedores serdo submetidos a uma dieta durante um determinado
periodo de tempo (n3o ultrapassando as 24 horas) antes de se colher o sangue;

d) Um exame regular da urina nio é necessirio; este exame s6 é indicado no caso de efeitos téxicos proviveis ou
manifestos. Se a informagdo de estudos anteriores nZo for apropriada dever4 considerar-se a necessidade de
determinagio dos parimetros hematolégicos e bioguimicos clinicos antes de comegar a experiénca.

Autdpsia

Todos os animais serdo submetidos a uma autépsia geral que incluira o exame da superficie exterior do corpo, de
todos os orificios e das cavidades craniana, tordxica e abdominal e respectivos contetidos. O figado, os rins, as
glandulas suprarenais, a tir6ideia (assim como as paratirdideias) e os testiculos serdo pesados ainda himidos o
mais rapidamente possivel depois da dissecagdo para se evitar a perda de liquidos por evaporagdo. Os seguintes
orgdos e tecidos deverdo ser conservados num meio adequado na eventualidade de um exame histopatoldgico
ulterior: todas as lesdes macroscopicas, encéfalo — incluindo cortes da medula/da protuberdncia, cértex
cerebeloso, cértex cerebral, hipéfise, tirdideia/ paratirdideia, todo o tecido timico, (traqueia), pulmdes, coragio,
aorta, glandulas salivares, figado, bago, rins, glindulas supra-renais, pincreas, gonadas, utero (orgdos genitais
anexos), (pele), vesicula biliar, eséfago, estdbmago, duodeno, jejuno, ileo, cego, cédlon, recto, bexiga, ginglio
linfatico representativo, (glindula mamaria na f8mea), musculatura da coxa), nervo periférico, (olhos), esterno
com medula éssea, (fémur, incluindo superficie articular) ¢ (medula espinhal a trés niveis — cervical,
mediotorixica e lombar). Os tecidos mencionados entre parénteses sé serio observados em caso de aparecimento
de sinais de toxicidade ou de compromisso do orgdo alvo.

Exame histopatolégico

Serio objecto de um exame histopatoldgico completo todos os orgdos e tecidos dos animais do grupo de controlo e
do grupo exposto i dose mais elevada. Nos outros grupos tratados faz-se um exame histopatoldgico de todos os
orgios que apresentam lesdes no grupo tratado com a dose mais elevada ou naqueles em que as observagdes clinicas
indiquem a sua necessidade.

("} Conhecida actualmente por transaminase da alanina.
(#) Conhecida actualmente por transaminase do aspartato.
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2. RESULTADOS

Os resultados serio resumidos na forma de quadros indicando, para cada experiéncia, o nimero de animais no
inicio do ensaio, o nimero de animais apresentando lesdes, o tipo de lesio € a percentagem de animais com cada
tipo de lesdo. Os resultados serio avaliados por meio de um método estatistico apropriado. Pode ser utilizado
qualquer método estatistico reconhecido.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério do teste deve incluir as seguintes informagdes:

espécie, raga estirpe, origem, condi¢des do ambiente, dieta,

condigdes experimentais,

doses (incluindo veiculo, se utilizado) e concentragées,

resposta téxica por sexo ¢ dose,

dose sem efeito, se possivel,

momento da morte durante a experiéncia ou indicagio dos animais sobreviventes no fim da experiéncia,
descrigdo dos efeitos téxicos ou outros,

momento da observagio de qualquer manifestagio anormal e sua evolugio,

dados relativos 2 alimentagio e peso corporal,

observagdes oftalmoldgicas,

exames hematolégicos efectuados e resultados,

provas bioquimicas clinicas utilizadas e seus resultados {incluindo resultado das anilises de urina),
resultados da autépsia,

tratamento estatistico dos resultados se possivel,

discuss3o dos resultados,

interpretagio dos resultados,

descrigio pormenorizada de todas as observagdes histopatoldgicas.

3.2. Avaliagio e interpretagio

Ver Introdugido geral, Parte B.

4, REFERENCIAS

Ver Introdugdo geral, Parte B.

TOXICIDADE DERMICA SUBCRONICA:

TESTE DE NOVENTA DIAS EM ROEDORES

1. METODO

1.1. Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.
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1.2 Definigbes
Ver Introdugio geral, Parte B.
1.3. Substincias de referéncia
Nenhuma.
1.4. Principio do método de ensaio
A substincia a testar ¢ aplicada diariamente em doses graduais na pele dos animais dos varios grupos, a razio de
uma dose por grupo por um periodo de noventa dias. Durante o periodo de aplicagio, os animais sio observados
diariamente para se detectarem manifestagdes de toxicidade. Os animais que morrem durante a experiéncia sio
autopsiados ¢ no fim da experiéncia os animais sobreviventes sio igualmente autopsiados.
1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.
1.6. Descri¢io do método de ensaio

Preparativos

Os animais sio mantidos nas condigdes de alojamento ¢ de alimentagio da experiéncia, durante pelo menos cinco
dias antes do teste. Antes de comegar o teste os animais jovens ¢ sios sio distribuidos ao acaso pelos grupos
submetidos ao tratamento e de controlo.

Pouco tempo antes de se iniciar o ensaio rapam-se os ptlos da regiio dorsal dos animais. Se se recorrer 2 tosquia
esta devera ser efectuada mais ou menos 24 horas antes do teste. Normalmente ¢ necessario repetir estas operagoes
todas as semanas devendo tomar-se muito cuidado para nio lesar a pele.

A irea destinada 4 aplicagio da substincia a testar nio podera ser inferior a 10 % da superficie corporal. O peso do
animal entrari em linha de conta na decisio da zona a expér ¢ da dimensdo da superficie a tratar. Sempre que se
testam substincias solidas, que se necessirio podem ser pulverizadas, a substancia a testar deve ser humedecida
com 4gua ou com um veiculo apropriado para garantir um bom contacto com a pele. As substincias a testar
lquidas sio geralmente usadas sem ser diluidas. Procede-se 2 uma aplicagio didria durante cinco a sete dias por
semana.

Condi¢oes experimentats
Animais de éxperiéncia

Podem ser utilizados o rato, o coelho ou a cobaia; também podem usar-se outras espécies sendo necessario
justificar o seu emprego. No inicio da experiéncia a diferenga de peso entre os animais ndo podera ultrapassar
+ 20 % do peso médio. S¢ um estudo dérmico subcrénico constituir a fase preliminar de um estudo a longo prazo,
deve utilizar-se 2 mesma espécie ¢ estirpe em ambos os estudos.

Numero ¢ sexo

Para cada dose serio utilizados pelo menos vinte animais (dez fémeas e dez machos) de pele sa. As fémeas deverio
ser nuliparas e nio gravidas. Se for previsivel sacrificar alguns animais durante a experiéncia devem acrescentar-se
a0 nimero inicial o nimero de animais que se prevé ir sacrificar. Para além destes podera haver um grupo satélite de
vinte animais (dez de cada sexo) tratado com a dose mais elevada, durante noventa diase e observado quanto 2
reversibilidade, 3 persisténcia ou aparecimento tardio de efeitos t6xicos durante vinte e oito dias apds o
tratamento.

Doses

S3o0 neckssarias pelo menos trés doses diferentes com um controlo ou um veiculo de controlo se for usado um
veiculo. O periodo de exposigio deverd no minimo ser de seis horas por dia. A substancia a testar ser4 aplicada
diariamente 3 mesma hora ¢ a quantidade a administrar sera ajustada regularmente (semanalmente ou
bisemanalmente), de modo a manter-se constante relativamente ao peso corporal do animal. Os animais do grupo
de controlo serdo tratados da mesma maneira que oscanimais dos grupos de experiéncia com excepgio da
aplicagdo da substincia a testar. Se se utilizar um veiculo para facilitar a2 administragio, este sera administrado a0
grupo de controlo da mesma forma que aos grupos tratados, devendo a dose corresponder 4 do grupo tratado com
a dose mais elevada. A dose mais elevada serd determinada de forma a produzir efeitos toxicos mas nunca, ou

_raramente, a morte do animal; a dose mais baixa nio deveri produzir quaisquer efeitos toxicos. Se se dispuser de

informagio sobre a exposigio humana, a dose mais baixa devera exceder esse valor. O ideal seria a dose intermédia
produzir o efeito téxico minimo observavel.
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Se se¢ utilizarem virias doses intermédias a diferenga entre elas serd calculada de forma a conseguir-se uma gradagio
dos efeitos toxicos. Nos grupos das doses mais baixa ¢ intermédia a incidéncia de mortalidade devera ser baixa para
permitir uma avaliagio significativa dos resultados.

Se a aplicagio da substincia a testar provocar uma grave irritagio cutinea, deverio reduzir-se as concentragoes, o
que poder4 originar uma diminuigdo ou até um desaparecimento dos outros efeitos téxicos da dose mais elevada.
Se as lesdes cutineas forem muito graves, pode tornar-se necessario interromper a experiéncia e recomegd-la com
concentragdes mais fracas.

Teste limite

Se j4 tiver sido efectuada uma experiéncia preliminar com uma dose de 1 000 mg/ kg ou com uma dose mais elevada
em fungio da possibilidade de uma exposi¢io humana conhecida, que nio tenha provocado quaisquer efeitos
tdxicos, sera inutil prosseguir a experiéncia.

Perfodo de observagio

Os animais da experiéncia serio observados diariamente para detectar manifestagoes de toxicidade. Serio
registados o momento da morte ¢ o momento do aparecimento e desaparecimento das manifestagbes de
toxicidade.

Procedimento

Os animais sero colocados em gaiolas individuais. Em condigdes ideais a substincia a testar serd administrada aos
animais sete dias por semana durante um periodo de noventa dias.

Os animais de todos os grupos satélites que forem objecto de observagdes complementares serio mantidos vivos
durante mais vinte ¢ oito dias, sem tratamento, para se detectar a recuperagio ou a persisténcia dos efeitos téxicos.
O tempo de exposigdo sera de seis horas por dia.

A substincia a testar serd aplicada uniformemente numa 4rea equivalente a 10 % da superficie total do corpo. No
caso de substincias altamente téxicas, a superficie a utilizar podera ser menor mas a camada da substancia deveri
ser o mais fina ¢ uniforme possivel.

Durante a exposigao a substncia a testar é mantida em contacto com a pele por meio de uma gaze porosa e de um
adesivo anti-alérgico. A superficie tratada serd por sua vez convenientemente coberta de maneira a manter no seu
lugar a gaze e a substdncia a testar, e a evitar que os animais ingiram a dita substincia. Podem utilizar-se aparelhos
de contengio, para evitar a ingestdo da substincia, mas n3o se recomenda a imobilizagdo completa.

No fim do tempo de exposigio, se possivel, & necessario eliminar todos os residuos da substincia com 4gua ou por
meio de qualquer outro método adequado de limpeza da pele.

Os animais serio observados diariamente, sendo sempre registadas as manifestages de toxicidade assim como o
momento do seu aparecimento, a sua intensidade e duragio. Durante o periodo de cativeiro observar-se-do as
modificagdes do pélo e da pele, dos olhos e das mucosas, do aparelho respiratorio, aparetho circulatério, do
sistema nervoso auténomo ¢ centrai assim como da actividade somatomotora e do comportamento. O consumo
alimentar e o peso dos animais serio determinados semanalmente.

Devem observar-se regularmente os animais a fim de se evitarem perdas por canibalismo, por autdlise dos tecidos
ou por condigdes improprias de alojamento. No fim da experiéncia todos os animais sobreviventes dos grupos
tratados nao satélites serio autopsiados. Os animais moribundos serio imediatamente retirados e autopsia-
dos.

Os exames que a seguir se enunciam sio normalmente feitos a todos os animais incluindo os controlos:

a) Um exame oftalmolégico usando um oftalmoscopio ou equipamento adequado equivalente deve ser feito antes
da administragio da substincia a testar e no fim da experiéncia, de preferéncia a todos os animais, ou pelo
menos nos grupos da dose mais elevada e de controlo. Se se detectarem alteragdes oculares devem examinar-se
todos os animais;

b) Um exame hematolégico seri efectuado no fim da experidncia compreendendo os seguintes testes:
hematdcrito, concentragio de hemoglobina, contagem de eritrécitos, contagem de leucdcitos, férmula
leucocitiria bem como um estudo da coagulagio e tempo de coagulagio, tempo de protrombina, tempo de
tromboplastina, ou contagem de plaquetas;

¢) A determinagio de dados bioquimicos no sangue deve ser feita no fim da experidncia. Apresentam um interesse
geral para todos os estudos a avaliagio do equilibrio electrolitico, do metabolismo dos hidratos de carbono, da
fungio hepitica e renal. A escolha dos testes especificos seri influenciada por observagoes relativas a0 modo de
acgdo da substincia a testar. Sugere-se o doseamento do célcio, fésforo, cloretos, sédio, potiassio, glicose em
jejum (o periodo de jejum dependera da espécie), transaminase glutdmico-pinivica sériea (), transaminase
glutdmico-oxaloacética sériea (?), oritina-descarboxilase, gama-glutamil transpeptidase, azoto ureico,

(') Conhecida actualmente por transaminase da alanina.
(2) Conhecida acrual por trar i do aspartato.
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3.1.

albumina, creatinina plasmatica, bilirubina total e as proteinas séricas totais. As outras anilises eventualmente
necessirias a2 uma avaliagio toxicolégica adequada incluem anilises de lipidos, hormonas, equilibrio
4cido-basico, methemoglobina, e actividade colinesterdsica. Podem efectuar-se outras anilises bioquimicas
clinicas, se necessario, para aprofundar o estudo dos efeitos observados;

d) Um exame regular da urina ndo é necessdrio; este exame s6 é indicado em caso de efeitos téxicos proviveis ou
manifestos.

Se a informagio de estudos anteriores nio for apropriada dever4 considerar-se a necessidade de determinagio dos
pardmetros hematolégicos e bioquimicos clinicos antes de comegar a experiéncia.

Autépsia

Todos os animais serdo submetidos 2 uma autdpsia geral que incluird o exame da superficie exterior do corpo, de
todos os orificios e das cavidades craniana, tordxica ¢ abdominal e respectivos conteudos. O figado, os rins, as
glandulas supra-renais ¢ os testiculos serdo pesados, ainda himidos, o mais ripidamente possivel depois da
dissecagio, para se evitar a perda de. liquidos por evaporagio. Os seguintes orgios ¢ tecidos deverdo ser
conservados num meio adequado na eventualidade de um exame histopatolégico ulterior: todas as lesdes
macroscopicas, encéfalo incluindo cortes da medula/ protuberincia, cértex cerebeloso e cortex cerebral, hipéfise,
tiréideia, paratiréideia, todo o tecido timico, {traqueia), pulmdes, coragio, aorta, glindulas salivares, figado,
bago, rins, supra-renais, pincreas, gdnadas, dtero, orgdos genitais anexos, vesicula biliar (Quando presente),
es6fago, estdbmago, duodeno, jejuno, ileo, cego, célon, recto, bexiga, ginglio linfirico representativo, (glindula
mamdria na fémea), (musculatura da coxa), nervo periférico, (olhos), (esterno com medula 6ssea), (fémur,
incluindo superficie articular), (medula espinhal a trés niveis — cervical, mediotoraxica ¢ lombar) e (glandulas
lacrimais). Os tecidos mencionados entre parénteses s6 serio examinados em caso de aparecimento de sinais de
toxicidade ou de compromisso do orgio alvo.

Exame histopatolégico

a) Serdo objecto de um exame histopatolégico completo a pele normal e a pele tratada assim como os orgaos ¢
tecidos de todos os animais de controlo ¢ do grupo exposto & dose mais elevada;

b) Todas as lesdes macroscdpicas serio examinadas;
c) Os orgios alvo dos animais pertencentes aos grupos tratados com outras doses deverdo ser examinados;

d) Se se utilizarem ratos, os pulmdes dos animais dos grupos expostos is doses baixa e intermédia serio
submetidos a2 um exame histopatoldgico para se detectar qualquer sinal de infeccdo uma vez que isso nos
permite uma avaliagio conveniente do estado de saude dos animais. Outros exames histopatolégicos
sistemdticos podem ndo se justificar para os animais desses grupos mas devem ser sempre efectuados aos
orgaos que apresentem lesdes no grupo tratado com a dose mais elevada;

¢) Quando se usar um grupo satélite, serd feito um exame histopatolégico aos tecidos e orgios que apresentem
sinais de toxicidade nos grupos tratados.

RESULTADOS

Os resultados devem ser resumidos sob a forma de quadros, indicando, para cada grupo de experiéncia, o nimero
de animais no inicio desta, o numero de animais apresentando lesdes, o tipo de lesdes e a percentagem de animais
apresentando cada tipo de lesdo. O resultados serdo avaliados por meio dum método estatistico apropriado. Pode
utilizar-se qualquer método estatistico reconhecido.

RELATORIO

Relatério do teste
O relatério do teste devera incluir as seguintes informagdes:
— espécie, estirpe, origem, condigdes do meio ambiente, dieta,

— doses (compreendendo veiculo, se utilizado) e concentragdes,

d
;\\‘
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3.2.

4,

1.1,

1.2

1.3.

1.4,

— resposta tdxica por sexo e por dose,

— dose sem efeitos, se possivel,

— momento de morte durante a experiéncia ou indicagdo dos animais sobreviventes no fim da experiéncia,

~ descrigdo dos efeitos téxicos ou outros,

— momento da observagio de qualquer manifestagio anormal e sua evolugio,

— dados relativos 4 alimentagio e peso do animal,
— observagdes oftalmolégicas,

— exames hematolégicos efectuados e seus resultados,

— testes bioquimicos clinicos utilizados e seus resultados (incluindo resultados das analises de urina),

— resultados da autépsia,

— descrig3o pormenorizada de todas as observages histopatolégicas,
— tratamento estatistico dos resultados, se possivel,

— discussdo dos resultados,

— interpretagio dos resultados,

~— condigdes experimentais.

Avaliagio e interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

TOXICIDADE SUBCRONICA POR INALACAO:

TESTE DE NOVENTA DIAS EM ROEDORES

METODO

Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigdes

Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia
Nenhuma.

Principio do método de ensaio

Virios grupos de animais de experiéncia sdo expostos diariamente, por um periodo determinado, a concentragdes
diferentes de substincias a testar 2 razio de uma concentragio por grupo durante um perfodo de noventa dias.
Quando se utiliza um veiculo para ajudr a obter uma concentragio apropriada da substincia a testar na atmosfera
deve usar-se um grupo controlo para o veiculo. Durante o perfodo de administragdo os animais s3o observados
diariamente para se detectarem as manifestagdes de toxicidade. Os animais que morrem durante a experiéncia sdo

autopsiados ¢ no fim da experiéncia os animais sobreviventes sdo igualmente autopsiados.
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1.5. Criténios qualitatvos
Nenhum.

1.6. Discrigdo do método de ensaio
Preparativos

Os animais sio mantidos nas condigdes de alojamento ¢ de alimentagio da experiéncia pelo menos durante cinco
dias antes do teste. Antes de comegar o teste os animais jovens e sdos sio disaribuidos ao acaso pelos grupos
submetidos ao tratamento e de controlo. Se necessirio pode adicionar-se um veiculo a substincia a testar para se
conseguir uma concentragio-apropriada desta na atmosfera; se um vefculo ou outros aditivos forem usados para
facilitar a administracio devem ser comprovadamente ndo téxicos. Pode recorrer-se a dados anteriormente
publicados se necessirio.

Condigles experimentais
Animais de experiéncia

Salvo contra-indicagio a espécie preferida é o rata. Devem utilizar-se animais jovens e sios de uma estirpe corrente
de laboratério. No inicio da experiéncia a diferenca de peso entre os animais nio poderd ultrapassar + 20% do
peso médio. Se um estudo subcrénico por inalagio constituir a fase preliminar de um estudo a longo prazo, deve
utilizar-se a mesma espécie e estirpe em ambos os estudos.

Nidimero e sexo

Para cada concentragio de exposigdo serdo utilizados pelo menos vinte animais (dez fémeas e dez machos). As
fémeas deverio ser nuliparas e nio grividas. Se for previsivel sacrificar alguns animais durante a experiéncia devem
acrescentar-se 20 niimero inicial o nimero de animais que se prevé ir sacrificar. Para além destes um grupo satélite
de vinte animais {dez de dada sexo) poderi ser exposto A concentragio mais clevada durante noventa dias e ser
observado quanto i reversibilidade, 2 persisténcia ou ao aparecimento tardio de efeitos toxicos durante vinte ¢ oito
dias apds o tratamento.

Concentragdo de exposigao

Sio utilizadas pelo menos trés concentragdes, com um grupo controlo ou, s necessario, um grupo controlo para o
veiculo quando este for utlizado (correspondendo a concentragio do veiculo ao nivel de exposi¢io mais
elevada).

Os animais do grupo de controlo sio tratados da mesma forma que os dos grupos da experiéncia com excepgioda
inalagdo da substincia a testar. A concentragio mais elevada deverd produzir efeitos téxicos mas nenhuma ou
poucas mortes.

Se se dispuser de informagio sobre a exposi¢io humana a concentragdo mais baixa serd superior a esse valor. O
ideal seria a concenragio intermédia produzir o cfeito téxico minimo observavel. Se s utilizarem vérias
concentragdes intermédias a diferenca entre elas serd calculada de forma a conseguir-se uma gradagdo dos efeitos
téxicos. Nos grupos de concentragio baixa e intermédia assim como nos grupos controlo, a incidéncia de
mortalidade deveré ser baixa para permitir uma avaliagio significativa dos resultados.

Tempo de exposigio

A duragio disria do tempo de exposigio devera ser de seis horas apds se obterem as concentragdes dentro da
cimara de exposigio. Podem utilizar-se outros tempos de exposigio para satisfazer outras exigéncias
especificas.

Equipamento

Os animais serdo expostos 2 substdncia a testar por meio de um dispositivo de inalagdo concebido de forma a
conseguir-se um fluxo de ar continuo que asseguraré pelo menos doze renovagoes de ar por hora e garanta uma
concentragio de oxigénio apropriada e uma distribuigio uniforme do producto a testar no ar. Se se utilizar uma
cAmara esta sers concebida de maneira a obter-se uma superlotagio minima dos animais e uma exposi¢io mixima
i substincia a testar.

Como regra geral para se assegusar a estabilidade da atmosfera na cimara o volume total dos animais de
experiéncia nio deve ultrapassar 5% do volume da cimara de ensaio. Pode também recorrer-se a um sistema de
exposicio oro-nasal, de cabega apenas ou do corpo inteiro em cimara individual; os dois primeiros tipos de
exposigio permitem reduzir a2 penetragio por outras vias.
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Perfodo de observagio

Os animais da expeniéncia deverio ser observados diariamente para se detectarem manifestagdes de toxicidade
durante todo o periodo de exposigio e de recuperagio. Serio registados o momento da morte assim como o do
aparecimento e desaparecimento das manifestagdes de toxicidade.

Procedimento

Os animais s3o expostos diariamente 2 substincia a testar A razio de cinco a sete dias por semana, durante um
periodo de noventa dias. Os animais dos grupos satélites destinados is observagdes complementares serio
mantidos vivos durante mais vinte e oito dias, sem tratamento, para se detectar a recuperagio ou a persisténcia dos
efeitos téxicos. A temperatura a que se efectua o teste devers ser mantida 2 22 + 3 °C. Em condigdes 6ptimas, a
humidade relativa devers ser mantida entre 30 ¢ 70 % mas, nalguns casos, isto pode ser impraticével (por exemplo,
testes com aerosol). Durante a exposigio, os animais ndo receberio alimentos nem dgua. Devera ser usado um
sistema de inalagio dinimico com um dispositivo apropriado de controlo analitico da concentragio.
Recomenda-se a realizacio de um teste preliminar para se determinarem as concentragoes apropriadas de
exposicio. O débito de ar deveri assegurar concentragées homogéneas em toda a cAmara de exposi¢io. O sistema
deverd permitir 2 obtengio de condiges estdveis o mais rapidamente possivel.

Deveri ser feita a medig3o ou monitorizagio de:
a) Débito de ar (permanentemente);

b) A concentragio real da substancia a testar medida na zona de respiragio. Durante o periodo de exposigio
diiria a concentragdo nio variari além de + 15 % do valor médio. Contudo no caso de poeiras € 2erossois esta
precisio pode nio ser possivel e uma variagio maior poder4 entio ser aceitdvel. Durante toda a duragio da
experiéncia, as concentragdes didrias serdo mantidas o mais constantes possivel. Durante a elaboragio do
sistema gerador proceder-se-4 a uma analise granulométrica das particulas para determinar a estabilidade das
concentragbes do acrosol. Durante a exposicio far-se-do anilises o mais frequentemente possivel para
determinagio da estabilidade da repartigio granulométrica;

¢) Temperatura e humidade;

d) Durante ¢ apds a exposigio as concentragdes sdo feitas observagdes e registadas sistematicamente; sio feitas
fichas individuais para cada animal. Todos os animais serio observados diariamente e as manifestagdes de
toxicidade assim como o momento do seu aparecimento, a sua intensidade e a sua duragio serio
registados;

vurante o periodo de cativeiro é conveniente observar nomeadamente, as modificages da pele ¢ do pélo, dos
olhos, das mucosas, do aparelho respiratério, do aparelho circulatério, do sistema nervoso auténomo e
central, da actividade somatomotora e do comportamento. O consumo alimentar ¢ o peso dos animais serio
determinados todas as semanas. E necessirio observar regularmente os animais a fim de se assegurar que nio
hi perdas por canibalismo, autélise dos tecidos ou condigdes impréprias de alojamento. No fim da
experiéncia, todos os animais sobreviventes sio autopsiados. Durante a experiéncia, os animais moribundos
serio imediatamente retirados e autopsiados.

exames que a seguir se enunciam s3o normalmente feitos a todos os animais, incluindo os de controlo:

e

a) Um exame oftalmolégico usando um oftalmoscépio ou equipamento adequado equivalente deve ser feito antes
da exposicio 2 substincia a testar ¢ no fim da experiéncia de preferéncia a todos os animais ou pelo menos nos
grupos da dose mais elevada e de controlo. Se se detectarem alteragbes oculares devemn examinar-se todos os
animais;

b) Um exame hematolégico serd efectuado no fim da experiéncia compreendendo os seguintes testes:
hematécrito, concentragio de hemoglobina, contagem de eritrécitos, contagem de leucdcitos, férmula
leucocitiria, bem como um estudo da coagulagio pelo tempo de coagulagio, tempo de protombina, tempo de
tromboplastina ou contagem de plaquetas;

€) A determinagio de dados bioquimicos no sangue deve ser feita no fim da experiéncia. Apresentam um interesse
geral para todos os estudos a avaliagio do equilibrio electrolitico, do metabolismo dos hidratos de carbono, da
fungio hepitica e renal. A escolha dos testes especificos serd influenciada por observagdes relativas a0 modo de
acgdo da substincia a testar. Sugere-se o doseamento do cilcio, fésforo, cloretos, sédio, potissio, glicose em
jejum (o periodo de jejum depender4 da espécie), transaminase glutdmico-pinivica séria (1), transaminase
glutamico-oxaloacética séria (?), ornitina-descarboxilase, gama-glutamil transpeptidase, azoto ureico, atbu-
mina, creatinina plasmatica, bilirubina total ¢ as proteinas séricas totais. As outras anilises eventualmente
necessrias a uma avaliagio toxicolégica adequada incluem anailises de lipidos, hormonas, equilibrio
icido-basico, methemoglobina e actividade colinesterssica. Podem efectuar-se outras andlises bioquimicas
clinicas, se necessério, para aprofundar o estudo dos efeitos observados;

d) Um exame regular da urina nio & necessirio; este exame s6 é indicado em caso de efeitos téxicos provéveis ou
manifestos.

(1) Conhecida actualmente por transaminase da alanina.
() Conhecida actualmente por transaminase do aspartato.
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Se a informagdo de estudos anteriores nio for apropriada devers considerar-se a necessidade de determinagio
dos pardmetros hematolégicos ¢ bioquimicos clinicos antes de comegar a experiéncia.

Autédpsia

Todos os animais sdo submetidos a uma autépsia geral que incluir4 o exame da superficie exterior do corpo, de
todos os orificios ¢ das cavidades cranianas, torixicas ¢ abdominal e respectivos conteudos. O figado, os rins, as
glandulas supra-renais ¢ os testiculos serdo pesados, ainda himidos, o mais rdpidamente possivel depois da
dissecagdo para evitar a perda de liquidos por evaporagdo. Os seguintes orgios tecidos deverdo ser conservados
num meio adequado na eventualidade de exames histopatolégicos ulteriores: todas as lesdes macroscopicas,
pulmdes — que devem ser retirados inteiros, pesados ¢ tratados com um fixador apropriado que permita conservar
a estrutura pulmonar (considera-se a perfusdo com o fixador como um método eficaz), tecidos da naso-faringe,
encéfalo — incluindo cortes da medula/da protuberdncia, cértex cerebeloso ¢ coértex cerebral, hipdfise,
tiréideia/ paratiréideia, todo o tecido timico, traqueia, pulmdes, coragdo, aorta, glindulas salivares, figado, bago,
rins glindulas supra-renais, pincreas, gonadas, tero, (orgios genitais anexos), (pele), vesicula biliar (quando
presente), es6fago, estdmago, duodeno, jejuno, ileo, cego, colon, recto, bexiga, ginglio linfitico representativo
(glindula mamdria na fémea), (musculatura da coxa), nervo periférico, (olhos), esterno com medula éssea, {fémur,
incluindo superficie articular), (medula espinhal a trés niveis — cervical, mediotoracica e lombar). Os tecidos
mencionados entre parentesis s serio observados em caso de aparecimento de sinais de toxicidade ou de
compromisso do orgdo alvo.

Exame histopatoldgico

a) Serdo objecto de um exame histopatolégico completo as vias respiratorias, assim como os 0rgios ¢ tecidos de
todos os animais do grupo de controlo ¢ dos do grupo exposto a dose mais elevada;

b) Todas as lesdes macroscépicas serio examinadas;
¢) Os orgios alvo dos animais pertencentes a2 outros grupos tratados serdo examinados;

d) Os pulmébes dos animais pertencentes a0s grupos €xXpostos is doses baixa e intermédia serao submetidos a um
exame histopatolégico, uma vez que isto nos permite uma avaliagio conveniente do estado de saiide dos
animais. Outros exames histopatolégicos sistemdticos podem nZo se justificar para os animais desses grupos
mas devem ser sempre efectuados aos orgdos que apresentem lesdes no grupo tratado com a dose mais
clevada;

¢) Qando se usa um grupo satélite, serd praticado um exame histopatolégico aos tecidos e orgios que apresentem
sinais de toxicidade nos grupos tratados.

2. RESULTADOS

Os resultados ser3o resumidos sob a forma de quadros indicando, para cada grupo de teste o nimero de animais no
inicio, 0 nimero de animais atingidos por lesdes, o tipo de lesdes ¢ a percentagem de animais apresentando cada
tipo de lesdo. O resultados serdo avaliados com um método estatistico apropriado. Pode ser utilizado qualquer
método estatistico reconhecido.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério do teste deve incluir as seguintes informag3es:
— espécie, estirpe, origem, condigdes do meio ambiente, dieta,
— condigbes experimentais:

Descrigdo do aparelho de exposigdo: incluindo concepgio, tipo, dimensdes, fonte de ar, sistema gerador de
particulas e de aerosséis, método de condicionamento de ar, tratamento do ar evacuado e, no caso disso, 0
método de acondicionamento dos animais na cAmara de ensaio. O equipamento utilizado para medir a
temperatura, a humidade, ¢ se necessério, a estabilidade das concentragdes do aerossol ou da granulometria
das particulas serd descrito.

Dados relativos 3 exposigao: Estes dados serio apresentados sob a forma de um quadro indicando os valores
médios assim como uma medida de variagdo (por exemplo: desvio-padrio) e dirdo respeito:

a) Aos débitos de ar através do dispositivo de inalagdo;

b) A temperatura e 3 humidade do ar;
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1.1

1.2.

1.3.

1.4,

¢) A concentragdes nominais (quantidade total da substincia a testar introduzida no dispositivo de inalagio
dividida pelo volume de ar);

d) A natureza do veiculo se utilizado;
e) As concentragdes reais na zona de respiragio;
f) As dimensdes médias das pardculas, se necessirio,

— resposta téxica por seco e por concentragio,

— dose sem efeito, se possivel,

— momento da morte durante a experiéncia ou indicagdo dos animais sobreviventes,
— descrigdo dos efeitos téxicos ou outros,

— momento de observagio de qualquer manifestagio anormal e sua evolugio,

— dados relativos  alimentagio ¢ peso corporal,

— observagdes oftalmolégicas,

— exames hematolégicos efectuados e seus resultados,

— testes bioquimicos clinicos utilizados e seus resultados (incluindo andlises de urina),
— resultados da autépsia,

— descrigio pormenorizada de todas as observagdes histopatolégicas,

— tratamento estatistico dos resultados, se apropriado,

— discussio dos resultados,

— interpretagdo dos resultados.

Avaliagdo e interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugdo geral, Parte B,

TESTE DE TERATOGENESE:

ROEDORES E NAO ROEDORES
METODO

Introdugdo
Ver Introdugdo geral, Parte B.

Definigdes

Ver Introdugdo geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método do ensaio

A substdncia a testar € administrada em diferentes doses ou concentracdes a vdrios grupos de fémeas grividas, pelo
menos durante a parte da gestagio correspondendo a organogénese, i razio de uma dose por grupo. Pouco tempo
antes da data esperada do parto a fémea é sacrificada, removendo-se o \itero ¢ examinando-se o seu contetdo. Este
método de ensaio explora a embriotoxicidade e a toxicidade fetal,
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1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.

1.6. Descrigio do método de ensaio
Preparativos

Aclimatizam-se s condi¢des de experiéncia fémeas adultas jovens ¢ sis, nunca tendo acasalado, de idade ¢
tamanhos comparaveis, durante pelo menos cinco dias antes da experiéncia e depois acasaladas com machos de
fecundidade comprovada. As femas inseminades sio repartidas ao acaso entre os grupos tratados.

A fecundagio pode ser feita naturalmente ou por inseminagio artificial. A substincia a testar é administrada
diariamente As fémeas imediatamente apés a implantagio e durante todo o perfodo de organogénese. Um dia antes
do termo, retiram-se os fetos por histerectomia e examinam-se as alteragdes viscerais ou do esqueleto, incluindo
atrasos de crescimento, ossificago tardia e hemorragias intestinais.

CondigGes experimentais
Animais de experiéncia

As espécies habitualmente utilizadas sdo o rato, o ratinho o hamster e o coclho com preferéncia paraoratoc o
coelho. Deverio ser utilizadas as estirpes correntes de laboratério. A estirpe utilizada devera ter uma fecundidade
suficiente e serd caracterizada pela sua reacgio aos agentes teratogénicos. Os animais deverdo ser colocados em
gaiolas individuais.

Nimero ¢ sexo

Serio necessarios para cada dose pelo menos vinte ratas, ratinhas ou hamsters gravidas ou doze cocthas gravidas.
O objectivo é assegurar um nimero de ninhadas e de crias suficiente para avaliar o potencial teratogénico da
substincia.

Doses

Serio utilizadas pelo menos trés doses diferentes bem como um grupo de controlo. Se a substidncia a testar for
administrada num veiculo, deve utilizar-se igualmente um grupo de controlo para o veiculo. As propriedades
toxicolégicas do veiculo devem ser conhecidas: nio deve existir nenhum efeito teratogénico ou sobre a reprodugao.
Com excepsio da substincia a testar, o tratamento do(s) grupo(s) de controlo serd idéntico ao dos grupos de
experiéncia. A menos que a natureza fisico/quimica ou as propriedades biolégicas da substincia a isso se
oponham, a dose mais elevada dever pdr em evidéncia, nas condigdes ideais, uma certa toxicidade nas mies, por
exemplo uma ligeira diminui¢io de peso, mas nio dever4 provocar amorte de mais de 10 %. A dose mais baixa nio
devera produzir efeitos observiveis atribuiveis substincia a testar. A(s) dose{s) intermédia(s) deverio situar-se
geometricamente entre as doses mais elevada e mais baixa.

Teste limite

No caso de substincias pouco téxicas se uma dose de pelo menos 1 000 mg/ kg nio produzir qualquer efeito téxico
no embriio ou qualquer efeito teratogénico pode considerar-se inutil prosseguir a experiéncia com outras doses. Se
uma dose de menos 1 000 mg/ kg evidenciar alguma toxicidade na mie (como especificado a seguir) mas nio tiver
nenhum efeito nocivo no embriio, pode considerar-se inutil prosseguir a experiéncia com outras doses.

Tempo de exposigio

O dia 0 é aquele em que se observa a presenga dum rolhio vaginal ou de esperma (quando possivel). O tratamento
deveri cobrir o periodo da organogénese, ou seja seis a quinze dias para o rato ¢ o rarinho, seis a catorze dias para
hamster ¢ seis a dezoito dias para o coelho. Se o dia 0 for o de acasalamento ou de inseminagio artificial,
acrescentar-se-4 um dia a cada um dos periodos mencionados. O periodo de tratamento pode também ser
prolongado até cerca de um dia antes da data presumivel do parto.

Periodo de observagio

Ser4 efectuado um exame clinico atento pelo menos uma vez por dia. Serdo efectuados exames complementares
diariamente tomando-se medidas apropriadas a fim de reduzir 2 perda de animais do estudo.
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Procedimento

A substincia a testar ¢ administrada oralmente por gavage. Devera ser administrada sempre 2 mesma hora todos os
dias durante toda a duragio do tratamento.

A dose pode ser calculada em fungio do peso das fémeas no inicio do tratamento ou, tendo em conta o rdpido
aumento de peso durante a gestagio, podem ser pesadas periodicamente, adaptando-se a dose ao seu ultimo peso.
As manifestagGes de toxicidade serio registadas 2 medida que forem surgindo, com indicagio da sua intensidade e
da sua duragio. As fémeas com sinais de aborto ou de parto prematuro serio sacrificadas e submetidas a um exame
macroscopico completo. O periodo de observagio pés-tratamento serd prosseguido até cerca de um dia antes do
termo. O objectivo é cobrir a maior parte do periodo de gestacio mas evitar as dificuldades duma interpretagio dos
dados no caso de partos naturais. Durante o periodo de cativeiro deverio observar-se entre outras as modificagoes
do pélo e da pele, dos olhos ¢ das mucosas, do aparelho respiratdrio, do aparelho circulatério, do sistema nervoso
auténomo e central, bem como a actividade somato-motora ¢ do comportamento. Deverio determinar-se
semanalmente o consumo alimentar bem como o peso dos animais.

Autédpsia

No momento da morte, seja no decurso do estudo ou no fim deste, os animais serio objecto dum exame
macroscépico a fim de procurar qualquer anomalia estrutural ou quaisquer modificagdes patolégicas susceptiveis
de ter influenciado a gestagio. Imediatamente apés a morte o titero ser4 retirado ¢ o seu conteido examinado a fim
de revelar o nimero de embrides ou de fetos mortos bem como o nimero de fetos vivos. Habitualmente é possivel
determinar o momento da morte in utero. O nimero de corpos amarelos pode ser determinado nos ratos e nos
coelhos. Serdo determinados o sexo e o peso de cada feto; os pesos serdo anotados e calculado o peso médio. Depois
da extracgdo cada feto serd objecto dum exame exterior. No caso dos ratos, dos ratinhos ¢ dos hamsters, 33 2 50 %
dos animais de cada ninhada serio processados e examinados do ponto de vista de anomalias do esqueleto, senda
os restantes processados e examinados para se procurar anomalias das partes moles, usando métodos apropriados.
No caso dos cocelhos, cada feto sera dissecado cuidadosamente para se detectar alteragdes das visceras sendo em
seguida examinado do ponto de vista de alteragdes do esqueleto.

2. RESULTADOS

Os dados serio resumidos sob a forma de quadros, indicando para cada grupo da experiéncia, o nimero de
animais no inicio do ensaio, 0 niimero de fémeas gravidas, o nimero ¢ a percentagem de fetos vivos e de fetos
apresentando alteragbes das partes moles ou do esqueleto bem como a sua relagio com ninhadas especificas. Os
resultados serio avaliados por meio dum método estatistico apropriado. Pode utilizar-se qualquer método
estatistico reconhecido.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério deverd incluir as informagdes seguintes:

— espécie, estirpe, origem, condigdes do ambiente, dieta,
— condig¢des experimentais,

~— doses (incluindo o veiculo, se utilizado) e concentragio,
~— resposta toxica por dose,

— dose sem cfeitos (se possivel),

— momento da morte no decurso da experiéncia ou indicagio dos animais sobreviventes no fim da
experiéncia,

— descrigio dos efeitos téxicos ou outros,

— momento da observagio de todas as manifestagdes anormais ¢ sua evolugio,

— dados relativos A alimentagio e peso corporal,

— duragdo da gestagio ¢ informagdes sobre as ninhadas (incluindo dados publicados anteriormente),

~— dados relativos ao feto (vivo/morto, sexo, alterages das partes moles e do esqueleto),
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3.2.

1.1,

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

— dados sobre a ninhada (vive/morto, sexo, alteragdes das partes moles ¢ esqueleto para cada ninhada),

— tratamento estatistico dos resultados,
— discussio dos resultados,

— interpretacio dos resultados.

Avaliagio ¢ interpretagio

Ver Introdugdo geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugdo geral, Parte B.

TESTE DE TOXICIDADE CRONICA

METODO

Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigdes

Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método de ensaio

A substincia a testar ¢ administrada normalmente sete dias por semana, pela via apropriada a vérios grupos de
animais de experiéncia i razio de uma dose por cada grupo durante a maior parte da sua vida. Durante e depois da
exposigdo a substincia a testar observam-se diariamente os animais de experiéncia para se detectar manifestagdes

de toxicidade.

Critérios qualitativos

Nenhum.

Descrigio do método de ensaio

Preparativos

Os animais sio mantidos nas condigdes de alojamento e de alimentagio da experiéncia, durante pelos menos cinco
dias antes do teste. Antes da comegar o teste 0s animais jovens e sdos sdo distribuidos ao acaso pelos grupos

submertidos a0 tratamento ¢ de controlo.

CondigGes expenimentais

Animais de experiéncia

A espécie preferida € o rato. Podem utilizar-se outras espécies (roedores ou nio roedores) de acordo com os
resultados de estudos anteriores. Devem utilizar-se animais jovens ¢ sdos de estirpes correntes de laboratério, ¢ 0

tratamento deve comegar o mais cedo possivel apés o desmame.

x
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No inicio da experiéncia a diferenga de peso entre os animais nio devers ultrapassar + 20 % do peso médio. Se um
estudo subcrénico oral tiver constituido a fase preliminar de um estudo a longo prazo deve utilizar-se a mesma
espécie ¢ estirpe em ambos os estudos.

Nimero e sexo

No caso de roedores serdo utilizados pelo menos quarenta animais (vinte fémeas ¢ vinte machos) para cada dose ¢
grupo de controlo correspondente. As fémeas deverio ser nuliparas e nio grdvidas. Se estiver previsto o sacrificio
de animais no decurso da experiéncia, os efectivos devem ser aumentados do nimero de animais cujo sacrificio
estiver previsto. Para os ndo roedores aceita-se um nimero mais pequeno de animais, pelé menos quatro por sexoe

por grupo.

Doses e frequéncia de exposigio

Devem utilizar-se pelo menos trés doses além do grupo de controlo correspondente. A dose méxima deveri
produzir manifestagdes nitidas de toxicidade sem causar mortalidade excessiva. A dose mais baixa nio produziri
nenhum efeito téxico.

A(s) dose(s) intermédia(s) terd (terdo) um valor proximo da média entre a dose mixima e 2 dose minima.

Os niveis de dose deverdo ter em conta os dados obtidos nos ensaios e estudos de toxicidade efectuados
anteriormente.

Normalmente a frequéncia de exposicio sera didria. Se o produto quimico for administrado na dgua de beber ou
incorporado na alimentagdo deve estar constantemente disponivel

Controlos

Deveri utilizar-se um grupo de controlo idéntico em todos os aspectos aos grupos tratados com excepgio da
exposicdo & substincia a testar.

Em condigdes especiais como em estudos por inalagdo implicando o emprego de aerossdis ou o uso de um
emulsionante com actividade biolégica nio estudada em ensaios por via oral, deverd utilizar-se um grupo
suplementar de controlo negativo correspondente. O grupo de controlo negativo ¢ tratado da mesma maneira que
0s outros grupos com excepgio da exposigdo & substincia a testar ou a qualquer veiculo.

Via de administragio

As duas vias principais de administragio s3o a oral ¢ a respiratéria (por inalagdo). A escotha da via de
administragio depende das caracteristicas fisico-quimicas da substincia a testar ¢ da via mais provével de
exposi¢io humana.

A utilizagdo da via cutinea coloca problemas praticos consideraveis. A toxicidade crénica sistémica provocada
pela absorgio percutinea pode normalmente deduzir-se dos resultados de outros testes orais, e do conhecimento
da quantidade de substincia absorvida por via percutinea em estudos anteriores de toxicidade por essa via.

Estudos por via oral

A via oral de administragio é preferida, salvo contra-indicagdes, se a substancia a testar for absorvida pelo tubo
digestivo ¢ se a ingestio for uma via possivel de exposigio humana,

Os animais podem receber a substincia a testar na alimentagio, dissolvida na 4gua de beber, ou numa cépsula. Em
condigdes ideais a dose didria ser4 administrada sete dias por semana visto que a administragio em cinco dias por
cada sete pode permitir a recuperacio do animal ou a diminuigio de toxicidade no periodo em que o tratamento é
interrompido e assim afectar os resultados ¢ a avaliagio subsequente. No entanto, por razées essencialmente
préticas, a administragio em cinco dias por cada sete é considerada aceitavel.

Estudos por inalagio

Um vez que os estudos por inalagio colocam problemas técnicos de maior complexidade do que os por outras
vias de administragio, sio dadas aqui recomendagdes mais pormenorizadas. Deve notar-se que a instilagio
endotraqueal pode constituir uma alternativa vélida em certas situagdes especificas.

As exposicdes prolongadas (de longo prazo) sdo habitualmente calculadas em fungio da exposigio humana
prevista: os animais sio expostos cinco dias por semana {exposi¢io intermitente) 4 razdo de seis horas por dia
depois de se obterem as concentragSes na cimara de experiéncia ou expostos sete dias em cada sete (exposigio
continua) 2 razio de 22 a 24 horas por dia destinando-se uma hora por dia A alimentagdo dos animais segundo um
hordrio regular e 2 manutengio das cAmaras. Em ambos os casos os animais sio habitualmente expostos a uma
concentragio fixa da substincia a testar.
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Uma diferenga essencial entre a exposiio intermitente ¢ a exposigio continua reside no facto de na primeira os
animais disporem dum periodo de 17a 18 horas para recuperar dos efeitos da exposi¢io didria e mesmo de um
periodo mais longo durante os fins-de-semana. A escolha da exposicio intermitente ou continua seri feita em
fungio dos objectivos do estudo e da exposi¢io humana que deve ser simulada. Convém no entanto ter em conta
certas dificuldades técnicas: por exemplo as vantagens da exposigdo continua na simulagio das condigdes do
ambiente podem ser contrariadas pela necessidade de alimentar e dar de beber aos animais durante a exposicao e
ainda pela necessidade de técnicas mais complicadas de producio de aerosséis ¢ de vapores bem como de
monitorizagio.

Cimaras de exposigio

Os animais sio expostos A substincia a testar em cimaras de inalagio concebidas de forma a conseguir-se um fluxo
de ar dinamico de pelo menos doze renovagdes de ar por hora ¢ uma concentragio adequada de oxigénio ¢ uma
distribuig3o uniforme da substincia a testar no ar. As cimaras de exposigdo ¢ as cimaras de conrrolo serio
idénticas quanto  construgio e concepgio a fim de garantirem condi¢Bes de exposi¢io compariveis em todos os
aspectos, com excepcio da exposigio 4 substincia a testar. Geralmente mantém-se uma ligeira pressio negativano
interior da cAmara para impedir fugas da substincia a testar para a irea envolvente. As cimaras deverio ser
concebidas de forma a evitar a superlotagio com os animais de experiéncia.

Em geral para assegurar a estabilidade da armosfera da cimara, o volume total dos animais de experiéncia nio deve
ultrapassar 5% do volume da cimara de exposigio.

Devera ser feita a medigio ou monitorizagio de:
i) Débito do ar: o débito do ar na cdmara deverd de preferéncia ser monitorizado continuamente;

ii) Concentragdo: durante o periodo de exposicio didria a concentragio da substincia a testar ndo deve variar
mais que + 15% em redor do valor médio;

iii) Temperatura e humidade: para roedores a temperatura deve ser mantida a 22 °C (£ 2 ° C) e a humidade
dentro da cimara ser4 de 30 a 70 % excepto quando se utilizar 4gua para colocar em suspensio na atmosfera
das cimaras a substincia a testar. Estes parametros serio, de preferéncia, monitorizados permanentemen-
te;

iv) Andlise granulométrica das particulas: devera efectuar-se uma dererminagio da distribuicio granulométrica
das particulas nas atmosferas das cimaras onde se utilizam aerosséis liquidos ou sélidos. As particulas do
acrosol deverio ter um didmetro respirivel para o animal de experiéncia utilizado. Serio retiradas amostras
das atmosferas das cimaras de ensaio, na zona de respiragio dos animais. A amostra de ar retirada devera ser
representativa da distribuigio das particulas a que os animais sio expostos ¢ representard, numa base
gravimétrica, o conjunto do aerosol em suspensio, mesmo se uma grande parte deste nio for inaldvel. As
analises granulométricas serio feitas frequentemente durante 2 elaboragio do sistema gerador para assegurar a
estabilidade do aerosol, sendo depois feitas tantas vezes quanto as necessarias durante as exposi¢oes para
determinar de forma adequada a estabilidade das distribuigdes das particulas a que os animais forem
€Xpostos.

Duragio do estudo

O periodo de administragio deverd ser pelo menos de doze meses.

Procedimento
Observagdes

Devera proceder-sc pelo menos uma vez por dia a um exame clinico atento. Observagdes complementares deverao
ser feiras diariamente e tomar-se medidas apropriadas para diminuir a perda de animais do estudo, por exemplo
autépsia, ou refrigeragio dos animais encontrados mortos ¢ isolamento ou sacrificio dos animais de saide
precaria. Os animais serdo observados cuidadosamente para se detectar o aparecimento ou desaparecimento de
sinais de toxicidade assim como para reduzir a perda de animais por doenga, autdlise dos tecidos ou
canibalismo.

Os sinais clinicos incluindo as modificagdes neurolégicas e oculares assim como a mortalidade serdo registados
relativamente a todos os animais. Seré registado 0 momento do aparecimento de efeitos téxicos ¢ a sua evolugio
assim como 0s tumores Suspeitos.

O peso de cada animal serd determinado e registado uma vez por semana durante as teze primeiras semanas do
periodo de ensaio ¢ posteriormente pelo menos uma vez de quatro em quatro semanas. O consumo alimentar serd
determinado todas as semanas durante as treze primeiras semanas do estudo e posteriormente de trés em trés meses
a menos que o estado de sadde ou as modificagdes do peso corporal dos animais justifiquem outra
frequéncia.
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Exame hematolégico

Devera efectuar-se um exame hematoldgico (por exemplo: concegtragio de hemoglobina, hematécrito, nimero
total de leucécitos, plaquetas ou outros testes de coagulagio) aos trés meses, aos scis meses e em seguida a
intervalos de seis meses e no fim da experiéncia, em amostras de sangue recolhidas de todos os nio roedores e de dez
ratos/sexo de cada grupo. Se possivel as amostras deveriam ser colhidas de cada vez nos mesmos ratos. Além disso,»
deve colher-se uma amostra de sangue antes do teste, aos nio roedores.

Se as observagdes clinicas sugerirem uma deterioragio do estado de satide de alguns dos animais durante o estudo,
deverd obter-se uma férmula leucocitaria dos animais afectados. Dever4 obter-se uma férmula leucocitaria em
amostras de sangue dos animais do grupo tratado com a dose mais elevada e dos controlos. Serio obtidas formulas
no(s) grupo(s) tratados com dose mais baixa apenas no caso de se verificar uma grande discrepancia entre o grupo
tratado com a dose mais elevada ¢ os controlos, ou se indicados pelos achados patolégicos.

Anilise de urina

Serio colhidas as amostras de urina para an4lise a todos os nao roedores assim como em dez ratos/sexo de todos os
Brupos, se possivel sempre aos mesmos ratos e na mesma altura dos exames histopatoldgicos. Deverio ser
efectuadas as seguintes determinacdes em cada animal individualmente ou, no caso dos roedores, num pool de
urina do mesmo grupo ¢ do mesmo sexo:

— aspecto: volume ¢ densidade para os animais tomados individualmente,

— proteinas, glicose, corpos ceténicos, sangue oculto (semi-quantitativamente),

— microscopia do sedimento urindrio (semi-quantitativamente).

Bioquimica clinica

De seis em seis meses ¢ no fim do estudo colher-se-io amostras de sangue para determinagdes bioquimicas clinicas
de todos os nio roedores e a dez ratos/ sexo de todos os grupos, € se possivel, sempre dos mesmos ratos de cada vez.
Além disso, ser4 recolhida uma amostra pré-teste dos nio roedores. O plasma preparado a partir destas amostras
serd utilizado para as seguintes determinagées:

— concentragio de protefnas totais,
— concentragio de albumina,

— testes de fungio hepirica (tais como a actividade da fosfatase alcalina, actividades da transaminase glutimico
-— pinivica (*) e da glutimico-oxaloacética (2), gama-glutamil transpeptidase, omnitina descarboxilase,

— metabolismo dos hidratos de carbono como uma glicémia em jejum,

— testes da fungio renal como a ureia sanguinea.

Autdpsia

Todos os animais serdo submetidos a uma autépsia geral, incluindo os que morrem no decurso da experiéncia ou
que tenham sido sacrificados por se encontrarem moribundos. Antes do sacrificio deverio colher-se amostras de
sangue de todos os animais para se fazerem férmulas leucocitérias. Deverio ser considerados todos os tumores ou
lesdes nitidamente visiveis e as lesdes suspeitas de serem tumores. Tentar-se-4 estabelecer correlagdes entre os
achados macroscdpicos e as observagdes microscdpicas.

Deverio ser conservados todos os orgdos e tecidos para um exame histopatolégico. Este procedimento inclui
habitualmente os seguintes orgios e tecidos: encéfalo (*) (medula/ protuberincia, cértex cerebeloso, cértex
cerebral) hipéfise, tiroideia (incluindo paratiroideias), timo, pulmdes (incluindo traqueia), coragio, aorta,
glandulas salivases, figado (3), bago, rins (%), supra-renais (%), eséfago, estdmago, duodeno, jejuno, fleo, cego,
cblon, recto, bexiga, ginglios linfiticos, pancreas, génadas (), orgdos genitais anexos, glindula mamaria na
fémea, pele, musculatura, nervo periférico, medula espinhal (cervical, toricica, lombar), esterno com medula
éssea, ¢ fémur (incluindo articulagio) e othos. A insuflagio dos pulmdes e bexiga com um fixador é o meio éptimo
para preservar estes tecidos; a insuflagio dos pulmdes nos estudos de inalagio é essencial para um exame
histopatolégico apropriado. Em estudos especiais como os de inalagio deve ser estudado todo o sistema
respiratério, incluindo o nariz, faringe e laringe.

Se se fizerem outros exames clinicos, a informagio obtida devers estar disponivel antes do exame microscépico,
uma vez que pode fornecer indicagdes preciosas ao patologista.

(') Actualmente designada transaminase da alanina.
() Acrualmente designada transaminase do aspartato.
(*) Estes orgdos, provenientes de dez animais por sexo e por grupo no caso dos roedores deverio ser pesados.
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Histopatologia

Deverdo ser examinadas microscopicamente todas as alteragdes visfveis, em particular tumores ¢ outras lesdes
ocorrendo em quaiquer orglo. Além disso sio recomendados os seguintes procedimentos:

a) Exame microscépico de todos os orgdos e tecidos, com uma descri¢io completa de todas as lesdes encontradas
em:
1. Todos os animais que morrerem ou forem sacrificados durante o estudo,
2. Todos os animais do grupo de dose mais elevado e controlos;

b) Os orgdos e tecidos apresentando alteragdes causadas ou possivelmente causadas pela substincia testada sio
também examinados nos grupos de dose mais baixa;

¢) Quando os resultados do teste indicarem uma redugdo substancial da duragio normal da vida dos animais ou
uma indugo de efeitos que possam afectar a resposta téxica, dever-se-4 examinar os animais do grupo da dose
imediatamente inferior, do modo descrito acima;

d) Informagdes sobre a incidéncia de lesdes ocorrendo normalmente na estirpe de animais utilizados, nas mesmas
condigdes laboratoriais, isto ¢, dados de experiéncias anteriores acerca dos controlos, s3o indispensdveis para
uma avaliagio correcta da significincia das alteragdes observadas nos animais tratados.

RESULTADOS

Os resultados deverdo ser resumidos em quadros, indicando, para cada grupo de experiéncia o numero de animais
no inicio do teste, o nimero de animais apresentando lesdes e a percentagem de animais apresentando cada tipo de
lesdes. Os resultados deverio ser avaliados com um método estatistico apropriado.

RELATORIO
Relatédrio do teste

O relatério do teste deverd incluir as seguintes informagdes:

— espécie, estirpe, origem, condigdes do ambiente, dieta,

— condigBes esperimentais:
Descrigiio do dispositivo de exposigio:
incluindo concepgio, tipo, dimensdes, fonte de ar, sistema gerador de particulas e aerosséis, método de
acondicionamento dos animais na cimara de exposigdo, quando utilizada. Deverd ser descrito o equipamento

utilizado pars a medig3o da temperatura, da humidade ¢, se necessério, da estabilidade da concentragioou a
granulometria das particulas.

Dados relativos & experiéncia

Estes deverdo ser apresentados em forma de quadros indicando as médias e uma medida da variagdo (por
exemplo: o desvio-padrio) e deverdo incluir:

a) Os débitos do ar através do dispositivo de inalagdo;
b) A temperatura e a humidade do ar;

¢) Asconcentragdes nominais (quantidade total da substancia a testar introduzida no dispositivo de inalagio
dividida pelo volume do ar);

d) Natureza do veiculo, se utilizado;
¢) Concentragdes na zona de respiragio;
f) Dimensdes médias das particulas (se necessirio),

— doses {incluindo veiculo, se utilizado) e concentragbes,

— resposta tdxica, por sexo ¢ por dose,

— dose sem efeitos, se possivel,

— momento da morte durante o estudo ou indicagio dos animais sobreviventes,

— descrigdo dos efeitos téxicos e outros,

— momento de observagdo das manifestagdes anormais e sua evolugio subsequente,
— observagdes oftalmolégicas,

— dados relativos 2 alimentagdo e peso corporal,

— testes hematolégicos utilizados e todos os seus resultados,
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3.2.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4

1.5.

1.6.

— testes bioquimicos clinicos empregados e todos os resultadas (incluindo todas as anilises de urina),
— resultados da autépsia,

— descrigio pormenorizada de todas as observagdes histopatolégicas,

~ tratamento estatistico dos resultados se possivel,

— discussio dos resultados,

— interpretagdo dos resultados.

Avaliagio ¢ interpretagio
Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

TESTE DE CARCINOGENESE

METODO

Introdugdo

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigdes

Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método do ensaio

A substincia a testar ¢ administrada normalmente sete dias por semana, pela via apropriada, a vdrios grupos de
animais de experiéncia  razio duma dose por cada grupo durante a maior parte da sua vida. Durante e depois da
exposi¢do i substidncia a testar observa-se diariamente os animais de experiéncia, para se detectarem sinais de

toxicidade, em especial a formagio de tumores.

Critérios qualitativos

Nenhum.

Descrigdo do método de ensaio

Os animais sio mantidos nas condigdes de alojamento e alimentagio da experiéncia durante pelo menos cinco dias
antes do teste. Antes de'comegar o teste os animais jovens e sdos s3o distribuidos a0 acaso pelos grupos submetidos
a0 tratamento e de controlo.

Animais de experiéncia

A espécie preferida ¢ o rato. Podem utilizar-se outras espécies(roedores ou nio roedores) de acordo com resuitados
de estudos anteriores. Devem utilizar-se animais jovens e sios de estirpes correntes de laboratério e o tratamento
deve comegar o mais cedo possivel apés o desmame. No inicio da experiéncia a diferenca de peso entre os animais
nio devera ultrapassar + 20 % do peso médio. Se um estudo de toxicidade subcronica oral tiver constituido a fase
preliminar de um estudo a longo prazo deve utilizar-se a mesma espécie e estirpe em ambos os estudos.
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Nimero ¢ sexo

No caso de roedores serio utilizados pelo menos cem animais (cinquenta machos ¢ cinquenta fémeas) para cada
dose e grupo de controlo correspondente. As fémeas serio nuliparas e nio gravidas. Se estiver previsto o sacrificio
de animais no decurso da experiéncia, os efectivos devem ser aumentados do nimero dos animais cujo sacrificio
estiver previsto.

Doses ¢ frequéncia de exposigdo

Devem utilizar-se pelo menos trés doses além do grupo de contolo correspondente. A dose mixima deverd
provocar sinais minimos de toxicidade tais como um pequeno abrandamento da progressio do peso corporal
(menos de 10%), sem alterar substancialmente a duragio normal de vida devido a efeitos diferentes de
tumores.

A dose mais baixa nio devers alterar o crescimento normal, desenvolvimento ¢ longevidade dos animais, ou
produzir qualquer manifestagio de toxicidade.

A(s) dose(s) intermédia(s) terd (teriojum valor préximo da média entre a dose maxima ¢ a dose minima.

Os niveis de dose deverio ter em conta os dados obtidos nos ensaios ¢ estudos de toxicidade efectuados
anteriormente.

Normalmente a frequéncia de exposicdo sera didria. Se a substincia a testar for administrada na dgua de beber ou
incorporada na alimentagio, deve estar constantemente disponivel.

Controlos

Deveri utilizar-se um grupo de controlo idéntico em todos os aspectos aos grupos de tratamento com excepgio da
exposigio i substincia a testar.

Em condiges especiais, como em estudos por inalagdo implicando o emprego de aerossdis ou o uso de um
emulsionante com actividade biolégica nio estudada em ensaios por via oral, devera utilizar-se um grupo
suplementar de controlo nio exposto ao veiculo.

Via de administragio

As trés principais vias de administragio sio a oral, cutinea e inalatéria. A escolha da via de administragio depende
das caracteristicas fisico-quimicas da substincia a testar ¢ da via mais provavel de exposigio humana.

Estudos por via oral

A via oral de administragio ¢ preferida, salvo contra-indicagdes, se a substincia a testar for absorvida pelo tubo
digestivo e se a ingestdo for uma via possivel de exposigio humana. Os animais podem receber a substincia a testar
na dieta, dissolvida na iguna de beber ou sob a forma de cipsulas.

Em condigdes ideais, a dose diria ser4 administrada sete dias por cada sete visto que 2 administragdo em cinco dias
por cada sete pode permitir a recuperagio do animal ou a diminuigio da toxicidade no periodo em que o
tratamento ¢é interrompido ¢ assim afectar os resultados e a avaliagio subsequente. No entanto, por razdes
essencialmente préticas a2 administragio em cinco dias por sete é considerado aceitével.

Estudos por via cutinea

A exposicio cutdnea por aplicagdo com pincel pode ser escolhida para simular uma via principal de exposigio
humana e também como um modelo experimental para a indugio de lesdes cutdneas.

Estudos por inalagio

Uma vez que os estudos de inalagio colocam problemas técnicos de maior complexidade que os por outras vias de
administragio, sio dadas aqui recomendagdes mais pormenorizadas. Deve notar-se que a instilagio endotraqueal
pode constituir uma alternativa valida em certas situagdes especificas.

As exposigdes prolongadas (de longo prazo) sio habitualmente calculadas em fungio da exposicio humana
prevista: os animais so expostos cinco dias em cada sete (exposicio intermitente) 4 razio de seis horas por dia
depois de se obterem as concentragdes na cimara de experiéncia ou expostos sete dias em cada sete {exposigio
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continua) a razdo de 22 a 24 horas por dia, destinando-se uma hora por dia 2 alimentagio dos animais segundo
horirio regular e 3 manutengao das cimaras. Em ambos os casos os animais sio habitualmente €XpOStos a uma
concentragio fixa da substincia a testar.

Uma diferenga essencial entre a exposiio intermitente e a exposigio continua reside no facto de na primeira os
animais disporem dum periodo de 17 a 18 horas para recuperar dos efeitos da exposigio didria ¢ mesmo dum
periodo mais longo durante os fins-de-semana. A escolha entre a exposigo intermitente ou continua ser feita em
fungio dos objectivos do estudo e da exposigio humana que deve ser simulada. Convém no entanto ter em conta
certas dificuldades técnicas: por exemplo as vantagens da exposigio continua na simulagio das condigées do
ambiente podem ser contrariadas pela necessidade de alimentar e dar de beber aos animais e ainda pela necessidade
de técnicas mais complicadas de produgio de aerosséis e de vapores bem como de monitorizagio.

Cimaras de exposicio

Os animais serio expostos 4 substincia a testar em cimaras de inalagio concebidas de forma a conseguir-se um
fluxo de ar dinimico de pelo menos doze renovagdes de ar por hora, uma concentragio de oxigénio adequada e
uma distribui¢io uniforme da substincia a testar no ar. As cimaras de exposi¢io ¢ as cimaras de controlo serio
idénticas quanto i construgdo e concepgdo a fim de garantirem condigdes de €xposi¢io compardveis em todos os
aspectos, com excepgio da exposi¢do 2 substincia a testar.

Geralmente mantém-se uma ligeira pressio negativa no interior da cimara para impedir fugas da substincia a
testar para a drea envolvente. As camaras deverio ser concebidas de forma a evitar a superlotagio com os animais
de experiéncia.

Em geral, para assegurar a estabilidade da atmosfera da cimara, o volume total dos animais de experiéncia nio
devera ultrapassar 5% do volume da cimara de exposigio.

Deverid ser feita 2 medig3o ou monitorizagio de:
i) Débiro do ar: o débito do ar na cimara devers de preferéncia ser monitorizado continuamente;

if) Concentragio: durante o periodo de exposigio didria a concentragio da substincia a testar nio deve variar
mais que + 15% em redor do valor médio. Durante toda a duragio do estudo as concentragdes dirias
deverdo ser mantidas o mais constantes possivel;

iii) Temperatura ¢ humidade: para os roedores a temperatura deve ser mantida a 22 °C (+ 2 °C) e a humidade
dentro da cimara ser4 de 30 a 70 % excepto quando se utilizar 4gua para colocar a substincia a testar em
suspensdo na atmosfera das cdmaras. Estes parimetros serdo de preferéncia monitorizados permanente-
mente;

iv) Anilise granulométrica das particulas: devera efectuar-se uma repartigio granulométrica das particulas nas
atmosferas das cdmaras onde se utilizem aerossdis liquidos ou sélidos. As particulas do aerossol deverio ter
um didmetro respirdvel para o animal de experiéncia utilizado. Serio retiradas amostras das armosferas das
cimaras de ensaio, na zona de respiragio dos animais. A amostra de ar retirada dever4 ser representativa da
distribuigdo das particulas a que os animais sdo expostos e representard numa base gravimétrica, o conjunto
do aerosol em suspensio, mesmo se uma grande parte deste nio for inaldvel. As analises granulométricas serio
feitas frequentemente durante a elaboragio do sistema gerador para assegurar a estabilidade do aerosol, sendo
depois feitas tantas vezes quanto as necessirias durante as exposigdes para determinar de forma adequada a
estabilidade das distribuiges de particulas a que os animais foram expostos.

Duragido do estudo

A duragio de um estudo de carcinogénese compreende a maior parte da vida dos animais de experiéncia. O teste
deve terminar aos dezoito meses no ratinho ¢ no hamster ¢ aos vinte ¢ quatro meses no rato; no entanto, no caso de
algumas estirpes de animais com maior longevidade e/ou uma frequéncia baixa de tumores espontineos, o fim
deveria ser aos vinte e quatro meses no ratinho e no hamster ¢ aos trinta meses no rato. Em alternativa, ¢ aceitdvel
terminar um estudo tio prolongado quando o nimero de sobreviventes do grupo tratado com a dose mais baixa ou
do de controlo atingirem 25 %. Quando se terminar um teste em que exista wna diferenga aparente na resposta
consoante o sexo, devera considerar-se cada sexo separadamente. Quando apenas os animais do grupo tratado
com doses mais elevadas morrerem prematuramente por razées Gbvias de toxicidade, nio é necessério terminar a
experiéncia na condi¢io que as manifestagoes de toxicidade njo causem problemas nos outros grupos. Para que
um resultado negativo do teste seja aceitavel é preciso que, por cada grupo, ndo haja mais de 10% de animais
perdidos devido 2 autdlise, canibalismo ou por condigdes impréprias de alojamento ¢ que a taxa de sobrevida em
todos os grupos nio seja inferior a S0 % depois de dezoito meses no caso do ratinho ¢ do hamster e depoisde vinte e
quatro meses no caso do rato.

Procedimento

Observagoes

As observagdes didrias dos animais em cativeiro deverio incluir alteragdes da pele e do pélo, dos olhos ¢
membranas mucosas bem como dos aparelhos respiratério e circulatério, dos sistemas nervosos auténomo e
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central, da actividade somatomotora e do comportamento. E necessdria uma observagio regular dos animais para
se evitar, tanto quanto possivel, a perda de animais por causas como canibalismo, autélise dos tecidos ou condigbes
impréprias de alojamento. Os animais moribundos serdo imediatamente removidos e autopsiados.

As manifestagdes clinicas ¢ a mortalidade de todos os animais serio registadas. Devera tomar-se especial atengdo 2
formagdo de tumores; deverdo registar-se o momento do aparecimento, a localizagio, as dimensdes, o aspecto ¢ 2
progressio de todos os tumores nitidamente visiveis ou palpaveis.

Dever4 determinar-se semanalmente o consumo alimentar (¢ o consumo de 4gua, quando a substéncia a testar for
administrada na 4gua de beber) durante as primeiras treze semanas de estudo e depois com intervalos de cerca de
trés meses, excepto quando o estado de saude dos animais ou o seu peso corporal justificarem outra
frequéncia.

O peso corporal serd determinado e registado individualmente uma vez por semana durante as treze primeiras
semanas do teste e depois pelo menos de quatro em quatro semanas.

Exames clinicos
Hematologia

Se as observagdes efectuadas durante o periodo de cativeiro indicarem uma deteriorago do estado de saude de
alguns animais durante o estudo, deverd obter-se uma foérmula leucocitdria dos animais afectados.

Devera efectuar-se a todos os animais um esfregago de sangue aos doze meses, dezoito meses e antes do sacrificio.
Ser4 efectuada uma férmula leucocitéria em amostras dos animais do grupo tratado com a dose mais elevada e dos
controlos. Se estes resultados, em especial os obtidos antes do sacrificio ou os provenientes dos exames
histopatolégicos indicarem necessidade disso, serdo obtidas férmulas leucocitdnias dos animais do(s) grupo(s)
tratado(s) com a dose imediatamente inferior.

.Autépsia

Todos os animais serio submetidos a uma autépsia geral, incluindo os que morreram no decurso da experiéncia ou
que tenham sido sacrificados por se encontrarem moribundos. Deverao ser conservados todos os tumores ou lesdes
nitidamente visiveis ¢ as lesdes suspeitas de serem rumores.

Deverio ser conservados em meios adequados para um possivel exame histopatolégico ulterior, os seguintes
orgdos ¢ tecidos: encéfalo (incluindo cortes da medula/protuberincia, cortex cerebeloso, cértex cerebral),
hipéfise, tiroideia/ paratiroideias, todo o tecido timico, traqueia e pulmdes, coragdo, aorta, glindulas salivares,
figado, bago, rins, supra-renais, pancreas, génadas, ttero, orgios genitais anexos, pele, eséfago, estomago,
duodeno, ileo, cego, célon, recto, bexiga, ganglio linfitico representativo, glindula mamidria na fémea,
musculatura da coxa, nervo periférico, esterno com medula dssea, fémur (incluindo articulagio), medula espinhal
a trés niveis (cervical, mediotoricico e lombar) ¢ olhos.

A insuflagio de um fixador nos pulmdes e na bexiga constitui a melhor maneira de preservar estes tecidos; a
insuflagio dos pulmdes nos estudos de inalagio ¢ essencial para um exame histopatolégico apropriado. Nos
estudos de inalagdo deve conservar-se toda a via respiratoria, incluindo as fossas nasais, faringe ¢ laringe.

Exames histopatoldgicos

a) Serdo submetidos a um exame histopatolégico completo os orgios e tecidos de todos os animais que morrerem
ou forem sacrificados durante o teste, nos grupos tratados com a dose mais elevada ¢ de controlo;

b) Todos os tumores nitidamente visiveis ou as lesdes suspeitas de serem tumores deverdo ser examinadas
microscopicamente, em todos 0s grupos;

) Se se observar uma diferenga significativa na incidéncia de lesdes neopldsicas entre o grupo tratado com a dose
mais elevada e o de controlo, deverdo ser efectuados exames histoparoldgicos a esses orgios ou tecidos em
particular, nos outros grupos;

d) Sea sobrevida no grupo tratado com a dose mais elevada for substancialmente inferior 2 do grupo de controlo,
entio dever4 ser submetido a um exame completo o grupo tratado com a dose imediatamente inferior;

¢) Se no grupo exposto a dose mais elevada se observar uma indugio de efeitos toxicos ou outros susceptiveis de
afectar a resposta neoplasica, devera ser submetido a um exame completo o grupo tratado com a dose
imediatamente inferior.

carrr®le
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2. RESULTADOS

Os resultados deverio ser resumidos na forma de quadros, indicando para cada grupo da experiéncia o nimero de
animais no inicio, o nimero de animais apresentando tumores detectados durante o teste, 0o momento da detecgioe
o nimero de animais em que se observaram tumores na autdpsia. Os resultados serio avaliados com um método
estatistico adequado. Poderi utilizar-se qualquer método estatistico reconhecido.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério do teste deverd incluir as seguintes informagdes:

— espécic, estirpe, origem, condigdes de ambiente, dieca,
— condigdes experimentais:

Descrigio do sistema de exposicio:

incluindo concepgio, tipo, dimensdes, fonte de ar, sistema gerador de particulas e aerosséis, método de
condicionamento do ar, tratamento do ar expirado ¢ método de acondicionamento dos animais na cAmara de
exposicdo se esta for utilizada. Deverd ser descrito o equipamento utilizada para indicagdo da temperatura,
humidade e, se necessirio, estabilidade das concentragdes do aerosol e granulometria.

Dados relativos a exposigio

Deverio ser apresentados na forma de quadros indicando as médias e uma medida de variagdo (por exemplo: o
desvio-padrio) e deverio incluir:

a) Os débitos do ar através do dispositivo de inalagio;
b) A temperatura e 2 humidade do ar;

¢) As concentragbes nominais (quantidade total da substancia a testar introduzida no dispositivo de inalagio
dividida pelo volume de ar);

d) Natureza do veiculo, se utilizado;
) Concentrages na zona de respiragio;

f) Dimensdes medianas das particulas (se necessirio),
— doses (incluindo veiculo, se utilizado) e concentragées,
— incidéncia dos tumores por sexo, dose ¢ tipo de tumor,
— momento da morte durante o estudo ou indicagio dos animais sobreviventes,
— resposta téxica por sexo ¢ por dose,
— descrigio dos efeitos téxicos e outros,
— momento de observagio das manifestagdes anormais e sua evolugio subsequente,
— dados relativos 2 alimentagio e peso corporal,
— resultados do exame hematolégico,
— resultados da autopsia,
— descri¢io pormenorizada de todas as observagdes histopatolégicgs.
— tratamento estatistico dos resultados e descrigio dos métodos utilizados,
— discussio dos resultados,

— interpretagdo dos resultados.

3.2. Avaliagio e interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

4, REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.
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TESTE COMBINADO DE TOXICIDADE CRONICA/CARCINOGENESE

1. METODO

1.1. Introdugio
Ver Introdugio geral, Parte B.

1.2 Definigoes
Ver Introdugio geral, Parte B.

1.3. Substancias de referéncia
Nenhuma.

1.4. Principio do método de ensaio
O objectivo de um estudo combinado da toxicidade crénica/carcinogénese é determinar os efeitos téxicos e
carcinogénicos de uma substincia numa espécic mamifera, apés uma exposi¢io prolongada.
Com este fim, o teste de carcinogénese ¢ completado com, pelo menos, um grupo satélite tratado e um grupo
satélite de controlo. A dose utilizada para o grupo satélite da dose mais elevada pode ser superior 2 do grupo
tratado com a dose mais elevada no teste de carcinogénese. Os animais no estudo de carcinogénese sio examinados
do ponto de vista da toxicidade geral bem como da resposta carcinogénica. Os animais do grupo satélite tratado
sio examinados do ponto de vista da toxicidade geral.
A substincia a testar é administrada sete dias por semana, pela via apropriada, a vdrios grupos de animais de
experiéncia, 2 razio de uma dose por grupo durante a maior parte da sua vida. Durante ¢ depois da exposicio a
substincia a testar observam-se diariamente os animais de experiéncia para se detectar manifestagdes de toxicidade
e o aparecimento de tumores.

1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.

1.6. Descrigio do método de ensaio

Os animais sio mantidos nas condigdes de alojamento ¢ de alimentagio da experiéncia, durante pelo menos S dias
antes do teste. Antes do inicio do teste os animais jovens € s30s sio distribuidos a0 acaso pelos grupos submetidos
20 tratamento e de controlo.

Animais de experiéncia

A espécie preferida ¢ o rato. Podem utilizar-se outras espécies (roedores ou nio roedores) de acordo com os
resultados de estudos anteriores. Devem utilizar-se animais jovens e sdos de estirpes correntes de laboratérioec o
tratamento deve comegar o mais cedo possivel apos de desmame.

No inicio da experiéncia a diferenca de peso entre 05 animais nio devera ultrapassar + 20 % do peso médio. Seum
estudo de toxicidade subcronica-oral tiver constituido a fase preliminar de um estudo a longo prazo deve utilizar-se
a mesma espécie ¢ estirpe em ambos os estudos.

Nimero ¢ sexo

No caso dos roedores serio utilizados pelo menos 100 animais (50 fémeas ¢ 50 machos) para cada dose ¢ grupo de
controlo correspondente. As fémeas deverdo ser nuliparas e ndo gravidas. Se estiver previsto o sacrificio de animais
no decurso da experiéncia os efectivos devem ser aumentados do nimero de animais cujo sacrificio estiver
previsto.

Ofs) grupo(s) satélite(s) tratado(s) para a avaliagio de efeitos patolégicos diferentes de tumores, deveri conter
20 animais de cada sexo, enquanto o grupo satélite de controlo devera conter 10 animais de cada sexo.
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Doses e frequéncia de exposigio

Para o estudo da carcinogénese devem utilizar-se pelo menos trés doses, além do grupo de controlo
correspondente. A dose mixima deverid produzir manifestagdes minimas de toxicidade, como um ligeiro
decréscimo da progressdo de peso (menos de 10 % ) sem alterar substanciaimente o tempo de vida normal devido a
efeitos diferentes de rumores.

A dose minima nio dever4 interferir com o crescimento normal, desenvolvimento ¢ longevidade do animal ou
produzir qualquer efeito téxico. Em geral nio devers ser inferior a 10% da dose mxima.

A(s) dose(s) intermédia(s) teri(terio) um valor proximo da média entre a dose m4xima e a dose minima.

Os niveis da dose deverio ter em conta os dados obtidos nos ensaios ¢ estudos de toxicidade efectuados
anteriormente.

Para o estudo de toxicidade crénica, serio incluidos no estudo outros grupos tratados bem como grupos satélites de
controlo correspondentes. A dose maxima administrada aos grupos satélite tratados devers produzir sinais claros
de toxicidade.

A fréquéncia de exposigio ¢, normalmente, didria.

Se¢ a substdncia quimica for administrada na igua de beber ou incorporada na dieta deve encontrar-se
constantemente disponivel.

Controlos

Deveri utilizar-se um grupo de controlo idéntico em todos os aspectos aos grupos tratados, com excepgio da
exposi¢do 2 substincia a testar.

Em condigdes especiais como em estudos por inalagio implicando o emprego de aerossdis ou o uso de um
emulsionante com actividade biolégica nio estudada em ensaios por via oral, deverd utilizar-se um grupo
suplementar de controlo que nio seja exposto a0 veiculo.

Via de administragio

As trés vias principais de administragio sdo a oral, a cutinea e por inalagio. A escolha da via de administragio
depende das caracteristicas fisico-quimicas da substincia a testar e da via mais provivel de exposicio
humana.

Estudos por via oral

A via oral de administragio é preferida salvo contra-indicagdes, se a substincia a testar for absorvida pelo tubo
digestivo e se a ingestio for uma via possivel de exposicio humana. Os animais podem receber a substincia a testar
na dieta, dissolvida na 4gua de beber ou em capsulas. Em condigdes ideais, a dose didria ser4 administrada sete dias
em cada sete, visto que 2 administragio em cinco dias por cada sete pode permitir a recuperagio do animal ou a
diminui¢io de toxicidade no periodo em que o tratamento ¢ interrompido e assim afectar os resultados ¢ a
avaliagdo subsequente. No entanto, por razdes essencialmente praticas considera-se aceitivel a administragio
cinco dias por semana.

Estudos por via cutinea

A exposigio cutinea por aplicagio com pincel na pele pode ser escolhida para simu'.r uma via principal de
exposi¢io humana ¢ também como modelo experimental para a indugdo de lesdes cutineas.

Estudos de inalagio

Uma vez que os estudos de inalagio colocam problemas técnicos de maior complexidade do que os por outras vias
de administragio, sio dadas aqui recomendagbes mais pormenorizadas. Deve notar-se que a insalagio
endotraqueal pode constituir uma alternativa valida em certas situagdes especificas.

As exposigdes prolongadas (de longo prazo) sio habitualmente calculadas em fungio da exposigio humana
prevista: os animais sio expostos cinco dias em cada sete {exposigdo intermitente)  razio de seis horas por dia
depois de se obterem as concentragdes na cimara de experiéncia ou expostos sete dias em cada sete (exposigio
continua) A razio de 22 a 24 horas por dia, destinando-se uma hora por dia 2 alimentagio dos animais, segundo um
horirio regular, e 2 manutengio das cAmaras. Em ambos os casos 0s animais sio habitualmente expostos a uma
concentragio fixa da substincia a testar. .

Uma diferenca essencial entre a exposigio intermitente € a continua reside no facto de na primeira os animais
disporem de um periodo de 17 a 18 horas para recuperar dos efeitos da exposigio didria e mesmo dum periodo mais
longo, durante os fins-de-semana.
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A escolha entre a exposigIo intermitente ou continua serd feita em funcio dos objectivos do estudo e da exposicio
humana que deve ser simulada. Convém, no entanto, ter em conta certas dificuldades técnicas: por exemplo, as
vantagens da exposigio continua na simulagio das condicdes do ambiente podem ser contrariadas pela
pecessidade de alimentar e dar de beber 20s animais ¢ ainda pela necessidade de técnicas mais complicadas de
produgio de acrossdis e de vapores bem como de monitorizagio.

Cimaras de exposigio

Os animais ndo expostos A substincia a testar em cimaras de inalagio concebidas de forma a conseguir-se um fluxo
de ar dinimico de pelo menos doze renovagdes de ar por hora, uma concentragdo de oxigénio adequada ¢ uma
distribui¢do uniforme da substincia a testar no ar. As cimaras de exposigio ¢ as cAmaras de controlo serio
idénticas quanto 2 construgio e concepgdo a fim de garantirem condigdes de exposicio compardveis em todos os
aspectos, com excepgio da exposigioa substdncia a testar. Geralmente mantém:se uma ligeira pressio negativa no
interior da cimara para impedir fugas da substincia a testar para a rea envolvente. As cimaras deverdo ser
concebidas de forma a evitar a superlotagio com os animais de experiéncia. Em geral, para assegurar a estabilidade
da atmosfera da cimara, o volume total dos animais de experiéncia ndo devera ultrapassar 5 % do volume da
cimara de exposigio.

Devera ser feita a medigio ou monitorizagio de:
i} Débito de ar: o débito de ar na cimara devera, de preferéncia, ser monitorizado continuamente;

ii) Concentragdo: durante o periodo de exposicio didria a concentragdo da substincia a testar nio deve variar
mais que + 15% em redor do valor médio;

iii) Temperatura e humidade: para os roedores a temperatura deve ser mantida a 22 °C (£ 2 °C) e a humidade
dentro da cimara serd de 30 a 70 % excepto quando se utilizar 4gua para colocar a substincia testada em
suspensio na atmosfera da cimara. Estes pardmetros serio, de preferéncia, monitorizados permanente-
mente; '

iv) Analise granulométrica das particulas: deverd efectuar-se uma distribuigdo granuloméerica das particulas nas
atmosferas das cimaras onde se utilizam aerosséis liquidos ou sélidos. As particulas do aerossol deverio ter
um didmetro respirdvel para o animal de experiéncia utilizado. Serdo retiradas amostras das atmosferas das
cAmaras de ensaio, na zona de respiragio dos animais. A amostra de ar retirada deverd ser representativa da
distribuigdo das particulas a que os animais sdo expostos e representard, numa base graviméerica, o conjunto
do aerossol em suspensio, mesmo se uma grande parte deste nio for inaldvel. As analises granulométricas
serio feitas frequentemente durante a elaboragio do sistema gerador para assegurar a estabilidade do aerossol
sendo depois feitas tantas vezes quanto as necessarias durante as exposi¢bes para determinar de forma
adequada a estabilidade das distribuicdes de particulas a que os animais foram expostos.

Duragio do estudo

A durago da parte dedicada i carcinogénese compreende a maior parte da vida dos animais de experiéncia. O teste
deve terminar aos 18 meses no ratinho ¢ hamster ¢ a0os 24 meses no rato; no €ntanto, no caso de algumas estirpes de
animais com maior longevidade e/ ou uma frequéncia baixa de rumores espontineos o fim deveria ser aos 24 meses
no ratinho ¢ no hamster ¢ aos 30 meses no rato. Em alternativa ¢ aceitvel terminar um estudo tdo prolongado
quando o numero de sobreviventes do grupo tratado com a dose mais baixa ou do de controlo atingirem 25 %.
Quando se terminar um teste em que exista uma diferenga aparente na resposta consoante o sexo, deverd
considerar-se cada sexo separadamente. Quando apenas animais do grupo tratado com a dose mais elevada
morrerem prematuramente por razdes obvias de toxicidade ndo é necessrio terminar a experiéncia, na condigio
de que as manifestagdes de toxicidade nio causem problemas nos outros grupos. Para que um resultado negativo
dum teste seja aceitdvel é preciso que, por cada grupo, nio hajamaisde 10 % de animais perdidos devido a autélise,
canibalismo ou problemas de manutengio ¢ que a taxa de sobrevida em todos os grupos nio seja inferior a 50 %
depois de 18 meses no caso do ratinho e do hamster ¢ depois de 24 meses no caso do rato.

Os grupos satélite de 20 animais tratados por sexo ¢ os 10 animais de controlo por sexo associados, utilizados para
o teste da toxicidade crénica, deverio ser conservados no estudo durante 12 meses pelo menos. Estes animais
deverio ser escalados para sacrificio para uma avaliagio da patologia relacionada com a substincia a testar, nio
complicada por alteragBes geridtricas.

Procedimento
Observagdes

As observagdes diarias dos animais em cativeiro deverdo incluir alteragdes da pele e do pélo, olhos e membranas
mucosas bem como dos aparelhos respiratdrio e circulatério, dos sistemas nervosos autonomo e central, da
actividade somatomotora ¢ do comportamento.
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Us exames clinicos deverio ser efectuados com intervalos adequados aos animais dos grupos satélice
tratados.

E necessirio uma observacio regular dos animais para se evitar, tanto quanto possivel, a perda de animais por
causas como o canibalismo, autélise dos tecidos ou condigdes improprias de alojamento. Os animais moribundos
serdo imediatamente removidos e autopsiados.

As manifestagdes clinicas, incluindo alteragdes neuroldgicas e oculares, bem como a mortalidade de todos os
animais, serdo registadas. Deverd tomar-se especial atengdo 4 formagdo de tumores; deverio registar-se o
momento do aparecimento, a localizagdo, as dimensdes, o aspecto e a progressdo de todos os tumores nitidamente
visiveis ou palpdveis. O inicio e a progressio das manifestagdes toxicas devem ser registados.

Deveré determinar-se semanalmente o consumo alimentar (e o consumo de 4gua, quando a substincia a testar for
administrada na dgua de beber), durante as primeiras 13 semanas de estudo e depois com intervalos de cerca de tras
meses, excepto quando o estado de saide dos animais ou o seu peso corporal indicarem a necessidade de outra
frequéncia.

O peso corporal ser4 determinado e registado individualmente em todos os animais uma vez por semana durante as
13 primeiras semanas do teste ¢ depois pelo menos de quatro em quatro semanas.

Exames clinicos
Hematologia

Deverd ser efectuado um exame hemaroldgico (por exemplo, concentragio de hemoglobina, hematdcrito, nimero
total de eritrécitos, nimero total de leucécitos, plaquetas ou outros testes de coagulagio) aos trés meses, a0s seis
meses, ¢ em seguida a intervalos de seis meses ¢ no fim da experiéncia, em amostras de sangue recolhidas de dez
ratos/sexo de cada grupo. Se possivel, as amostras deveriam ser colhidas de cada vez Nos mesmos ratos.

Se as observagdes efectuadas durante o perfodo de cativeiro indicarem uma deterioragio do estado de satide de
alguns animais durante o estudo, deverd obter-se uma férmula leucocitdria dos animais afectados.

Deverd obter-se uma férmula leucocitiria em amostras de sangue dos animais do grupo tratado com a dose mais
elevada e dos controlos. Serdo obtidas férmulas no(s) grupo(s) tratado(s) com doses inferiores apenas no caso de se
verificar uma grande discrepancia entre o grupo tratado com a dose mais alta ¢ os controlos, ou se indicado pelos
achados patolégicos.

Andlise de urina

Serdo colhidas amostras de urina para anilise em dez ratos/sexo de todos os Brupos; estas andlises serdo feitas se
possivel na mesma altura dos exames hematolégicos. Deverio ser efectuadas as seguintes determinagdes, em cada
animal individualmente ou, no caso dos roedores, numa pool de urina do mesmo grupo e do mesmo sexo:

— aspecto: volume e densidade para os animais tomados individualmente,
— proteinas, glicose, corpos ceténicos, sangue oculto (semi-quantitativamente),

— microscopia do sedimento urinério (semi-quantitativamente).

Bioquimica clinica

De seis em seis meses e no fim do estudo colher-se-30 amostras de sangue para determinagdes bioquimicas clinicas
de todos os nio roedores ¢ a dez ratos/ sexo de todos os 8rupos, ¢ se possivel, sempre dos mesmos ratos de cada vez.
Além disso, seré recolhida uma amostra pré-teste dos nio roedores. O plasma preparado a partir destas amostras
serd utilizado para as seguintes determinacdes:

— concentragio de proteinas totais,
—- concentragio de albumina,

— provas de fungio hepdtica (rais como a actividade da fostarase alcalina, actividade da transaminase
glutdmico-pinivica (') e da transaminase glutimico-oxaloacética (*), gama-glutamil transpeptidase, orniti-
na-descarboxilase,

— metabolismo dos hidratos de carbono como uma glicémia em jejum,

— testes da fungio renal como a ureia sanguinea.

(') Designada actualmente por transaminase da alamina.
(2) Designada actualmente por transaminase da aspartato.
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Autépsia

Todos os animais serio submetidos 2 uma autépsia geral, incluindo os que morrerem no decurso da experiéncia ou
que tenham sido sacrificados por se encontrarem moribundos. Antes do sacrificio deverio colher-se amostras de
sangue de todos os animais para se fazerem férmulas leucocitirias. Deverio sexr conservados todos os tumores ou
lesdes nitidamente visiveis e as lesdes suspeitas de serem tumores. Tentar-se-4 estabelecer correlagoes entre os
achados macroscopicos e as observagdes microscopicas.

Deverdo ser conservados todos os orgdos e tecidos para um exame histopatoldgico. Este procedimento inclui
habitualmente os seguintes orgios ¢ tecidos: encéfalo (medula/protuberincia, cortex cerebeloso, cortex cerebral),
hipofise, tiroideia(incluindo paratiroideias), timo, pulmées (incluindo traqueia), coragio, aorta, glandulas
salivares, figado (1), bago, rins (1), supra-renais (* ), esdfago, estdmago, duodeno, jejuno, ileo, cego, célon, recto,
bexiga, ginglios linfdticos, pancreas, génadas, orgios genitais anexos, glindula mamiria na fémea, pele,
musculatura, nervo periférico, medula espinhal (cervical, toracica, lombar), esterno com medula dssea e fémur
(incluido articulagdo) e othos.

Apesar da insuflagdo dos pulmdes e bexiga com um fixador ser o meio éptimo de preservar os tecidos nos estudos
da inalagdo, a insuflagio dos pulmbes é uma condigio necessiria para um exame histopatolégico adequado. Em
estudos especiais como os de inalagdo deve ser estudado todo o sistema respiratério, incluindo o nariz, faringe ¢
laringe.

Se se fizerem outros exames clinicos, a informagio obrtida deverd estar disponivel antes do exame microscopico,
uma vez que pode fornecer indicagdes preciosas a0 patologista.

Histopatologia

Para a parte referente ao teste de toxicidade crénica

Sera efectuado um exame pormenorizado de todos os orgios conservados de todos os animais do grupo satélite
tratado com a dose mais elevada e do de controlo. Quando se observar uma patologia ligada a substincia a testar
no grupo satélite de dose mais elevada, os orgdos alvo de todos os outros animais em qualquer dos outros grupos
satélites tratados deverio ser sujeitos a um exame histologico completo ¢ pormenorizado bem como os dos grupos
tratados no teste de carcinogénese, no fim desta parte do estudo.

Para a parte referente ao teste de carcinogénese

a) Serdo submeridos a um exame histopatolégico completo os orgaos e tecidos de todos os animais que morrerem
ou forem sacrificados durante o teste ¢ de todos os animais do grupo de controlo e de dose méxima;

b) Deverio ser examinados microscopicamente todos os tumores nitidamente visiveis ou lesdes suspeitas de serem
tumores;

) Se se verificar uma diferenga significativa entre 2 incidéncia de lesdes neoplasicas no grupo da dose mais alta e
no de controlo, dever4 scr efectuado um exame histopatoldgico desse orgdo ou tecido especifico nos outros

grupos;
d) Se a sobrevida do grupo de dose mais alta for substancialmente inferior 2 do grupo de controlo, deverd entio
ser submetido a um exare completo o grupo tratado com a dose imediatamente inferior;

¢) Se no grupo exposto 2 dose mais elevada se observarem efeitos toxicos ou outros susceptiveis de afectar a
resposta neopldsica, serio submetidos a um exame completo os animais expostos & dose imediatamente
inferior.

2. RESULTADOS
Os resultados deverio ser resumidos na forma de quadros, indicando para cada grupo de experiéncia o nimero de
animais no inicio do teste, o nimero de animais apresentando tumores ou manifestagdes de toxicidade detectados

durante o teste, o momento da detecgio ¢ o niimero de animais apresentando tumores na autépsia. Os resuitados
deverio ser avaliados com um método estatistico apropriado.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério do teste deverd incluir as seguintes informagdes:

— espécie, estirpe, origem, condigdes de ambiente, dieta,

(") Estes orgios, proveni de 10 animais por sexo ¢ por grupo no caso dos roedores, deverdo ser pesados.
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3.2.

1.1.

- condigbes experimentais:

Descri¢io do dispositivo de exposigio:

incluindo concepgio, tipo, dimensées, fonte de ar, sistema gerador de particulas e aerosséis, método de
condicionamento de ar, tratamento do ar expirado, ¢ 0 modo de acondicionamento dos animais na cAmara de
exposi¢io, quando utilizada. Deverd ser descrito o equipamento para a medigio de temperatura, da humidade
€, se nccessdrio, da estabilidade da concentragio ou a granulometria das particulas;

Dados relativos a exposigio:

Estes deverio ser apresentados na forma de quadros indicando as médias e uma medida de variagio (porex., 0
desvio-padrio) e deverio incluir:

a) Os débitos do ar através do dispositivo de inalagio;
b) A temperatura e a humidade do ar;

c) As concentragdes nominais (quantidade total da substincia a testar introduzida no dispositivo de inalagio
dividada pelo volume de ar);

d) Natureza do vefculo, se utilizado;
e) Concentragdes na zona de respiragio;

f) Dimensdes médias das particulas (se necessirio);
— doses (incluindo veiculo, se utilizado) e concentragges,
— incidéncia dos tumores por sexo, dose ¢ tipo de tumor,
— momento da morte durante o estudo ou indicagio dos animais sobreviventes, incluindo o grupo satélite,
— resposta toxica, por sexo e por dose,
— descrigio dos efeitos téxicos e outros,
~ momento de observagio das manifestagdes anormais ¢ sua evolugio subsequente,
— observagdes oftalmolégicas,
— dados relativos 2 alimentagio e peso corporal,
— testes hematoldgicos utilizados e todos os seus resultados,
— testes bioquimicos clinicos empregados ¢ todos os seus resultados (incluindo todas as anélises de urina),
— resultados da autépsia,
— descrigio pormenorizada de todas as observagbes histopatolégicas,
— tratamento estatistico dos resultados e descrigio dos métodos utilizados,
— discussdo dos resultados,

— interpretagio dos resultados.

Avaliagdo ¢ interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS
Ver Introdugio geral, Parte B.
TESTE DE TOXICIDADE SOBRE A REPRODUGAO EM UMA GERAGAO

MEDODO

Introdugdo

Ver Introdugio geral, Parte B.
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1.2. Definig¢des
Ver Introdugdo geral, Parte B.

1.3. Substincias de referéncia
Nenhuma,

1.4, Principio do método de ensaio
Administra-se a substincia a testar em virias doses graduais a vdrios grupos de animais, machos ¢ fémeas. Os
machos deverdo ser tratados durante o crescimento ¢ pelo menos um ciclo espermatogénico completo (cerca de 56
dias no ratinho e 70 dias no rato) de forma que a substincia testada provoque um efeito nocivo eventual na
espermatogénese.
As fémeas da geragdo progenitora (P) deverdo ser tratadas durante pelo menos dois ciclos do estro para permitir
que a substincia testada provoque alguns efeitos nocivos no estro. Os animais s3o em seguida acasalados.
Administra-se a substincia testada aos animais de ambos os sexos durante o periodo de acasalamento, ¢ depois
unicamente is fémeas durante a gestagio ¢ o periodo de aleitamento.
Se se administrar a substincia por inalagio serd necessario modificar-se o método.

1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.

1.6. Descrigio do método de ensaio

Preparativos

Antes do ensaio, os animais adultos jovens e sios sdo distribuidos ao acaso pelos grupos tratados e de controlo. Os
animais sio mantidos nas condigdes de alojamento ¢ alimentacio da experiéncia pelo menos durante cinco dias
antes do inicio do teste. Recomenda-se a administrag3o da substincia a testar na alimentagdo ouna agua de beber.
Podem aceitar-se igualmente outras vias de administragdo. Deve utilizar-se o mesmo método de administragdo em
todos os animais ¢ durante toda a experiéncia. Se for utilizado um veiculo ou outros aditivos para facilitar a
administragio devem estes ser comprovadamente isentos de efeitos téxicos. O tratamento deverd ser efectuado
durante os 7 dias da semana.

Animais de experiéncia

Selecgdo da espécie

As espécies preferidas sdo o rato ou o ratinho. Devem utilizar-se animais sios, nio sujeitos a experiéncias
anteriores. As estirpes com taxas de fecundidade baixa ndo deverdo ser utilizadas. Serdo especificadas a espécie, a
estirpe, 0 sexo, 0 peso e/ou a idade dos animais de experiéncia.

Para avaliar a fecundidade de modo adequado deverio ser estudados tanto machos como fémeas. Todos os
animais tratados e de controlo deverio estar desmamados antes do inicio do tratamento.

Nimero e sexo

Cada grupo tratado e cada grupo de controlo deve comportar um numero de animais suficientes para obter cercade
20 fémeas gravidas de termo ou préximas deste.

O objectivo ¢ a obtengio dum niimero de gestagdes e de ninhadas suficientes para permitir uma avaliagio
significativa do efeito da substincia sobre a fecundidade, a gestagio, 0 comportamento maternal dos animais da
geragio P bem como o aleitamento, o crescimento € 0 desenvolvimento da geragio F; desde a concepgio até ao
desmame.

Condigdes experimentais

A alimentagio e a 4gua serdo fornecidas ad libitum. Quando as fémeas grividas estiverem préximas do termo
deverio ser colocadas em gaiolas individuais de parto ou de maternidade podendo ser-ihes fornecidos os materiais
de nidificagdo necessirios.

Doses

Devem utilizar-se pelo menos trés grupos tratados ¢ um grupo de controlo. Se for utilizado um veiculo para a
administra¢io da substincia a testar o grupo de controlo devera receber o volume maximo de veiculo que tenha
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sido utilizado. Se uma substancia testada causar diminuig3o da ingestio de alimentos e da sua assimilagdo, pode
tornar-se necessirio um grupo de controlo negativo. Nas condigdes ideais, a ndo ser que existam limitagdes devidas
A natureza fisico-quimica ou efeitos biologicos da substncia testada, a dose maxima deverd produzir um efeito
téxico mas nio a morte dos animais progenitores (P). A(s) dose(s) intermédia(s) deverdo induzir os efeitos té6xicos
minimos atribuiveis 2 substincia a testar e a dose minima nao dever4 produzir nenhum efeito nocivo observivel nos
progenitores ou na sua descendéncia. Quando a substincia for administrada por gavage ou cipsula, a dose
administrada a cada animal devera ser calculada em fungio do peso corporal de cada um e ajustada semanalmente,
tendo em conta modificagdes desse peso. No caso das fémeas durante 2 gravidez, as doses podem ser calculadas em
fungio do peso corporal no dia 0 ou 6, se desejado.

Teste limite

No caso de substincias pouco téxicas, se uma dose de pelo menos 1 000 mg/ kg de peso nio provocar nenhuns
sinais de interferéncia com a capacidade de reprodugio, podem considerar-se desnecessarios estudos com outras
doses. Se um estudo preliminar da dose mixima, com toxicidade materna evidente, nio mostrar efeitos nocivos na
fertilidade, poderio considerar-se desnecessirios estudos com outras doses.

Procedimentos do teste
Plano de experiéncia

A substincia a testar deverd ser administrada diariamente aos machos progenitores (P) assim que atingirem a idade
de cinco 2 nove semanas depois do desmame e de um periodo de adaptagio de, pelo menos, cinco dias. Nos ratos o
tratamento ¢ prosseguido durante dez semanas antes do periodo de acasalamento (nos ratinhos durante oito
semanas). Os machos deverdo ser sacrificados e examinados ou no fim do periodo de acasalamento ou em
alternativa mantidos vivos prosseguindo-se com a administragio da substinca na comida, com vista a produgio
eventual duma segunda ninhada, devendo neste caso ser sacrificados ¢ examinados um pouco antes do fim do
estudo., No caso das fémeas (P) o tratamento devera comegar depois de, pelo menos, cinco dias de adaptagdo e ser
prosseguido durante, pelo menos, duas semanas antes do acasalamento. As fémeas P deverdo continuar a receber o
seu tratamento didrio durante as trés semanas do periodo de acasalamento € gestacio até ao desmame dos filhos F 1-
Poderio admitir-se modificagdes do esquema de administragio no caso de se disporem de outras informagdes sobre
a substincia testada, come a indugio do metabolismo ou bio-acumulagio.

Processo de acasalamento

Nos estudos de toxicidade sobre a reprodugio, os acasalamentos poderio ser feitos seja 1:1 (um macho com uma
fémea) seja 1:2 (um macho com duas fémeas).

No caso de um acasalamento 1:1 deve colocar-se a fémea sempre com 0 mesmo macho até ficar gravida ou durante
trés semanas. Deverdo examinar-se as fémeas todas as manhis para verificar a presenga de esperma ou de rolhdo
vaginal. O dia 0 da gestagio ¢ definido como o dia em que se verifique a presenga de rolhio vaginal ou de
esperma.

Os casais em que o acasalamento nio tiver sucesso devem ser avaliados para determinar as causas da aparente
esterilidade. Isto pode implicar procedimentos como novo acasalamento com animais que ja tenham procriado,
proceder a um exame microscépico dos orgdos de reproducio ou ao exame do ciclo do estro ou da
espermatogénese.

Numero de animais por ninhada

Permite-se que os animais usados no estudo de fertilidade déem 4 luz normalmente e criem a sua descendéncia até
20 desmame sem homogeneizagio das ninhadas.

Se se fizer uma homogeneizagio das ninhadas sugere-se o seguinte método: entre o dia 1 ¢ o dia 4 depois do
nascimento, o nimero de animais por ninhada pode ser ajustado eliminando-se por selecgdo as crias suplementares
a fim de obter, na medida do possivel, quatro fémeas e quatro machos por ninhada. Se o numero de machos e de
fémeas ndo permitir obter quatro crias de cada sexo por ninhada pode aceitar-se um ajustamento parcial (por
exemplo cinco machos e trés fémeas). Nio sdo possiveis ajustamentos nas ninhadas com menos de oito crias.

Observagdes

Deve observar-se cada animal pelo menos uma vez por dia durante todo o periodo do ensaio. Deverdo registar-se as
modificagdes de comportamento significativas, sinais de parto dificil ou prolongado bem como qualquer sinal de
toxicidade incluindo a mortalidade. Durante os periodos de pré-acasalamento ¢ acasalamento deve determinar-se
diariamente o consumo alimentar. Depois do parto ¢ durante o aleitamento deveri determinar-se o consumo
alimentar (e o consumo de dgua quando o teste da substancia for administrado na dgua para beber) no dia de se
pesarem as crias. Os machos e fémeas progenitores deverdo ser pesados no primeiro dia do tratamento ¢, em
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seguida, uma vez por semana. Estas observagdes serio registddas individualmente para cada animal adulto.
Calcula-se a duragdo da gestagio a partir do dia 0 da gravidez. Cada ninhada deverd ser examinada o mais cedo
possivel, apés o parto, para se determinar o nimero e o sexo das crias, 0s nado-mortos, os nado-vivos ¢ a presenga
de anomalias macroscdpicas.

As crias mortas ¢ as crias sacrificadas no dia 4 deverio ser conservadas e examinadas para detectar eventuais
anomalias. Devem contar-se as crias vivas e pesar as ninhadas na manhi apds o nascimento, bem comono 4% ¢ 7°
dia e, em seguida, semanalmente até ao fim do estudo, sendo os animais nessa altura pesados individualmente.
Deverio ser registadas as alteragdes fisicas ou de comportamento nos progenitores do sexo feminino ¢ na sua
descendéncia.

Patologia
Autdpsia

No momento do sacrificio ou da morte, no decurso do estudo, os animais da geragio P deverao ser examinados
macroscopicamente para se detectar qualquer anomalia estrutural ou alteracio patolégica, dedicando-s¢ uma
atengdo especial aos orgios do aparelho reprodutor. Devem procurar-se eventuais malformagdes nas crias mortas
ou moribundas.

Histopatologia

Devem conservar-se para exame microscopico os ovirios, o utero, o colo uterino, a vagina, os testiculos, os
epididimos, as vesiculas seminais, a préstata, a glindula coagulante, a hipéfise ¢ ofs) orgdo(s) alvo de todos os
animais P. No caso de estes orgios nio terem sido examinados noutros estudos com doses repetidas, deverdo ser
feito exames histoldgicos a tados os animais do grupo tratado com dose mais elevada, do grupo de controlo e aos
animais mortos durante o estudo, quando tal for praticavel.

Os orgios que apresentarem alteragdes nestes animais serio também examinados em todos os outros animais P.
Neste caso dever4 efectuar-se um exame microscépico de todos os tecidos que apresentarem alteragoes patoldgicas
macroscopicas. Como foi j4 sugerido no procedimento para o acasalamento, os orgios reprodutores dos animais
suspeitos de esterilidade poderio ser submetidos a2 um exame microscépico.

2. RESULTADOS

Os resultados podem ser resumidos em quadros, indicando para cada grupo experimental o niimero de animais no
inicio do estudo, o nimero de machos férteis, o nimero de fémeas grividas, os diversos tipos de alteragdes, ¢ 2
percentagem de animais apresentando cada tipo de alteragio.

Se possivel, os resultados numéricos deverio ser avaliados com um método estatistico apropriado. Pode ser
utilizado qualquer método estatistico reconhecido.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério do teste deveri também incluir as seguintes informagoes:

— espécie/estirpe utilizada,

— resposta toxica por sexo e por dose, incluindo fertilidade, gestagdo ¢ viabilidade,

— momento da morte no decurso do estudo ou indicagio dos animais sobreviventes no fim do estudo,

— quadro apresentando os pesos de cada ninhada, o peso médio das crias e os pesos individuais das crias no fim do
estudo,

— efeito téxico ou outro sobre a reprodugio, a descendéncia ¢ o crescimento pés-natal,

— dia da observagio de qualquer manifestagio anormal e sua evolugio subsequente,
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3.2.

1.1

1.2.

1.3.

1.4,

1.5.

— peso corporal dos animais P,

— resultados da autdpsia,

— descrigdo pormenorizada das observagdes microscépicas,
— tratamento estatistico dos resultados se necessino,

— discussio dos resultados,

- interpretagio dos resultados.

Avaliagio ¢ interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

TESTE DE TOXICIDADE SOBRE A REPRODUGAO EM DUAS GERAGCOES
METODO

Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigbes

Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método de ensaio

Administra-se a substincia a testar em virias doses graduais a virios grupos de animais, machos e fémeas. Os
machos da geragio paterna (P) deverio ser tratados durante o crescimento e pelo menos um ciclo espermatogénico
completo (cerca de 56 dias no ratinho e 70 dias no rato) de forma que a substincia testada provoque um efeito
nocivo eventual na espermatogénese.

As fémeas da geragio progenitora (P) deverio ser tratadas durante pelo menos dois ciclos do estro para permitir
que a substincia testada provoque alguns efeitos nocivos no estro. Os animais sio em seguida acasalados.
Administra-se a substincia testada aos animais de ambos os sexos durante o periodo de acasalamento, ¢ depois
unicamente as fémeas durante a gestagio ¢ o periodo de aleitamento. Na ocasiio do desmame continua a
administrar-se a substancia A geragio F| durante o crescimento até i idade adulta, ao acasalamento e produgao de
uma geragio F,, até ao desmame da geragio F,. Se se administrar a substincia por inalagio serd necessirio
modificar-se 0 método.

Critérios qualitativos

Nenhum.
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1.6. Descrigio do método de ensaio
Preparativos

Antes do ensaio os animais jovens & sdos sdo distribufdos a0 acaso pelos grupos tratados e de controlo. Os animais
da geragio (P) sio mantidos nas condigdes de alojamento e alimentagio da experiéncia pelo menos durante cinco
dias antes do inicio do teste. Recomenda-se a administragio da substincia a testar na alimentagio ou na 4gua de
beber. Podem aceitar-se igualmente outras vias de administragio. Deve utilizar-se 0 mesmo método de
administragdo em todos os animais e durante toda a experiéncia. Se for utilizado um veiculo ou outros aditivos
para facilitar a administragdo, devem estes ser comprovadamente isentos de efeitos téxicos. O tratamento deverd
ser efectuado durante os sete dias da semana.

Animais de experiéncia: Selecgio da espécie

As espécies preferidas sio o rato ou o ratinho. Devem utilizar-se animais P sios, nio sujeitos a experiéncias
anteriores, As estirpes com taxas de fecundidade baixa nio deverio ser utilizadas. Serdo especificadas a espécie, a
estirpe, 0 sexo0, 0 peso ¢/ou a idade dos animais de experiéncia.

Para avaliar a fecundidade de modo adequado deverio ser estudados tanto machos como fémeas. Todos os
animais tratados e de controlo deverio estar desmamados antes do inicio do tratamento.

Nimero ¢ sexo

Cada grupo tratado ¢ cada grupo de controlo deve comportar um nimero de animais suficiente para obter cerca de
20 fémeas gravidas de termo ou proximas deste. O objectivo ¢ a obtengdo dum niumero de gestagdes e de ninhadas
suficientes para permitir uma avaliagdo significativa do efeito da substincia sobre a fecundidade, a gestagio, o

comportamento maternal dos animais da geragio P bem como o aleitamento, o crescimento ¢ o desenvolvimento
da geragio F, desde a concepgio até a maternidade, assim como o desenvolvimento da sua descendéncia (F,) até a0
desmame.

Condigoes experimentais

A alimentagio e a 4gua serdo fornecidas ad libitum. Quando as fémeas grévidas estiverem proximas 8o termo
deverio ser colocadas em gaiolas individuais de parto ou de maternidade podendo ser-lhes fornecidos os materiais
de nidificagdo necessdrios.

Doses

Devem utilizar-se pelo menos trés grupos tratados ¢ um grupo de controlo. Se for utlizado um veiculo para a
administragdio da substincia a testar o grupo de controlo deverd receber o volume maximo de veiculo que tenha
sido utilizado. Se uma substincia testada causar diminuigdo da ingestdo de alimentos ¢ da sua assimilagdo, pode
tornar-se necessirio um grupo de controlo negativo. Nas condigdes ideais, a niio ser que existam limitagdes devidas
i natureza fisico-quimica ou efeitos biolégicos da substincia testada, a dose mixima deverd produzir um efeito
téxico mas nio s morte dos animais progenitores (P). A(s) dose(s) intermédia(s) deverdo induzir os efeitos téxicos
minimos atribuiveis & substdncia a testar ¢ a dose minima nio devera produzir nenhum efeito nocivo observével nos
progenitores ou ns sua descendéncia. Quando a substincia for administrada por gavage ou cdpsula, a dose
administrada a cada animal deveri ser calculada em fungio do peso corporal de cadas um ¢ ajustada semanalmente,
tendo em conta modificagdes desse peso. No caso das fémeas durante a gravidez, as doses pedem ser calculadasem
fun¢do do peso corporal no dia 0 ou 6, se desejado.

Teste limite

No caso de substincias pouco tdxicas, se uma dose de, pelo menso, 1 000 mg/kg de peso ndo provocar nenhuns
sinais de interferéncia com a capacidade de reprodugio, podem considerar-se desnecessirio estudos com outras
doses. Se um estudo preliminar da dose méxima, com toxicidade materna evidente, ndo mostrar efeitos nocivos na
fertilidade, poderdo considerar-se desnecessirios estudos com outras doses.

Procedimentos do teste
Plano da experiéncia
A substincia a testar deveri ser administrada diariamente aos machos progenitores (P) assim que atingirem a idade

de cinco a nove semanas depois do desmame e de um periodo de adaptagio de pelo menos cinco dias. Nos ratos o
tratamento é prosseguido durante dez semanas antes do perfodo de acasalamento (nos ratinhos durante oito
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semanas). Os machos deverio ser sacrificados ¢ examinados ou no fim do periodo de acasalamento ou em
alternativa mantidos vivos prosseguindo-se com a administragio da substincia na comida, com vista 4 produgio
eventual duma segunda ninhada, devendo neste caso ser sacrificados e examinados um pouco antes do fim do
estudo. No caso das fémeas (P) o tratamento devers comegar depois de pelo menos cinco dias de adapragio e ser
prosseguido durante pelo menos duas semanas antes do acasalamento. As fémeas P deverio continuar a receber o
seu tratamento didrio durante as trés semanas do periodo de acasalamento e gestagdo até ao desmame dos filhos F,.
Poderido admitir-se modificagdes do esquema de administragio no caso de se disporem de outras informagdes sobre
a substincia testada, como a indugio do metabolismo ou a bio-acumulagio.

O tratamento dos animais F; comega na ocasiio do desmame ¢ termina quando sdo sacrificados.

Processo de acasalamento

Nos estudos de toxicidade sobre a reprodugio, os acasalamentos poderio ser feitos seja 1:1 (um macho com uma
fémea) seja 1:2 (um macho com duas fémeas).

No caso de um acasalamento 1:1 deve colocar-se a fémea sempre com o mesmo macho até ficar gravida ou durante
trés semanas. Deverdo examinar-se as fémeas todas as manhds para verificar a presenca de esperma ou de rothio
vaginal. O dia 0 da gestagdo ¢ definido como o dia em que se verifique a presenca de rolhdo vaginal ou de
esperma.

Tendo em conta a espermatogénese, a descendéncia F, ndo poders ser acasalada até que ela atinja a idade de, pelo
menos, onze semanas nos ratinhos ¢ treze semanas nos ratos. Para o acasalamento da descendéncia F 1» sdo
seleccionados a0 acaso, um macho e uma fémea de cada ninhada, com vista 2 um acasalamento cruzado com uma
cria de uma outra ninhada, com o mesmo grupo de dosagem, tendo em vista o abtengio dageragdo F,. Os machose
fémeas F; que nio tenham sido seleccionados para o acasalamento serio sacrificados na ocasiio do
desmame.

Os casais em que o acasalamento nio tiver sucesso devem ser avaliados para determinar as causas da aparente
esterilidade. Isto pode implicar procedimentos como novo acasalamento com animais que ji tenham procriado,
proceder a um exame microscopico dos orgios de’ reprodugio ou a0 exame do ciclo do estro ou da
espermatogénese.

Nuimero de animais por ninhada

Permite-se que os animais usados no estudo de fertilidade dém 3 luz normaimente ¢ criem a sua descendéncia até ao
desmame sem homogeneizagio das ninhadas.

Se se fizer uma homogeneizagdo das ninhadas sugere-se o seguinte método: entre o dia 1 e o dia 4 depois do
nascimento, o numero de animais por ninhada pode ser ajustado éliminando-se por selecgdo as crias suplementares
a fim de obter, na medida do possivel, quatro fémeas e quatro machos por ninhada. Se o nimero de machos e de
fémeas ndo permitir obter quatro crias de casa sexo por ninhada pode aceitar-se um ajustamento parcial (por
exemplo, cinco machos e trés fémeas). Nio sio possiveis ajustamentos nas ninhadas com menos de oito crias. Para
as ninhadas F, o ajustamento efectua-se da mesma maneira.

Observagées

Deve observar-se cada animal pelo menos uma vez por dia durante todo o periodo do ensaio. Deverio registar-se as
modificagées de comportamento significativas, sinais de parto dificil ou prolongado bem como qualquer sinal de
toxicidade incluindo a mortalidade. Durante os periodos de pré-acasalamento e acasalamento deve determinar-se
diariamente o consumo alimentar. Depois do parto e durante o aleitamento deverd determinar-se o consumo
alimentar no dia de se pesarem as crias. Os machos e fémeas progenitores (P ¢ F,) deverio ser pesados no primeiro
dia do tratamento e, em seguida, uma vez por semana. Estas observagdes serio registadas individualmente para
cada animal adulto.

Calcula-se a duragio da gestagio a partir do dia 0 da gravidez. Cada ninhada dever4 ser examinada o mais cedo
possivel ap6s o parto para se determinar o nlimero e o sexo das crias, 0s nado-mortos, os nado-vivos e a presenca de
anomalias macroscépicas.

As crias mortas ¢ as crias sacrificadas no dia 4 deverio ser conservadas ¢ examinadas para detectar eventuais
anomalias. Devem contar-se as crias vivas e pesar as ninhadas na manhi, apos o nascimento, bem comono 4% ¢ 7°
dia e, em seguida, semanalmente até ao fim do estudo, sendo os animais nessa altura pesados individualmente.
Deverio ser registadas as aiteragdes fisicas ou de comportamento nos progenitores do sexo feminino ¢ na sua
descendéncia.
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Patologia
Autépsia

Todos os animais P e F, deverio ser sacrificados quando deixarem de ser necessirios para sc avaliar os efeitos sobre
areprodugio. A descendéncia F, nio seleccionada para o acasalamento bem como toda a descendéncia F; deverio
ser sacrificadas na ocasido do desmame.

No momento do sacrificio ou da morte, no decurso do estudo, os animais da geragio P ¢ F, deverdo ser examinados
microscopicamente para se detectar qualquer anomalia estrutural ou alteragio patoldgica, dedicando-se uma
atengio especial aos orgidos do aparelho reprodutor. Devem procurar-se eventuais malformagoes nas crias mortas
ou moribundas.

Histopatologia

Devem conservar-se para exame microscopico os ovdrios, o ltero, o colo uterino, a vagina, 0s testiculos, os
epididimos, as vesiculas seminais, a préstata, a glindula coagulante, 2 hipofise e o (s) orgio(s) alvo de todos os
animais P ¢ F,. No caso de estes orgdos nio terem sido examinados noutros estudos com doses repetidas, deverio
ser feitos exames histologicos 2 todos os animais do grupo tratado com a dose mais elevada, 20 grupo de controlo e
aos animais mortos durante o estudo, quando tal for praticivel.

Os orgdos que apresentarem alteragdes nestes animais serio também examinados em todos os animais dos grupos
tratados com outras doses. Neste caso deverd efectuar-se um exame microscopico de todos os tecidos que
apresentarem alteragbes patolégicas macroscodpicas. Como foi jd sugerido no procedimento para o acasala-
mento, os orgios reprodutores dos animais suspeitos de esterilidade poderio ser submetidos a um exame
microscopico.

2. RESULTADOS
Tratamento dos resultados

Os resultados podem ser resumidos em quadros, indicando para cada grupo experimental o nimero de animais no
inicio do estudo, o nimero de machos férteis, o niimero de femeas gravidas, os diversos tipos de alteragdes, ¢ 2
percentagem de animais apresentando cada tipo de alteragio.

Se possivel, os resultados numéricos deverdo ser avaliados com um método estatistico apropriado. Pode ser
utilizado qualquer método estatistico reconhecido.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério do teste devers também incluir as seguintes informagdes:

— espécic/ estirpe utilizada,

— resposta téxica por sexo ¢ por dose, incluindo fertilidade, gestagdo ¢ viabilidade,

— momento da morte no decurso do estudo ou indicagio dos animais sobreviventes no fim do estudo,

— quadro apresentando os pesos de cada ninhada, o peso médio das crias e os pesos individuais das crias no fim do
estudo,

— efeito téxico ou outro sobre a reprodugio, a descendéncia e o crescimento pds-natal,
— dia da observagio de qualquer manifestagio anormal ¢ sua evolugio subsequente,
— peso corporal dos animais P e F; seleccionados para o acasalamento,

— resuitado da autépsia,

— descrigio pormenorizada das observagdes microscopicas,
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3.2.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

— tratamento estatistico dos resultados se necessério,
— discussao dos resultados,

— interpretagio dos resultados.

Avaliagio e interpretagcio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

TOXICOCINETICA

METODO

Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigoes

Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método de ensaio

Administra-se a substancia a testar pela via apropriada. Consoante o objectivo do estudo, pode administrar-se 2
substincia em dose tnica ou repetida, durante periodos de tempo determinados a um ou virios grupos de animais
de experiéncia. Em seguida e, dependendo do tipo de estudo, determinam-se os niveis da substincia e/ou seus

metabolitos nos liquidos orgéinicos, tecidos e/ou excreta.

Os estudos podem ser efectuados com formas «marcadas» ou «ndo marcadas» da substincia a testar. No caso de
utilizagio de um marcador, a posigdo deste na substincia deve fornecer o méximo de informagio sobre o destino

do composto.

Critérios qualitativos

Nenhum.

Descrigio do método de ensaio

Preparativos

Aclimatizam-se is condigdes do laboratério jovens animais adultos e saudéveis, durante pelo menos cinco dias
antes da experiéncia. Antes de comegar o ensaio, distribuem-se os animais ao acaso pelos grupos submetidos ao
tratamento. Em certas condigdes especiais podem utilizar-se animais muito jovens, fémeas gravidas ou animais

pré-tratados.
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Condigées experimentais
Animais de experiéncia

Os estudos toxicocinéticos podem ser efectuados numa ou virias espécies de animais apropriadas ¢ deverio ter em
conta as espécies ja utilizadas ou que se preveja utilizar noutros estudos toxicoldgicos sobre a mesma substancia a
testar. Quando se utilizam roedores num ensaio, a variagio de peso entre os animais nio deve exceder + 20 % do
peso médio.

Numero ¢ sexo

Para os estudos de absorgio e de excregio deverio utilizar-se grupos de quatro animais para cada dose. A escolha
de um sexo determinado nao é obrigatéria mas, nalguns casos, pode tornar-se necessario estudar animais de ambos
0s sexos. No caso de haver respostas diferentes consoante o sexo serio tratados quatro animais de cada sexo. No
caso de estudos com nio roedores pode utilizar-se um menor nimero de animais.

Quando se estudar a distribuigio nos tecidos, para calcular a dimensdo inicial do grupo, deverd ter-se em conta o
nimero de animais a sacrificar nas datas de exame pré-estabelecidas, bem como o nimero de exames.

Para o estudo do metabolismo, a dimensdo do grupo tratado serd adaptada s necessidades do estudo. Para os
estudos com doses repetidas ¢ com v4rios exames intermédios, deverd ter-se em conta, para calcular a dimensdo do
grupo tratado, o nimero de exames e o de sacrificios previstos; no entanto, nio pode ser inferior a dois
animais.

A dimensio do grupo devera ser suficiente para permitir uma avaliagdo aceitdvel do aumento dos niveis, planaltoe
da diminuigio dos niveis (se for caso disso) da substincia a testar e/ou metabolitos.

Doses

Na caso de administragdo inica devem utilizar-se pelo menos duas doses diferentes. Deve haver um dose baixa com
a qual ndo se observem efeitos téxicos € uma dose elevada susceptivel de modificar os parimetros toxicinéticos ou
com a qual se observem efeitos téxicos.

No caso de administragdo repetida, a dose baixa ¢ habitualmente suficiente mas, nalgumas circunstincias, pode ser
também necessiria uma dose elevada.

Via de administragio

Os estudos toxicinéticos serio efectuados usando a mesma via e, quando apropriado, 0 mesmo veiculo j4 utilizado
ou que se preveja utilizar noutros estudos de toxicidade. A substéncia a testar é habitualmente administrada por via
oral (por gavage ou incorporagio na alimentagio) por aplicagio na pele ou por inalagio durante perfodos de tempo
determinados, a vérios grupos de animais de experiéncia. A administragio da substincia a testar por via
endovenosa pode ser util para determinar a absorgdo relativa pelas outras vias. Além disso, podem obter-se
informagdes uteis sobre o modo de distribuigio da substincia logo apds a sua administragdo endovenosa.

A possibilidade duma interferéncia do veiculo com a substincia a testar devera ser tomada em consideragio. Deve
prestar-se atengio particular is diferengas de absorgio, quando a substancia a testar for administrada por gavage
ou na alimentagio ¢ A necessidade de determinar a dose com precisdo quando a substancia a testar for incorporada
na alimentagido.

Periodo de observagio

Todos os animais devem ser observados diariamente registando-se os sinais de toxicidade e outras manifestagdes
clinicas relevantes, incluindo o momento do aparecimento, sua gravidade ¢ duragio.

Procedimento

Depois de pesar os animais de experiéncia, administra-se a substincia a testar por 'ma via apropriada. Se se
considerar necessirio, os animais poderac estar em jejum antes da administragao da substincia a testar.
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Absorgio

A taxa e o grau de absorgio da substincia administrada podem ser avaliadas por diferentes métodos, em presenga e
na auséncia, de grupos de referéncia (1), por exemplo:

— determinagio da quantidade da substincia testada e/ ou dos seus metabolitos nos excreta tais como urina, bilis,
fezes, ar expirado e no conteudo da carcaga,

— comparagdo da resposta biolégica (por exemplo, estudo da toxicidade aguda) obtida, nos grupos de
experiéncia, nos grupos de controlo e/ou nos grupos de referéncia,

— comparagio da quantidade de substincia e/ ou de metabolitos excretados pelos rins nos grupos de experiéncia
nos de referéncia,

— determinagio da 4rea sob a curva nivel plasmatico/ tempo da substincia a testar ¢/ ou dos seus metabolitos e
comparagio com os resultados obtidos num grupo de referéncia.

Distribuigdo

Existem actualmente duas abordagens a anilise do(s) modo(s) de distribuigio, podendo utilizar-se um deles ou
ambos:

— as técnicas de auroradiografia de corpo inteiro fornecem informagdes qualitativas uteis,

— o sacrificio dos animais a intervalos diferentes depois da exposi¢do ¢ a determinagio da concentragio e da
quantidade de substancia a testar ¢/ou dos seus metabolitos nos tecidos e nos orgios fornecem informagoes
qQuantitativas.

Excregio

Nos estudos de excregio, recolhem-se a urina, as fezes, o ar expirado e, nalguns casos, a bilis. A quantidade da
substdncia a testar ¢/ou de metabolitos presentes nestes excreta serd medida virias vezes depois da exposigio, até
que cerca de 95 % da dose administrada tenha sido eliminada, ou durante sete dias consecutivos, se nio se tiver
atingido antes aquela percentagem.

Nalguns casos pode ser necessirio considerar a quantidade de substincia a testar eliminada no leite dos animais de
experiéncia que estio a aleitar.

Metabolismo

Para determinar a via metabdlica e a sua extensio serao analisadas amostras bioldgicas com metodos adequados.
Serio estudadas as estruturas dos metabolitos e propostas vias metabdlicas apropriadas quando houver
necessidade de responder a questdes levantadas em estudos toxicol6gicos anteriores. Pode ser uril a realizagio de
estudos in vitro para obter informagdes sobre as vias metabolicas.

Podem obter-se informagées complementares sobre a relagdo entre o metabolismo ¢ a toxicidade com estudos
bioquimicos tais como a determinagio dos efeitos sobre sistemas de enzimas metabolizantes, da deplecgio em
compostos enddgenos com grupos sulfidrilos nio proteicos, e da ligagdo as macromoléculas.

2. RESULTADOS

Consoante o tipo de estudo efecruado, os resultados serio resumidos em quadros, acompanhados por graficos
quando tal for apropriado. Serio indicados para cada grupo de experiéncia as variagdes médias ¢ estatisticas das
medi¢des em fungio do tempo, das doses, dos tecidos e dos orgdos, quando apropriado. O grau de absorgio bem
como as quantidades excretadas e o ritmo de excrecio serio determinados por métodos apropriados. Quando
forem efectuados estudos de metabolismo, sers indicada a estrutura dos metabolitos identificados e serdo
apresentadas as possiveis vias metabolicas.

(*) Neste método entende-se por grupo de referéncia um 8rupo em que a substincia a testar é administrada Por outra via que assegure uma
disponibilidade rotal de dose.
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3.

3.1,

3.2.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

RELATORIO

Relatério do teste

Segundo o tipo de estudo efectuado, o relatério do ensaio devera conter as seguintes informagdes:
— espécie, estirpe, origem, meio ambiente, regime alimentar,

— caracterizagio dos produtos marcados, se utilizados,

~— doses e intervalos usados,

— via(s) de administragio e qualquer veiculo utilizado,

— efeitos téxicos ¢ outros observados,

— métodos de determinagio da substincia testada e/ou metabolitos nas amostras bioldgicas incluindo o ar
expirado,

— apresentagio em quadros das medidas efectuadas por sexo, dose, regime, tempo, tecidos e orgdos,
— indicagdo do grau de absorgdo e de excrecio em fungio do tempo,

— meétodos de caracterizagio ¢ identificacio dos metabolitos nas amostras biologicas,

— métodos utilizados para as medigoes bioquimicas relacionadas com o metabolismo,

— vias de metabolismo propostas,

— discussio de resultados,

— interpretagio dos resultados.

Avaliacio ¢ interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS .

Ver Introdugio geral, Parte B.

TESTES DE MUTAGENESE E DESPISTE DE CARCINOGENESE

MUTAGAO GENICA — SACCHAROMYCES CEREVISIAE

METODO

Introdugdo

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método de ensaio

Podem utilizar-se virias esurpes hapldides dipléides do fungo Saccharomyces Cerevisiae para medir a produgio
de mutagdes génicas induzidas por agentes quimicos em presenga ¢ na ausénica de activagio metabélica.
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1.5.

1.6.

A medicio de mutagdes forward (forward mutations) pode ser realizada nomeadamente pela medigio da passagem
dos mutantes vermelhos que exigem adenina (ade-1, ade-2) para uma forma branca duplamente exigente em
adenina, assim como por sistemas selectivos como a indugio de resisténcia 2 canavanina e a cicloheximida.

O método de mutagio reversivel mais frequentemente utilizado implica a utilizagdo da estirpe hapléide XV
185-14C que inclui as mutagdes nonsense ocre ade 2 — 1,arg 4-17, lys 1-1 e trp 5-48, que sio reversiveis por
mutagénios que provoquem substituigdes de bases induzindo mutagoes num Jocus especifico ou mutagoes
supressivas ocre. A estrpe XV 185-14C inclui igualmente o marcador his 1-7, uma mutagao nonsense,
principalmente reversivel pelas mutagées de segundo focus ¢ ainda o marcador borm 3-10 que ¢ reversivel por
mutagénios conduzindo i ultrapassagem do quadro de leitura do codigo genético (Frameshift Mutation).

Das estirpes dipléides de S. Cerevisiae a tinica cujo uso esta generalizado ¢ a estirpe D, que é homozigética para ilv
1-92.

Critérios qualitativos

Nenhum.

Descrigio do método de ensaio

Preparativos

As solugdes das substincias a testar bem como as das substincias de controlo serdo preparadas imediatamente
antes do ensaio, com a ajuda dum veiculo apropriado. Quando se tretar de substancias organicas ndo soldveis na
4gua, deverio ser utilizados os solventes orginicos como o etanol » @ acetona ou o dimetilsulféxido (DMSO) numa

concentragio nio ultrapassando 2 % v/v. A concentragio final do veiculo nio deve afectar de forma significativa a
viabilidade das células nem as caracteristicas de crescimento.

Activagio metabélica

As células deverio ser expostas 3s substincias a testar na presenca ¢ na auséncia dum sistema exdgeno de activagio
metabolica apropriado.

O método mais frequentemente utilizado consiste na adicdo da fracgdo pds-mitocondrial preparada a partir de

figados de roedores tratados previamente por indutores enzimdticos e adicionada de cofactores. Podem utilizar-se
também outras espécies, recidos, fracedes pés-mitocondriais ou métodos para a activagio metabdlica.

Condicdes do ensaio
Estirpes de experiéncia

A estirpe hapléide XV 185-14 C ¢ a estirpe dipléide D- s3o as mais frequentemente utilizadas em estudos de
mutagio génica. Podem também ser apropriadas outras estirpes.

Mecios

Utilizam-se meios de cultura apropriados para determinar a sobrevida celular e o numero de mutantes.

Uso de controlos negativos ¢ positivos

Deverio ser realizados simultaneamente controlos positivos, controlos ndo tratados e controlos com solvente.
Serdo utilizadas substincias quimicas apropriadas como controlos positivos para cada fenémeno mutacional
especifico.

Concentragdes de exposigio

Deverio ser utilizados pelo menos cinco concentragbes convenientemente espagadas da substincia a testar. No
caso de substancias téxicas a concentragio maxima testada nio devera diminuir a taxa de sobrevida abaixo de § a
10 %. As substancias relativamente insoliiveis na dgua serdo testadas até ao seu limite de solubilidade com métodos
apropriados. No caso das substancias nio téxicas francamente soltiveis na dgua a concentragio mixima sera
determinada caso a caso.
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Condigdes de incubagido

Devem incubar-se as placas no escuro a temperatura de 28 a 30 °C durante quatro a sete dias.

Frequéncias de mutagdes espontineas

Serdo utilizadas as subculturas cujas frequéncias de mutagio espontinea estejam situadas dentro dos limites
normais admitidos.

Numero de placas

Deverio utilizar-se pelo menos 3 placas por concentragdo para determinar os prototréficos produzidos por
mutagdo génica ¢ observar a viabilidade das células. No caso de experiéncias usando marcadores com uma
pequena taxa de mutagdo como o hom 3-10, pode aumentar-s¢ 0 niimero de placas utilizado para fornecer dados
estatisticamente significativos.

Procedimento

As estirpes de S. Cerevisiae sdo tratadas habitualmente no curso dum ensaio em meio liquido, implicando a
urilizagdo de células em fase estaciondria ou de crescimento. As experiéncias iniciais deveriam ser efecruadas com
células em crescimento. Expdem-se & substancia a testar 1-5 x 107 células/ml durante um periodo até 18 horas, &
temperatura de 28 a 37 °C, agitando-se a mistura; deve adicionar-se uma quantidade adequada dum sistema de
activagio metabdlica durante o tratamento. No fim do tratamento as células serdo centrifugadas, lavadas, ¢
semeadas num meio de cultura apropriado. Depois da incubagdo as placas serio examinadas para se determinar a
taxa de sobrevida ¢ a indugdo de mutagdes génicas.

Se a primeira experiéncia der resultados negativos deve realizar-se segunda, utilizando-se células em fase
estaciondria. Se a primeira experiéncia der resultados positivos, estes serdo confirmados por uma experi¢ncia
independente apropriada.

2. RESULTADOS

Os resultados devem ser apresentados em quadros, indicando o numero de colénias contadas, o mimero de
mutantes, a taxa de sobrevida ¢ a frequéncia de mutantes. Todos os resultados deverdo ser confirmados por uma
experitncia independente. Os resultados deverdo ser avaliados com métodos estatisticos adequados.

3. RELATORIO

3.1, Relatério do teste

O relatério do teste deverd incluir as seguintes informagdes:
— estirpe utilizada,

— condigdes do teste: células em fase estaciondria ou de crescimento, composi¢io dos meios, temperatura ¢
duragdo da incubagio, sistema de activagio metabdlica,

— condigdes do tratamento: niveis de exposicio, procedimento ¢ duragio do tratamento, temperatura do
tratamento, controlos positivos ¢ negativos,

— numero de colénias contadas, nimero de mutantes, taxa de sobrevida e frequéncia de mutantes, relagio
dose/resposta se possivel, avaliagdo estatistica dos resultados.

3.2. Avaliagdo ¢ interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

4, REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.
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RECOMBINACAO MITOTICA — SACCHAROM YCES CERE VISIAE

1. METODO

1.1, Introdugio

Ver Introdugdo geral, Parte B.

1.2, Definigdo

Ver Introdugio geral, Parte B.

1.3. Substincias de referéncia
Nenhuma.
1.4, Principio do método de ensaio

A recombinagio mitética no Saccharomyces Cerevisice pode ser detectada ao nivel intergénico (ou mais
generalizadamente entre um gene ¢ o seu centrémero) e ao nivel intragénico. O primeiro caso denomina-se
crossing-over mitético e di origem a trocas reciprocas, enquanto no segundo caso as trocas sio ndo-reciprocas a
maior parte das vezes, sendo este denominado conversio génica. O crossing-over ¢ geralmente detectado pela
producio de col6nias ou de sectores recessivos homozigoticos a partir de uma estirpe heterozigética, enquanto a
conversdo génica ¢ detectada pela produgdo de prototréficos revertidos duma estirpe auxorrdfica heteroalélica
contendo dois alelos defeituosos diferentes do mesmo gene. As estirpes mais correntemente utilizadas para detectar
uma conversio génica mitética sio as D, (heteroalélica para ade 2 ¢ trp 5), Dy (heteroalélica para trp §), BZ,,
(heteroalélica para arg 4) e JD! (heteroalélica para his 4 e trp 5). O crossing-over mitdtico produzindo sectores
homozigéticos de cor vermelha e rosa pode ser determinado com Ds ou D, (que mede também a convervio génica
mitdtica e a mutagdo reversivel para ilv 1—92), sendo estas duas estirpes heteroalélicas complementares para os
alelos ade 2.

1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.

1.6. Descrigio do método do ensaio
Preparativos

As solugdes das substincias a testar assim como das substancias de controlo ou de referéncia deverio ser
preparadas imediatamente antes do ensaio, com a ajuda do veiculo apropriado. No caso de substincias organicas
insoluveis na dgua deverio utilizar-se solventes orgdnicos como o etanol, a acetona ¢ o dimetilsulféxido (DMSO),
em concentragdes ndo ultrapassando 2% v/v. A concentragio final do veiculo ndo devers afectar de maneira
significativa a viabilidade das células nem as caracteristicas de crescimento.

Activagio metabdlica

As células serdo expostas as substincias a testar na presenca e na auséncia de um sistema exogeno de activagio
metabdlica. O método mais frequentemente utilizado consiste na adig3o da fracgdo pés-mitocondrial preparada a
partir de figados de roedores tratados previamente com indutores enzimdticos ¢ adicionada de cofactores.
Podem também utilizar-se outras espécies, tecidos, fracgdes pos-mitocondriais ou métodos para activagdo
metabdlica.

Condigdes do ensaio
Estirpes de experidncia

As estirpes mais frequentemente utilizadas sdo as dipléides D,, Dy, D; e JDI. Podem também ser apropriadas outras
estirpes.
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Meios

Unilizam-se os meios de cultura apropriados para determinar a taxa de sobrevida ¢ a frequéncia de recombinagdes
mitdticas.

Uso de controlos negativos e positivos

Deverio ser realizados simultaneamente controlos positivos, controlos nio tratados e controlos com solvente.
Serio utilizadas substincias quimicas apropriadas como controlos positivos para cada tipo especifico de
recombinagio.

Concentragdes de exposigdo

Deverio ser utilizadas pelo menos cinco concentragdes convenientemente espagadas da substincia a testar. A
citotoxicidade ¢ a solubilidade sdo alguns dos factores a ter em considerago. A concentragio mais fraca nio deve
ter qualquer efeito na viabilidade das células. No caso de produtos quimicos téxicos, a concentragio maxima
testada nio deve diminuir a taxa de sobrevida abaixode 52 10%. Os produtos quimicos relativamente insoluveis
na dgua serio testados até ao seu limite de solubilidade por métodos apropriados. No caso de produtos quimicos
nio roxicos, francamente soliiveis na dgua, a concentragio maxima testada serd determinada caso a caso.

As células podem ser expostas s substincias a testar em fase estaciondria ou em fase de crescimento durante
periodos de duragio até 18 horas. No entanto, no caso de um tratamento de longa duragio, as culturas serdo
examinadas 20 microscopio para se detectar a formagio de esporos, cuja presenca tornara o teste nulo.

Condigdes de incubagio

As placas serdo incubadas no escuro a uma temperarura de 28 a 30 °C, durante quatro a sete dias. As placas
utilizadas para a determinagio dos sectores homozigoticos vermelho ¢ rasa produzidos por crossing-over mitdtico
serio conservadas num refrigerador a + 4 °C durante mais um a dois dias antes da contagem, de modo a que a
pigmentagio das colénias interessadas possa intensificar-se.

Frequéncia de recombinagdes mitdticas espontianeas

Deverio utilizar-se subculturas cujas frequéncias de recombinagio mitotica se situarem dentro da gama admitida
normalmente.

Numero de placas

Deverio ser semeadas pelo menos trés placas por concentragdo a fim de determinar a viabilidade bem como o
nimero de prototroficos produzidos por conversio génica mitotica.

No caso de determinacio da homozigotia recessiva produzida por crossing-over mitotico, o numero de placas serd
aumentado para se obter um numero de coldnias adequado.

Procedimento

As estirpes de S. Cerevisiae sio tratadas habitualmente no curso de um ensaio em meio liquido, implicando a
utilizagio de células em fase estacionaria ou de crescimento. A experiéncias iniciais deveriam ser efectuadas com
células em crescimento. Sio expostas 1—5 x 107 células/ml a substancia a testar durante um periodo até 18
horas, i temperatura de 28 a 37 °C, agitando-se a mistura; deve adicionar-se uma quantidade adequada de um
sistema de activagio merabdlica durante o tratamento. No fim do tratamento as células serio centrifugadas,
lavadas e semeadas no meio de cultura adequado. Depois da incubagio, as placas serio examinadas a fim de
determinar a taxa de sobrevida e a indugio de recombinagio mitorica. Se a primeira experiéncia der resultados
negativos deve realizar-se segunda, utilizando-se células em fase estaciondria. Se a primeira experiéncia der
resultados positivos, estes serio confirmados por uma experiéncia independente apropriada.

RESULTADOS

Os resultados devem ser apresentados em quadros, indicando o nimero de colénias contadas, o numero de
recombinantes, a taxa de sobrevida ¢ a frequéncia de recombinantes.

Todos os resultados deverdo ser confirmados por uma experiéncia independente.

Os resultados deverio ser avaliados com métodos estatisticos adequados.
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3.1

3.2.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

RELATORIO

Relatério do teste

O relatério do teste devers incluir as informages seguintes:

-~ estirpe utilizada,

— condigdes do teste: células em fase estaciondria ou em fase de crescimento, composigio dos meios, temperatura

¢ duragio da incubagdo, sistema de activagio metabolica,

— condigdes de tratamento: concentrag3o de exposigio, procedimento e duragio do tratamento, temperatura do

tratamento, controlos positivos ¢ negativos,

— nudmero de col6nias contadas, nimero de recombinantes, taxa de sobrevida ¢ frequéncia de recombinagio,

relagio dose/reposta se possivel; avaliagdo estatistica dos resultados,

— discussdo dos resultados,

- interpretagio dos resultados.

Avaliagdo e interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

CELULAS DE MAMIFERO IN VITRO — TESTE DE MUTACAO GENICA

METODO

Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincia de referéncia

Nenhuma,

Principio do método de ensaio

Os sistemas de cultura de células de mamiferos podem ser utilizadas para detectar mutagdes induzidas por
substincias quimicas. Entre as linhas celulares mais utilizadas contam-se as células de iinfoma do ratinho L 5173 Y

¢ as linhas celulares CHO e V-79 de hamster chineés.

Nestas linhas celulares os sistemas mais frequentemente utilizados medem as mutagées nos locr da cimidina’cinase
(TK), da hipoxantina guanina-fosforibosil transferase (HPRT){')eda Na* 7k* ATPase. Os sistemas de mutagio
TK e HPRT detectam mutagées de pares de bases, mutagées por ultrapassagem do quadro de leitura do cédigo
genético (frameshift mutations) bem como pequenas delecgdes; o sistema Na* /K * detecta unicamente mutagées

de pares de bases.

(') Anteriormente HGPRT.
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1.5.

1.6.

As células deficientes em timidina cinase devido a mutagio forward (forward mutation) TK* - TK™ sio
resistentes 2 bromodesoxiuridina (BrdU), i fluorodesoxiuridina (FAU) ou a trifluorotimidina (TFT) uma vez que
estes antimetabolitos nio sio incorporados nos nucleotidos celulares pela timidina cinase do sistema enzimatico de
«SOS»; os nucledtidos necessarios ao metabolismo celular sio unicamente obtidos a partir de uma sintese de novo.
No entanto, em presenga da timidina cinase a BrdU, FdU ou a TFT sio incorporados nos nucleétidos, o que
provoca uma inibi¢ao do metabolismo celular ¢ consequente citotoxicidade. As células mutantes estao portanto
aptas a proliferar na presenga de BrdU, FdU ou TFT, a0 contrario das células normais que possuem a timidina
cinase. Do mesmo modo as células deficientes em HPRT sio seleccionadas pela resisténcia 4 8-azaguanina (AG) ou
3 6-tioguanina (TG). As células que tém uma Na*/K* ATPase alterada sio seleccionadas pela resisténcia a
ouabaina.

A citotoxicidade determina-se medindo o efeito da substincia a testar sobre a capacidade de formar colénias
(eficicia de cloning) ou pela taxa de crescimento das culturas. Determina-se a frequéncia dos mutantes semeando
um nimero conhecido de células num meio contendo o agente selectivo para se detectar as células mutantes ¢ num
meio nio contendo o agente selectivo para se determinar as células sobreviventes. Depois de um periodo de
incubagdo adequado contam-se as colbnias. As frequéncias de mutantes calculam-se a partir do nimero de
colonias mutantes com a correcgio relativa 2 taxa de sobrevida celular.

Critérios qualitativos

Nenhum.

Descrigio do método de ensaio
Preparativos
Células

Podem ser utilizadas diversas linhas celulares neste ensaio nomeadamente os sub-clones de L 5178Y, células CHO
ou V-79 tendo uma sensibilidade demonstrada aos mutagénios quimicos, uma grande eficicia de cloning, e uma
baixa frequéncia de mutagdes espontineas. As células podem ser examinadas periodicamente para verificar a
estabilidade do cariotipo ¢ devera ser pesquisada a contaminagio por Mycoplasma. Podem utlizar-se outros tipos
celulares desde que a sua validade como reveladores de mutagdes génicas por via quimica seja devidamente
comprovada.

Meio

Deverio utilizar-se meios de cultura e condigdes de incubag2o adequadas (por exemplo: temperarura, material de
cultura de células, concentragdes de CO; ¢ humidade). Devem escolher-se os meios e os soros em fungdo dos
sistemnas de selecgio e do tipo de células utilizadas no estudo.

Substdncias a testar

As substincias a testar podem ser preparadas nos meios de cultura ou dissolvidas ou colocadas em suspensdo em
veiculos apropriados antes de proceder ao tratamento das células. A concentragio final do veiculo no meio de
cultura ndo deverd afectar nem a viabilidade das células nem a taxa de crescimento.

Activagdo metabdlica

As células serdo expostas 2 substincia a testar em presenca € na auséncia de um sistema exégeno de activagdo
metabélica de mamifero. Se se utilizarem tipos celulares com actividade metabdlica intrinseca, a natureza e a taxa
dessa actividade devem ser comprovadamente adequadas a classe quimica da substéncia testada.

Condi¢ées do ensaio
Uso de controlos negativos ¢ positivos

Devem ser incluidos em cada experiéncia controlos positivos utilizando uma substincia com acgio directa e uma
substincia que necessite de uma activagio metabdlica; deve também ser utilizado um controlo negativo
(veiculo).

Poderio ser utilizadas como controlos positivos as substancias abaixo indicadas:

— substincias com acgio directa:
— etilmetanosulfonato,

— hicantona;
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— substancias com acgdo indirecta:
— 2- acetilaminofluoreno,
— 7,12-dimetilbenzantraceno,

— N-nitrosodimetilamina.

Sempre que justificado deve ser incluido um controlo positivo suplementar, pertencendo 2 mesma classe quimica
da substincia a testar.

Concentragoes de exposigio

Serdo utilizadas varias concentragdes da substincia a testar. Estas concentragdes deverio produzir um efeito
téxico dependente da concentragdo: a maxima provocando uma taxa de sobrevida baixa, a minima provocando
uma taxa de sobrevida semelhante 4 provocada pelo controlo negativo. As substancias relativamente insoldveis na
dgua serdo testadas até a0 seu limite de solubilidade com mérodos apropriados. Para as substancias nio téxicas
francamente soluveis na 4gua a concentragio maxima da substincia a testar deverd ser determinada caso a
caso.

Procedimento

O nimero de células usadas por cultura deveri estar relacionado com a frequéncia de mutagdes espontineas; a
regra geral consiste em utilizar um nimero de células vidveis igual a dez vezes o inverso da frequéncia de mutagdes
espontineas.

As células serdo expostas durante um periodo de tempo adequado, sendo suficiente na maior parte dos casos um
periodo de duas a cinco horas. As células com actividade metabélica intrinseca suficiente deverio ser expostas 2
substancia a testar em presenga ¢ na auséncia de um sistema de activagio metabdlica apropriado. No finr do
periodo de exposicio as células serdo lavadas de forma a eliminar a substinia a testar e depois cultivadas para
determinacio da viabilidade e para permitir a expressio do fenétipo mutante.

No fim do periodo de expressio, que deverd ser suficientemente longo para permitir uma expressio fenotipica
quase-dptima dos mutantes induzidos, as células serio cultivadas em meios contendo e nio contendo agentes
selectivos, para determinagio do numero de mutantes ¢ da viabilidade.

Todos os resultados serio confirmados por uma experiéncia independente.

2. RESULTADOS

Os resultados deverio ser apresentados em quadros. As contagens de indugio de mutagées e de sobrevida por placa
deverio ser apresentadas relativamente 2 substincia a testar e aos controlos. Devem também ser indicados o
numero médio de colénias por placa assim como o desvio-padrio. A frequéncia de mutag¢des devera ser expressa
em numero de mutantes por numero de células sobreviventes. A taxa de sobrevida ¢ as eficicias de cloning serio
expressas em percentagem da taxa de controlo.

Os resultados deverio ser avaliados com métodos estatisticos apropriados.

3. RELATORIO

3.1. Relatédrio do teste

O relatério do teste deve incluir as informagdes seguintes:
— linha celular usada, numero de culturas de células, métodos de manutengio das culturas,

— condigdes do teste: composicao dos meios, concentragio de CO,, concentragio da substancia a testar, veiculo
utilizado, temperatura de incubagio, tempo de incubagio, duragio do periodo de expressio (incluindo o
numero de células semeado), subculturas e esquema de nutrigio (se necessario), duragio do tratamento,
densidade celular durante o tratamento, tipo de sistema de activagio metabélica utilizado, controlos positivos
e negauvos, agente selectivo utilizado,

— justificagdo da escolha das doses,

— método urilizado para a contagem das células viaveis e mutantes,
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— avaliagdo estatistica,
— discussao dos resuitados,

— interpretagio dos resultados.

3.2. Avaliagio e interpretagio

Ver Introdugao geral, Parte B.

4. REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

LESAO E REPARACAO DO ADN — SINTESE NAO PROGRAMADA — CELULAS DE MAMIFERO IN VITRO
1. METODO

1.1, Introdugdo

Ver Introdugio geral, Parte B.

1.2, Definigao

Ver Introdugio geral, Parte B.

1.3. Substincias de referéncia
Nenhuma.
1.4, Principio do método de ensaio

O Teste de Sintese Nio-Programada de ADN (Unscheduled DNA Synthesis-UDS) mede a sintese de ADN para
reparagio apds excisio ¢ remogio de um fragmento de ADN contendo uma regido de lesdo induzida por agentes
quimicos e fisicos. O teste baseia-se na incorporagio da timidina marcada com tritio (*H-TdR) no ADN de células
de mamifero nio se encontrando na fase S do ciclo celular. Pode determinar-se a incorporagio de *H-TdR
examinando o ADN proveniente das células tratadas por auto-radiografia ou por contagem de cintilagio em meio
liquido (LSC-Liquid Scintilation Counting).

As células de mamifero em cultura, com a excepgio dos hepatéeitos primarios de rato, sdo tratadas com a
substincia a testar em presenca ¢ na auséncia dum sistema exdgeno de activagio metabolica. A UDS pode também
ser medida por métodos in vivo.

1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.

1.6. Descrigio do método de ensaio
Preparativos

As substancias a testar, bem como as de controlo ou de referéncia serdo preparadas no meio de cultura, dissolvidas
ou colocadas em suspensdo em veiculos apropriados, sendo depois diluidas em meio de cultura, antes de utilizadas
no ensaio. A concentragio final nio devera afectar a viabilidade celular.
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Podem ser unlizadas neste ensaio culturas primarias de hepatdcitos de rato, linfécitos humanos ou linhas celulares
estabelecidas (por exemplo: fibroblastos humanos dipléides).

As células serdo expostas a substancia a testar em presenga e na auséncia de um sistema de activagio metabdlica
apropriado.

CondigGes experimentais
Nuimero de culturas

Sio necessarias para cada ponto experimental, pelo menos duas culturas celulares para a auto-radiografia ¢ seis
culturas celulares (ou menos se tal se justificar tecnicamente) para a contagem de cintilagio em meio liquido.

Uso de controlos negativos e positivos

Deverio ser incluidos em cada experiéncia controlos simultineos (ndo tratados ¢/ ou veiculo) com e sem activagio
merabdlica. Para o ensaio com hepatdcitos de rato, por exemplo, pode utilizar-se como controlo positivo o 7,12
DMBA (7,12-dimetil benzantraceno) ou o 2-AAF (2-acetilaminofluoreno). No caso de linhas celulares
estabelecidas, em ensaios com auto-radiografia ou LSC realizados sem activagio metabdlica, pode utilizar-se como
controlo 0 4-NQO (4-nitroquinolina N-éxido); quando se tiver recorrido a sistenas de activagio metabolica, a
N-dimetil-nitrosamina ¢ um dos compostos utiliziveis como controlo positivo.

Concentragdes de exposigao
Deveri utilizar-se uma gama de concentragdes da substincia a testar, para permitir uma boa determinagio da
resposta. A concentragio maxima devera produzir alguns efeitos citotdxicos. As substincias relativamente

insoluveis na agua serio testadas até ao seu limite de solubilidade. No que respeita as substincias ndo téxicas
francamente soltiveis na dgua, a concentragio maxima a testar deverd ser determinada caso a caso.

Células
Para a manutengio das culturas recorrer-se-4 a meios de cultura, a uma concentragio de CO,, auma temperatura e

humidade apropriados. As linhas celulares estabelecidas deverdo ser examinadas periodicamente para detectar
uma contaminagio por Mycoplasma.

Activagio metabélica
Nio se urtiliza nenhum sistema de activagio metabdlica nas culturas primadrias de hepatécitos.

As linhas celulares estabelecidas ¢ os linfocitos sio expostos a substincia a testar em presenga ¢ na auséncia de um
sistema de activagdo metabélica apropriado.

Procedimentos
Preparagio das culturas

As linhas celulares estabelecidas provenientes de culturas «mae» {por exemplo: por tripsinizagio ou por agitagio)
sio semeadas em recipientes de cultura numa densidade adequada e incubada a 37 °C.

As culturas de pouca duragio de hepatdcitos de rato sio estabelecidas permitindo que os hepatécitos recentemente
dissociados num meio apropriado possam aderir a superficie de crescimento.

As culturas de linfécitos humanos sio realizadas com técnicas apropriadas.

Tratamento das culturas com substincia a testar

Hepatdcitos primérios de rato

Tratam-se hepatdcitos primirios de rato, isolados recentemente, com a substancia a testar no meio contendo
3H-TdR, durante um periodo de tempo adequado. No fim do periodo de tratamento o meio seri eliminado, as
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células lavadas, fixadas e secadas. As ldminas sio mergulhadas numa emulsio de auto-radiografia (em alternativa
pode usar-se uma pelicula fotogrifica (stripping film)] passando depois & exposi¢do, revelagdo, colora¢io e
contagem.

Linhas celulares estabelecidas e linfécitos

Técnicas auto-radiogrdficas: Expdem-se as culturas celulares a substincia a testar durante periodos de tempo
adequados, sendo tratadas em seguida com a SH-TdR. A duragio da exposigio serd fungio da natureza da
substdncia, da actividade do sistema metabélico e do tipo das células. Para detectar o pico da UDS, deveri
acrescentar-se a *H-TdR, seja a0 mesmo tempo que a substincia a testar, seja nos minutos que se seguem 2
exposigdo A substincia a testar. A escolha entre estas duas técnicas serd determinada por eventuais interacgdes
entre a substincia testada e a *H-TdR. Para se poder fazer a distingdo entre a UDS e a replicagdo semiconservativa
do ADN pode inibir-se esta ultima utilizando-se, por exemplo, um meio deficiente em arginina, um baixo teor de
sédio ou acrescentando-se hidroxiureia ao meio de cultura.

Medigcdo LSC de UDS: Antes de proceder ao tratamento com a substdncia a testar, bloqueia-se a entrada das células
na fase S da forma descrita acima; expdem-se em seguida as células a substincia a testar, como descrito para a
auto-radiografia. No fim do periodo de incubagido extrai-se 0 ADN das células e determina-se a quantidade total de
ADN bem como a quantidade de *H-TdR incorporada.

E preciso notar que, se forem utilizados linfocitos humanos, ndo é necessirio suprimir a replicagio
semiconservativa do ADN nas culturas nio estimuladas.

Andlise
Determinagdes auto-radiogrificas

Para determinar a UDS nas células em células em cultura n3o se contam os niicleos em fase -S. Deverdo contar-se
pelo menos 50 células por concentragdo. As laminas serdo codificadas antes da contagem. Em cada limina serio
contados vérios campos escolhidos a0 acaso, suficientemente afastados uns dos outros. Determinar-se-d a
quantidade de *H-TdR incorporado no citoplasma contando-se trés superficies do tamanho do nicleo no
citoplasma de cada célula contada.

Determinagio LSC

Nas determinages LSC-UDS deveria utilizar-se um nimero adequado de culturas para cada concentragio e para
os controlos.

Todos os resuitados serdo confirmados por experiéncias independentes.

2. RESULTADOS

O resultados deverio ser apresentados sob a forma de quadros.

2.1. Determinagdes auto-radiograficas

A quantidade de *H-TdR incorporada no citoplasma, bem como o nimero de grios contados por nucleo celular,
serio registados separadamente.

A meédia, a mediana ¢ a moda podem ser utilizadas para descrever a distribui¢io da quantidade de *H-TdR
incorporado no citoplasma, bem como o nimero de grios por micleo.

2.2, Determinagio LSC
Para as determinagdes LSC a incorporagio de *H-TdR devera ser indicada sob a forma dpm/ug do ADN. Pode
utilizar-se a2 média dos dpm/ug do ADN com o seu desvio-padrio para descrever a distribuigio da

incorporagdo.

Os resultados deverio ser avaliados com métodos estatisticos apropriados.



N.° 42 — 20-2-1989 DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE 706-(69)

3.1

3.2.

1.1.

1.2

1.3.

1.4.

RELATORIO

Relatério

O relatorio devera conter as seguintes informagdes:

— células utilizadas, densidade ¢ nimero de passagens na ocasiio do tratamento, nimero de culturas
celulares,

— métodos utilizados na manutengio das culturas, incluindo o meio, a temperatura ¢ a concentragio
de CO;,

— substdncia a testar, veiculo, concentragdes ¢ justificagio da escolha das concentragdes usadas no teste,
— pormenores reiativos aos sistemas da activagio metabélica,
— esquema do tratamento,

— controlos positivos e negativos,

— técnica de auto-radiografia utilizada,
— métodos utilizados para bloquear a entrada das células na fase S,

— téenicas utilizadas para extracgio do ADN ¢ determinagio da quantidade total de ADN nas determinacées
LSC,

— relagio dose/resposta, se possivel,
— avaliagdo estatistica,

— discussdo dos resultados,

— interpretagio dos resultados.
Avaliagio ¢ interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

TESTE IN VITRO DE TROCA ENTRE CROMATIDES DO MESMO CROMOSSOMA
(Sister Chromatid Exchange — SCE)

METODO

Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigio

Ver Inrodugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método de ensaio

O ensaio de troca entre cromitides do mesmo cromossoma (SCE ) constitui um teste de curto prazo, que se destina a
detectar as trocas reciprocas de ADN entre as cromatides de um mesmo cromossoma em duplicagio. As SCEs
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1.5.

1.6.

representam a troca reciproca de produtos de replicagio do ADN em /oci aparentemente homologos. O processo
de troca implica provavelmente uma cisio ¢ uma fusio do ADN, apesar de sabermos pouco acerca da sua base
molecular. Para detectar as SCEs é necessario poder marcar separadamente as crométides do mesmo cromossoma;
isto é possivel pela incorporagio da bromodesoxiuridina (BrdU) no ADN cromossémico durante dois ciclos
celulares.

As células de mamifero in vitro sio expostas 2 substincia a testar na presenga e na auséncia dum sistema exégeno de
activagio metabdlica de mamifero, se for caso disso, ¢ colocadas num meio de cultura contendo (BrdU) durante
dois ciclos de replicagio. Apds tratamento com um inibidor do fuso {por exemplo: colchicina) a fim de acumular as
células numa fase da mitose metafase-like (c-metafase} recolhem-se as células ¢ fazem-se preparagdes de
cromossomas.

Critérios qualitativos

Nenhum.

Descrigio do método de ensaio
Preparativos

— podem ser utilizadas no ensaio culturas primdrias {linfécitos humanos) ou linhas celulares estabelecidas (por
exemplo: células de ovirio de hamster chinés). As linhas celulares deverio ser examinadas para detectar uma
eventual contaminagio por Mycoplasma,

— serido utilizados meios de cultura e condigdes de incubagio adequados (por exemplo: temperatura, recipientes
de cultura, concentragio em CO; e humidade),

— as substancias a testar podem ser preparadas nos meios de cultura, dissolvidas ou colocadas em suspensdo em
veiculos apropriados antes de proceder ao tratamento das células. A concentragio final do veiculo no meio de
cultura nio deverd afectar nem a viabilidade das células nem a taxa de crescimento, ¢ os efeitos sobre a
frequéncia de SCEs serio verificados por meio de um solvente de controlo,

— as células serdo expostas A substincia a testar na presenga ¢ na auséncia de um sistema exégeno de activagio
metabélica de mamifero. Quando se utilizarem tipos celulares com acuvidade metabolica intrinseca, araxaea
natureza dessa actividade deverdo ser adequadas 2 classe quimica testada.

Condicdes experimentais
Numero de culturas

Serio utilizadas pelo menos duas culturas separadas para cada ponto experimental.

Utilizagdo de controlos negativos ¢ positivos

Deverio ser incluidos em cada experiéncia controlos positivos utilizando uma substincia com acgio directa e uma
substincia necessitando de activagio metabélica; devera também utilizar-se um controlo para o vefculo.

As substincias seguintes podem, por exemplo, ser utilizadas como controlos positivos:

— substincia com acgdo directa:

— edlmetanosulfonato de etilo,

— substincia com ac¢do indirecta:

— ciclofosfamida.

Se for caso disso, pode incluir-se um controlo positivo suplementar pertencendo 4 mesma classe quimica da
substincia a testar.

Concentragio de exposigio

Deveriam ser utilizadas pelo menos trés concentragdes da substincia a testar, convenientemente espagadas. A
concentragio méaxima devera produzir um efeito téxico significativo mas permitindo ainda uma replicagio celular
adequada. As substincias relativamente insoliiveis na 4gua serdo testadas até ao seu limite de solubilidade com
métodos apropriados. No caso de substancias ndo toxicas francamente soliveis na dgua a concentragao maxima
da substincia a testar devera ser determinada caso a caso.
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Procedimento
Preparagio das culturas

Utilizam-se linhas celulares estabelecidas provenientes de culturas «mie» (por exemplo, por tripsinizagio ou por
agitagio), semeadas em recipientes de culrura, numa densidade adequada e incubadas a 37 °C. No caso de culturas
em monocamada, o numero de células por recipiente deveria ser ajustado de forma a que as culturas nao estejam
confluentes a mais de 50 % no momento da colheita. As células podem também ser utilizadas na forma de cultura
em suspensio. As culturas de linfécitos humanos sio preparadas a partir de sangue heparinizado utilizando
técnicas apropriadas ¢ incubadas a 37 °C.

Tratamento

Sdc expostas A substincia a testar células em fase exponencial de crescimento, durante um lapso de tempo
adequado; na inaior parte dos casos uma a duas horas podem ser suficientes, mas, nalguns casos, o tratamento
pode ser prolongado para cobrir até dois ciclos celulares completos.

As células que nao tiverem actividade metabélica intrinseca suficiente deverio ser expostas i substancia a testar na
presenca ¢ na auséncia dum sistema de activagio metabdlica apropriado. No fim do periodo de exposigiao, as
células sdo lavadas de forma a eliminar a substincia testada, e depois cultivadas na presenca de BrdU durante dois
ciclos de replicagio. Um outro método consiste na exposi¢io simultinea das celulas a substincia testada e 2 BrdU
durante dois cicios celulares completos.

As culturas de linfécitos humaros sdo tracados enquanto se encontrarem num estado de semi-sincronizagdo.

As células sio analisadas no decurso da segunda divisio apds tratamento, garantindo assim a exposigio das fases
mais sensiveis de ciclo celular  substancia a testar. Todas as culturas a que se adicionou BrdU serio manipuladas
na obscuridade ou com pouca iluminagio proveniente de limpadas incandescentes até ao momento da colheita das
células, para reduzir a fotolise do ADN contendo BrdU.

Colheita das celulas

As culturas de células sdo tratadas com um inibidor do fuso (por exemplo: colchicina) uma a quatro horas antes da
colheita. Cada cultura ¢ colhida e processada separadamente para a preparagio dos cromossomas.

Preparagio dos cromossomas e coloragao

As preparagées de cromossomas sdo feitas com metodos standard de citogenénca. Podem utilizar-se vérias técnicas
para corar as liminas de forma a por em evidéncia as SCEs (por exemplo: o método por fluorescéncia mais
Giemsa).

Analise

O numero de células analisado sera em fungio da frequéncia espontinea controlo de SCE. Habitualmente
analisam-se pelo menos 25 metafases de boa qualidade, por cultura, para contar as SCEs. As laminas sao
codificadas antes da analise. Para os linfocitos humanos apenas sio analisadas as metafases contendo 46
centrémeros. Para as linhas celulares estabelecidas, apenas sio analisadas as metafases com t+ 2 centrémeros que o
numero modal. Devera ser precisado se uma inversdo de coloragio 20 nivel do centrémero ¢ ou nio considerada
como SCE. Os resultados serio confirmados por uma experiéncia independente.

RESULTADOS

Os resultados deverao ser apresentados em quadros. O nimero de SCEs por metafase ¢ o numero de SCEs por
cromossoma sio dados separadamente para todas as culturas, tratadas e controlos.

Os resultados serio analisados com métodos estaustucos adequados.

RELATORIO

Relatono do teste

O relatorio devena conter as informagdes seguintes:

- células utthzadas, merodos de manutengio da cultura celular,
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— condigdes experimentais: composigio de meios, concentragio de CO,, concentragio da substancia a testar,
veiculo ucilizado, temperatura de incubagio, tempo de tratamento, inibidor do fuso utilizado, concentragio e
duragio do tratamento com este, tipo de sistema de activagio de mamifero utilizado, controlos positivos ¢ *
negativos,
— ntmero de culturas celulares por ponto experimental,
— pormenores relativos A técnica utilizada na preparagio das laminas,
— ntimero de metafases analisadas (resultados indicados sepazadamente para cada cultura),
— nuimero médio de SCEs por célula e por cromossoma (resuitados indicados separadamente para cada
cultura),
— critério de contagem de SCEs,
— justificagdo da escolha das doses,
— relagd3o dose/resposta, se possivel,
— avaliagdo estatistica,
— discussio dos resultados,
— interpretagdo dos resultados.
3.2. Avaliagdo ¢ interpretagio
Ver Introdugio geral, Parte B.
4, REFERENCIAS

Vet Introdugio geral, Parte B.

TESTE DE LETALIDADE RECESSIVA LIGADA AO SEXO NA DROSOPHILA MELANOGASTER

1.1,

1.2,

1.3.

1.4,

1.5.

METODO

Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigao
Ver Introdugio geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método de ensaio

O teste de letalidade recessiva ligada ao sexo (SLRL — Sex Linked Recessive Letal Test) utilizando a Drosophila me-
lanogaster detecta a ocorréncia de mutagdes — mutagdes pontuais bem como pequenas delecgdes — na linha
germinal do insecto. Esta prova é um ensaio de mutagio forward capaz de detectar mutagdes em cerca de 800 loci
do cromossoma X, o que representa cerca de 80 % de todos os loci deste cromossoma. O cromossoma X representa
cerca de um quinto do genoma hapléide completo.

As mutagdes do cromossoma X de Drosophila melanogaster sio expressas fenotipicamente nos machos portadores
do gene mutante. Quando a mutagio ¢ letal no estado hemizigético, a sua presenga ¢ deduzida a partir da auséncia
de um dos grupos de descendéncia masculina, em vez dos dois habitualmente produzidos por uma fémea
heterozigotica. O SLRL baseia-se nestes factos, utilizando cromossomas especificamente marcados e com
rearranjos da sua estrutura.

Critérios qualitativos

Nenhum.

YL
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Descrigao do método de ensaio
Preparativos

Stocks

P°dfr‘?'f¢’ Uzados machos dum stock de tipo selvagem bem definido e fémeas do stock Muller-5. Podem também
Ser unlizados outros stocks de fémeas marcadas adequadamente, com cromossomas X invertidos de forma
multipla.

Substincia a testar

As substancias a testar devem ser dissolvidas em agua. As substancias insoltveis na 4gua podem ser dissolvidas ou
colocadas em suspensio em veiculos apropriados (por exemplo: uma mistura de etanol com Tween-60 ou 80)
sendo depois diluidas em 4gua ou numa solugio salina antes da administragio. Deve evitar-se como veiculo o
dimetlsulféxido (DMSO).

Numero de animais

O teste deve ser concebido com uma sensibilidade e grau de significincia pré-estabelecido. A frequéncia de
mutantes espontaneos observada no grupo de controlo ird influenciar fortemente o numero de cromossomas
tratados que devem ser analisados.

Via de administragio

A admunistragdo pode ser oral, por injecgdo ou por exposigio a gases ou vapores. A ingestdo da substincia testada
pode ser feita por intermédio duma solugdo agucarada. Se necessirio as substancias podem ser dissolvidas numa
solugdo de NaCL a 0,7 % e injectadas no térax ou no abdémen.

Uso de controlos negativos e positivos

Devem ser incluidos controlos negativos {veiculo) e positivos. No entanto, se existirem dados apropriados de
experiéncias anteriores, nio $ao necessarios controlos simultineos.

Niveis de exposigio

Devem utilizar-se trés niveis de exposi¢io. Para uma avaliagio preliminar pode utilizar-se apenas uma tnica
concentragio da substincia testada, podendo essa ser a concentragio maxima tolerada ou a concentragio
produzindo alguns sinais de toxicidade. No caso de substincias nio téxicas devera utilizar-se a concentragio
madxima praticdvel.

Procedimento

Tratam-se com a substincia a testar machos de fenotipo selvagem (com trés a cinco dias de idade) sendo acasalados
individualmente a um maior numero de fémeas virgens do stock Muller-5 ou outro stock marcado de forma
apropriada (com cromossomas X invertidos de forma multipla). Estas fémeas serio substituidas de dois em dois ou
de trés em trés dias por outras fémeas virgens para se cobrir o ciclo germinal completo. A descendéncia destas
fémeas é examinada para detectar os efeitos sobre o esperma maduro, as espermitides em estidios precoces,
intermédios ou tardios, os espermatdcitos e as espermatogdnias na ocasiio do tratamento.

As fémeas F, heterozigéticas provenientes dos cruzamentos mencionados acima sdo acasaladas individualmente
(isto é, um fémea por frasco de experiéncia) com os seus irmios. Na geragio F; examina-se cada cultura para
detectar a auséncia de machos do tipo selvagem. Se uma cultura revelar ser proveniente de uma fémea F, portadora
de um gene letal no cromossoma X paterno (isto é, quando nido se observar nenhum macho portador do
cromossoma tratado) devem testar-se as filhas dessa fémea com o mesmo genotipo, para verificar se a letalidade se
repete na geragio seguinte.

RESULTADOS

Os resultados devem ser apresentados em quadros indicando o mimero de cromossomas X tratados, o nimero de
machos nio férteis ¢ o nimero de cromossomas letais poer cada concentragdo de exposi¢io e por cada periodo de
acasalamento para cada macho tratado. O numero de agregados de diferentes dimensdes devera ser indicado. Estes
resultados deverdo ser confirmados por uma experiéncia separada.

Deverio ser utilizados métodos estatisticos apropriados na avaliagio dos testes de letalidade recessiva ligada ao
sexo. O reagrupamento de genes letais recessivos provenientes dum tinico macho devera ser considerado e avaliado
com um método estatistico apropriado.
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3.1.

3.2.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4,

RELATORIO

Relatério do teste

O relatério do teste deverd incluir as seguintes informagdes:

— stock: stocks ou estirpes de Drosophila utilizados, idade dos insectos, nimero de machos tratados, nimero de
machos estéreis, nimero de culturas F, estabelecidas, nimero de cromossomas portadores dum gene letal
detectado em cada estadio das células germinais,

— critérios aplicados para determinar as dimensdes dos grupos tratados,

— condigdes experimentais: descrigio pormenorizada do esquema de tratamento e de amostragem, niveis de
exposigio, dados sobre a toxicidade, controlos negativos (solvente) ¢ positivos se necessirio,

— critérios aplicados na contagem das mutagdes letais,
— relagio exposigio/efeito, se possivel, e avaliagdo estatistica dos resultados,
— discussdo dos resultados,

— interpretagdo dos resultados.

Avaliagdo e interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

TESTES DE TRANSFORMAGAO DE CELULAS DE MAMIFERO IN VITRO
METODO

Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

Definigio

Ver Introdugdo geral, Parte B.

Substincias de referéncia

Nenhuma.

Principio do método de ensaio

Podem utilizar-se sistemas de cultura de células de mamifero para detectar in vitro alteragoes do fenétipo induzidas
por substincias quimicas associadas com uma transformagio maligna in vivo. Entre as culturas mais
frequentemente utilizadas contam-se as C3H1OT %, 3T3, SHE, rato Fischer; os testes baseiam-se nas alteragoes
da morfologia celular, formagio de ninhos celulares ou alteragoes ligadas a necessidade de ancoragem a um agar
semi-solido. Existem outros sistemnas menos frequentemente utilizados que detectam outras alteragoes fisiologicas
ou morfoldgicas nas células depois de uma exposigdo a carcinogénios quimicos. Nenhum dos fendmenos finais
destes testes in vitro apresenta uma relagdo mecanicista estabelecida com o cancro. Alguns dos sistemas de testes
s3o capazes de detectar promotores de tumores. Pode determinar-se a citotoxicidade medindo o efeito da
substincia a testar sobre a capacidade para formar uma coldnia (eficicia de cloning) ou ainda sobre as taxas de
crescimento das culturas. A medigio da citotoxicidade tem por fim determinar se a exposigdo da substancia testada
foi toxicologicamente significativa mas ndo pode servir para calcular a frequéncia das transformagdes em todas as
provas uma vez que algumas destas podem implicar uma incubagio prolongada e/ou uma nova passagem.
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1.6.

Critérios qualitativos

Nenhum.

Descrigao do método de ensaio
Preparativos
Células

Podem ser utilizadas varias linhas celulares ou células primarias, dependendo do teste de transformagio utilizado.
O investigador deve assegurar-se de que as células do teste efectuado apresentam a alteragio fenotipica adequada
depois da exposigio a carcinogénios conhecidos e que a validade e fiabilidade do teste efectuado no seu laboratorio
sejam comprovadas e documentadas.

Meio

Deverio utilizar-se meios ¢ condigdes de ensaio adequados ao teste de transformagio unlizado.

Substincia a testar

As substancias a testar podem ser preparadas nos meios de cultura, e dissolvidas ou colocadas em suspensio em
veiculos apropriados antes do tratamento das células. A concentragio final do veiculo no sistema de cultura nio
deve afectar a viabilidade celular nem a taxa de crescimento, nem a incidéncia de transformagdes.

Activagio metabélica

As células deverdo ser expostas A substincia a testar na presenca e na auséncia de um sistema de activagio
metabdlica adequado. Alternativamente, quando se utilizar tipos de células com actividade metabolica intrinseca,
a natureza dessa actividade serd comprovadamente apropriada i classe quimica testada.

Condicdes do ensaio
Utilizagio de controlos positivos e negativos

Serdo incluidos em cada experiéncia controlos positivos utilizando uma substincia com acgio directa e uma
substancia necessitando de activagio metabdlica; utilizar-se-4 igualmente um controlo negativo {veiculo).

L)
Podem ser utilizadas como controlos positivos as seguintes substincias:
— substéncias quimicas com acgdo directa:
— ctilmetanosulfonato,

— 8 — propiolactona,

-— substancias necessitando de activagio metabélica:
- 2 — acetilaminofluoreno,
— 4 — dimetilaminobenzeno,

~ 7,12 - dimetilbenzantraceno.

Deveri ser incluido, quando justificado, um controlo positivo suplementar pertencendo a mesma classe quimica
que a substancia testada.

Concentragdes de exposigio

Deverio ser utilizadas virias concentragdes das substincias a testar. Estas concentragbes deverdo produzir um
efeito toxico dependente da concentragio; a concentragio maxima deverd produzir uma baixa taxa de
sobrevivéncia, a concentragio minima uma taxa de sobrevivéncia préxima da observada nos controlos negativos.
As substancias relativamente insollveis na dgua serio testadas até ao seu limite de solubilidade com mérodos
apropriados. No caso de substancias nio téxicas, francamente soliveis na agua, a concentra¢do maxima devera
ser determinada caso a caso.

Procedimento

As células serio expostas durante um periodo de tempo dependente do sistema celular utilizado, que pode implicar
um novo tratamento acompanhado de mudanga de meio (e se necessirio uma nova mistura de activacio
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metabdlica) se a exposicio for prolongada. As células que nio tenham actividade metabélica intrinseca suficiente
deverio ser expostas 4 substincia a testar na presenga e na auséncia de um sistema de activagio metabélica
apropriado. No fim do periodo de exposigo, as células sio lavadas de forma a eliminar a substancia testada e
cultivadas em condigdes que permitam o aparecimento do fenétipo transformado em estudo sendo entdo
determinada a incidéncia desta transformagdo. Todos os resultados deverio ser confirmados por uma experiéncia
independente.

2. RESULTADOS
Os resultados deverdo ser apresentados em quadros e podem ser apresentados de vérias formas consoante o
método utilizado, por exemplo, contagem por placa, placas positivas ou nimero de células transformadas.
Quando apropriado, a sobrevivéncia serd expressa em percentagem das taxas de controlo ¢ a frequéncia de

transformagdo corresponder4 a0 nimero de células transformadas por nimero de sobreviventes. Os resultados
deverio ser avaliados com métodos estatisticos apropriados.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério do teste devera incluir as seguintes informagoes:
— tipo de célula utilizada, numero de culturas de células, métodos de manutengio das culturas de células,

— condigdes do teste: concentragio da substincia a testar, veiculo usado, tempo de incubagio, duragio e
frequéncia do tratamento, densidade celular durante o tratamento, tipo de sistema exdgeno de activagio
metabolica utilizado, controlos positivos e negativos, especificagio do fenétipo estudado, sistema selectivo
usado (se apropriado); justificagdo da escolha das doses,

— método utilizado para contar as células vidveis e as transformadas;
— avaliagdo estatistica,
— discussio dos resultados,

— interpretagdo dos resultados.

3.2, Avaliagio e interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

4. REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

TESTE DE LETALIDADE DOMINANTE NO ROEDOR

1. METODO

1.1. Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.
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1.2. Definigio

Ver Introdugido geral, Parte B.

1.3. Substincias de referéncia
Nenhuma.
1.4, Principio do método de ensaio

A letalidade dominante provoca a morte do embrido ou do feto. A indugio de letalidade dominante por exposi¢io
a uma substincia quimica indica que a substincia afectou o tecido germinal da espécie estudada. Admite-se
geralmente que a letalidade dominante é devida a uma lesio cromossomica (alteragdes estruturais e numéricas). No
caso dos animais tracados serem fémeas a morte do embriio pode também ser devida a efeitos téxicos.

Em geral, os machos sio expostos 2 substincia a testar e acasalados com fémeas virgens ndo tratadas. Os diferentes
estadios das células germinais podem ser testados separadamente utilizando-se periodos de acasalamento
sequenciais. O aumento do nimero de implantes mortos por fémea no grupo trarado em relagio a0 numero de
implantes mortos por fémea no grupo de controlo reflecte as perdas apés a implantagio. As perdas antes da
implantagio podem ser calculadas por contagem dos corpos amarelos ou comparando o nimero rotal de implantes
por fémea no grupo tratado e no grupo de controlo. O efeito total de letalidade dominante é igual 2 soma das perdas
antes e depois da implantagio. O cilculo do efeito total da letalidade dominante baseia-se na comparagdo entre 0
numero de implantes vivos por fémea no grupo tratado ¢ o registado no grupo de controlo. Uma diminuigio do
nimero dos implantes em determinados intervalos pode ser devida i destruigio das células (isto &, de
espermatdécitos ¢/ou espermatogonias).

1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.

1.6. Descrigio do método de ensaio
Preparativos

Quando for possivel, as substincias a testar serdo dissolvidas ou colocadas em suspensio numa solugdo salina
isoténica. As substancias quimicas insoliveis na agua podem ser dissolvidas ou colocadas em suspensio em
veiculos apropriados. O veiculo utilizado nio dever4 interferir com a substincia a testar nem deveri produzir
efeitos téxicos. Serdo utilizadas preparagdes frescas da substincia a testar.

Condi¢ies experimentais

Via de administragio

A substancia a testar deverd ser administrada uma tnica vez. Pode ser utilizado um programa de tratamento
repetido em fungio das informagdes toxicoldgicas disponiveis. As vias de administragio habituais sio a intubagio
oral ou a injecgio interperitoneal. Podem ser adequadas outras vias de administragdo.

Animais de experiéncia

Recomenda-se a utilizagio de ratos ou ratinhos. Repartem-se ao acaso entre os grupos tratados ¢ de controlo
animais jovens e sdos tendo atingido a plena maruridade sexual.

Numero e sexo

Utiliza-se um nimero adequado de machos tratados, tendo em conta a frequéncia espontinea da caracteristica
biol6gica que estd a ser avaliada. O nimero escolhido deverd basear-se numa sensibilidade de detecgio e grau de
significagio pré-estabelecidos. Por exemplo, num teste tipico, o nimero de machos escolhido para cada grupo de
dose deverd ser suficientemente grande para obrer 30 a 50 fémeas gravidas por periodo de acasalamento.

Utilizagdo de controlos negativos e positivos

Deverdo ser incluidos em cada experiéncia controlos positivos e negativos (veiculos) sendo geralmente
simultdneos. Se experiéncias recentes efectuadas no mesmo laboratério tiverem dado resultados aceitdveis com os
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controlos positivos, estes resultados poderdo ser utilizados em vez dum controlo positivo simultineo. No que
respeita as substancias de controlo positivo deverd utilizar-se uma dose baixa apropriada (por exemplo MMS,
intraperitonealmente, 10 mg/kg) para demonstrar 2 sensibilidade do teste.

Doses

Normalmente usam-se trés niveis de dose diferentes. A dose méxima devera produzir sinais de toxicidade ou
reduzir a fecundidade dos animais tratados. Em alguns casos pode ser suficiente uma tnica dose elevada.

Ensaio limite

As substancias nio téxicas sdo testadas i razio de § g/kg no caso de administragio \inica ¢ de 1 g/kg/dia no caso
de administragdo repetida.

Procedimento

Virios esquemas de tratamento sdo possiveis. O método mais frequente é o da administragdo umica. Podem
utilizar-se outros esquemas de tratamento.

Cada macho é acasalado sequencialmente com uma ou duas fémeas virgens nio tratadas, a intervalos de tempo
apropriados apos o tratamento. As fémeas deverio ser deixadas com os machos durante pelo menos um ciclo
completo do estro, ou até que o acasalamento seja comprovado pela presenca de esperma na vagina ou pela
presenga de um rolhio vaginal.

O ndmero de acasalamentos ap6s tratamento é determinado pelo esquema de tratamento e deverd assegurar que
sejam testados todos os estadios das células germinais tratadas.

As fémeas sio sacrificadas durante a segunda metade da gestagdo e o conteido do ttero ¢ examinado para
determinagio do ndmero de implantes vivos e mortos. Os ovarios podem ser examinados para determinar o
numero de corpos amarelos.

2. RESULTADOS

Os resultados deverio ser apresentados em quadros, indicando o nimero de machos, o numero de fémeas gravidas
bem como o numero de fémeas nio gravidas. Os resultados de cada acasalamento incluindo a identidade de cada
macho ¢ de cada fémea sio apresentados separadamente. Serio descritos para cada fémea a semana de
acasalamento ¢ a dose recebida pelos machos, bem como a frequéncia dos implantes vivos e mortos.

O cilculo do efeito total de letalidade dominante baseia-se numa comparagio do numero de implantes vivos por
fémea no grupo tratado com o niimero de implantes vivos por fémea no grupo de controlo. Compara-se a relagio
implantes vivos/mortos no grupo tratado com a mesma relagio no grupo de controlo para indicagio das perdas
pos-implantagio.

Se os resultados forem registados sob a forma de mortalidades precoces e mortalidades tardias, os quadros deverio
tornar clara essa diferenca. Se for avaliada a perda anterior 2 implantagio, devem apresentar-se os resultados. Esta
perda pode ser calculada como a discrepéncia entre o numero de corpos amarelos e o numero de implantes ou como
a diminuicio do numero médio de implantes por fémea em relagio ao dos acasalamentos de controlo. Os
resultados serio avaliados com métodos estatisticos apropriados.

3. RELATORIO

3.1 Relatério do teste

O relatério do teste devers incluir as informagdes seguintes:

— espécies, estirpe, idade ¢ peso dos animais utilizados, numero de animais de cada sexo nos grupos tratados e de
controlo, ’
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— substancia a testar, veiculo, doses testadas e justificagio da escolha das doses, controios negativos e positivos,
dados relativos A rtoxicidade,

— via de administragio e esquema do tratamento,

—- esquema de acasalamento,

— método utilizado para comprovar o acasalamento,

— momento do sacrificio,

— critérios de contagem dos efeitos de letalidade dominante,
— relagdo dose/resposta, se possivel,

— avaliagio estatistica,

— discussdo dos resultados,

— interpretagio dos resultados.

3.2. Avaliagdo e interpretagao

Ver Introdugio geral, Parte B.

4. REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

CITOGENETICA DE CELULAS GERMINAIS DE MAMIFERO — IN VIVO

i METODO

1.1. Introdugio

Ver Introdugio geral, Parte B.

1.2. Definigio

Ver Introdugio geral, Parte B.

1.3. Substancias de referéncia
Nenhuma.
1.4, Principio do metédo de ensaio

Este teste citogenético in vivo detecta aberragdes cromossdmicas estruturais em espermatogonias. Consiste na
analise de mitoses de espermatogonias para detecgdo de aberragoes de tipo cromatidico e cromossémico.

O metodo utiliza preparagdes de testiculo de mamiferos expostos aos produtos quimicos a testar, pelas vias
apropriadas, e sacrificados a intervalos de tempo diversos. Os animais sio ainda tratados antes de serem
sacrificados com inibidores do fuso como a colchicina para acumular céluias num estadio da mitose metafase-like
{c-metafase). Efectuam-se preparagdes de cromossomas com secagem 2o ar, sendo depois coradas ¢ analisadas ao,
MICroscopio.

A anilise de espermatdcitos na diacinese-metafase | para a detecgio de multivalentes de translocagio, apds
tratamento das stem-cells das espermatogonias, pode fornecer informagdes complementares uteis.

1.5. Critérios qualitativos

Nenhum.
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1.6. Descrigio do método de ensaio
Preparativos

Os produtos quimicos a testar sio dissolvidos numa solugdo salina isotdnica. As substiancias insolaveis sio
dissolvidas ou colocadas em suspensdo num veiculo apropriado. Sio utilizadas solu¢oes preparadas de fresco da
substincia a testar. Se for utilizado um veiculo para facilitar a administragdo este nao deve interferir com o produto
quimico a testar ou produzir efeitos téxicos.

Via de administragio

Os produtos quimicos a testar devem, de um modo geral, ser administrados uma unica vez. Pode utilizar-se um
esquema de administragio repetida, se tal for baseado em informagdes toxicoldgicas. No entanto o tratamento
repetido pode apenas ser aplicado se a substincia a testar nio apresentar efeitos citotoxicos maiores sobre
espermatogdnias em diferenciagio.

As vias habituais de administragdo sdo a oral e a injecgdo intraperitoneal. Podem ser adequadas outras vias de
administragio.

Animais de experiéncia

Utilizam-se mais frequentemente o ratinho e o hamster chinés. Pode ser utilizada qualquer outra espécie de
mamifero.

Usam-se machos sexualmente maduros, sendo repartidos ao acaso pelos grupos de experiéncia e de controlo.

Nimero de animais

Sao utilizados pelo menos cinco machos por grupo de experiéncia e de controlo.

Uso de controlos negativos ¢ positivos
Deverio ser incluidos controlos positivos e negativos'(veiculo) simultineos, em cada experiéncia.

As substincias de controlo positivo deverdo ser utilizadas numa dose minima adequada para demonstrar a
sensibilidade do teste (por exemplo: mitomicina C, intraperitonealmente, A razio de 0,3 mg/kg).

Doses

Utiliza-se uma tnica dose da substincia a testar, sendo essa a dose maxima tolerada ou entio produzindo alguns
sinais de toxicidade. Se esta dose provocar a destruigdo de um grande nimero de células devera utilizar-se uma dose
mais baixa produzindo citotoxicidade. Se for necessario determinar uma relagio dose/resposta serio utilizadas
pelo menos trés doses (por exemplo: para confirmar uma resposta ligeiramente positiva). As substancias nio
toxicas sdo testadas com a dose mixima praticdvel, tanto no caso da administragio tnica como no da
repetida.

Procedimento

Em geral, a substincia a testar ¢ administrada aos animais apenas uma vez. No grupo exposto 2 dose méxima
recolhem-se amostras em trés ocasides apos o tratamento. A colheita central é feita ap6s 24 horas. Como a cinética
do ciclo celular pode ser influenciada pela substincia testada, a primeira colheita e a ultima tém lugar, com
intervalos apropriados, num prazo de 6 a 48 horas depois da administragio da substincia. Quando se utilizarem
doses suplementares, recolhem-se amostras durante a fase particularmente sensivel ou, quando esta nio for
conhecida, 24 horas depois do tratamento.

Em alternariva pode aplicar-se um esquema de administragdo repetida. Neste caso os animais sao sacrificados 24
horas depois do dltimo tratamento. Podem recolher-se amostras adicionais entre 6 ¢ 24 depois do dltimo
tratamento.

Preparagio dos testiculos

Para analisar as mitoses das espermatogénias injecta-se nos animais por via intraperitoneal uma dose apropriada
de um inibidor do fuso como a coichicina, Os animais sio sacrificados em seguida ap6s um intervalo apropriado.
No caso do ratinho este varia entre trds a cinco horas; para o hamster chinés pode ser superior a cinco
horas.

| PPy \‘a‘
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O método utilizado ¢ o da secagem ao ar. Consoante a espécie pode tornar-se necessirio modificar o método
standard. Obtém-se as suspensdes celulares, tratam-se com uma solugio hipoténica, sendo depois fixadas. As
células sdo estendidas em liminas e coradas. As liminas sdo codificadas antes de serem analisadas ao
microscépio.

Anidlise

Sdo analisadas pelo menos 100 metafases mitéticas de boa qualidade e com o nimero completo de centrémeros
para se detectarem aberragdes cromossdmicas estruturais. Além disso, pode determinar-se a taxa de mitoses das
espermatogonias em relagio 3 primeira e i segunda metafase meidticas numa amostra total de 100 células em
divisio por animal, com o fim de evidenciar um eventual efeito citotdxico.

2. RESULTADOS

Os resultados deverio ser apresentados em quadros. Registar-se-io separadamente todos os tipos de aberragio
para cada animal tratado ¢ de controlo. Serio incluidos 6 nimero total de células analisadas e o nimero total de
células aberrantes por grupo. Serio indicados a média e o desvio padrio para todos os pardmetros. No caso de
terem sido determinadas a taxa média das mitoses das espermatogdnias em relagiio i primeira ¢ 2 segunda metafase
meidtica, estas serdo apresentadas num quadro para cada grupo de experiéncia e de controlo.

Os resultados sio avaliados com métodos estatisticos apropriados.
3. RELATORIO

3.1. Relatério do teste

O relatério do teste deverd incluir as seguintes informagdes:
— espécie e estirpe dos machos, idade e peso dos machos,
— numero de animais de cada grupo de experiéncia ¢ de cada grupo de controlo,

— condi¢des experimentais, descricio pormenorizada do tratamento, doses, solventes, inibidor do fuso
utilizado,

— nimero de células analisadas por animal em cada grupo,

— tipo ¢ nimero de aberragdes para cada animal tratado e de controlo indicadas separadamente,
— avaliagdo estatistica,
— discussio dos resultados,

~— ‘interpretagdo dos resultados.

3.2. Avaliagdo ¢ interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

4, REFERENCIAS

Ver Introdugido geral, Parte B.

TESTE DAS MALHAS (SPOT-TEST) NO RATINHO
1. METODO

1.1 [ntrodugio

Ver Introdugio geral, Parte B,
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1.2 Definigao

Ver Introdugio geral, Parte B.

1.3. Substincias de referéncia
Nenhuma.
1.4. Principio do método de ensaio

Este teste é uma prova in vivo efectuada no ratinho, cujos embrides em desenvolvimento sdo expostos 2 substancia
a testar. As células visadas dos embrides em desenvolvimento sio os melanoblastos ¢ os genes alvo sio os
responsaveis pela pigmentagio do pélo. Os embrides em desenvolvimento sio heterozigdticos para alguns desses
genes. Uma mutagio ao nivel do alelo dominante ou a perda do alelo dominante de um desses genes num
melanoblasto (na sequéncia de virios fenémenos genéticos) traduz-se pela expressio do fendrtipo recessivo nas
células que dele descendem, do que resulta o aparecimento de uma malha de cor diferente no pélo do ratinho.
Conta-se assim o nimero de descendentes portadores de malhas (mutagdes) ¢ a sua frequéncia é comparada com a
frequéncia observada na descendéncia resultante do desenvolvimento de embriGes tratados apenas com o solvente.
O teste das malhas no ratinho (spot test) detecta as mutagdes somaticas presumiveis nas células fetais.

1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.

1.6. Descrigio do método de ensaio
Preparativos

Quando for possivel as substincias a testar sio dissolvidas ou colocadas em suspensdo numa solugio salina
isotonica. As substincias insoliveis na 4gua serio dissolvidas ou colocadas em suspensio em veiculos apropriados.
O veiculo utilizado nio devera interferir com a substincia a testar nem produzir efeitos téxicos. Deverdo utilizar-se
solugdes preparadas de fresco da substincia a testar.

Animais de experiéncia

Ratinhos da estirpe T (nonagouti, a/a; chinchilla, pink eye, cd’p/cd‘p; brown, b/b; dilute, short ear, d se/d se;
piebald spotting, s/s) sio acasalados seja com a estirpe HT (pallid, nonagouti, brachypody, pa a bp/pa a bp;
leaden fuzzy, In fz/1n fz; pearl pe/pe) ou com a C57 BL (nonagouti, a/a). Podem utilizar-se outros cruzamentos
apropriados como entre a NMRI(nonagouti, a/ a; albino, c/c) e a DBA (nonagouti, a/a; brown, b/b; dilute,d/d)
na condigdo de produzirem uma descendéncia nonagouti.

Numero ¢ sexo

Deve tratar-se um nimero suficiente de fémeas gravidas de forma a obter um niimero adequado de descendentes
vivos para cada dose utilizada. A dimensio da amostra depende do numero de malhas observadas nos ratinhos
tratados bem como da importincia dos dados dos controlos. S6 se aceitara um resultado negativo se forem
examinados pelo menos 300 descendentes das fémeas tratadas com a dose maxima.

Conrtrolos negativos ¢ positivos

Devera dispor-se de dados de controlo simultineos respeitantes aos ratinhos tratados apenas com o veiculo
(controlos negativos). Dados de controlo de experiéncias anteriores provenientes do mesmo laboratério podem
ser-lhes reunidos para se aumentar a sensibilidade do teste, no caso destes serem homogéneos. Se a substancia
testada nio se revelar mutagénica, deveriam estar disponiveis os dados obtidos recentemente pelo mesmo
laboratdrio para um controlo positivo cuja acgdo mutagénica nesta prova seja conhecida.

Via de administragio

As vias de administragio habituais nas fémeas gravidas sio.a intubagio oral e a injecgio intraperitoneal.
Tratamentos por inalagio ou outras vias de administragio serio usados quando tal for apropriado.
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Doses

Utilizam-se pelo menos dois niveis de dose, um dos quais provocando sinais de toxicidade ou reduzindo o tamanho
das ninhadas. No caso de substincias nio tdxicas, recorrer-se-i4 a um tratamento com a dose maxima
praticavel.

Procedimento

Administra-se normalmente um tratamento tnico no dia 8, 9 ou 10 de gestagio, sendo o dia 1 aquele em que se
observe pela primeira vez a presenga de um rolhio vaginal. Estes dias correspondem 7,25, 8,25 € 9,25 dias apos a
concepgao. Podem ser efectuados tratamentos sucessivos durante esses dias.

Anailise
Trés a quatro semanas apds o nascimento a descendéncia é codificada e examinada para se detectar a presenca de
malhas. Distinguem-se trés classes de malhas:

a) Malhas brancas situadas a menos de S mm da linha médio-ventral que se presuma resultarem de morte celular
(WMVS);

b) Malhas amarelas de tipo agouti, associadas aos mamilos, aos orgdos genitais, 4 garganta, as regides axilar e
inguinal bem como no meio da regiio frontal, que se presuma serem devidas a uma diferenciagao defeituosa
(MDS); e

¢) Malhas pigmentadas ¢ brancas, distribuidas ao acaso no pélo, que se presuma serem devidas a mutagoes
somaticas (RS).

Contam-se as trés classes mas apenas a ultima, isto ¢, a RS, tem relevincia genética. Os problemas postos pela
distingdo entre as classes MDS e RS podem ser resolvidos examinando-se amostras de pélos ao microscopio de
fluorescéncia.

Serdo anotadas as alteragdes macroscépicas evidentes observadas na descendéncia.

RESULTADOS

Os resultados sio apresentados indicando o nimero total de crias examinadas e o numero de crias apresentando
uma ou varias malhas que se presuma serem devidas a uma mutagio somatica. Os resultados relativos aos animais
tratados e aos controlos negativos sio comparados por métodos apropriados. Os resultados sio apresentados
igualmente referindo-se 2 ninhada como unidade.

RELATORIO

Relatério do teste

O relatorio do teste devera incluir as seguintes informagoes:
— as estirpes utilizadas no cruzamento,
— o nimero de fémeas gravidas nos grupos tratados e de controlo,

— o tamanho médio das ninhadas nos grupos tratados e de controlo na ocasiio do nascimento e do
desmame,

— as doses da substancia a testar,

— o solvente ualizado,

— o dia da gestagio em que se administrou o tratamento,
— a via de administragio,

— onimero total de crias observadas bem como o nimero das que apresentavam malhas WMVS, MDS e RS nos
grupos tratados e de controlo,

— alteragdes morfolégicas macroscopicas,

— relagio dose/efeito se possivel,
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— avaliagdo estatistica,
— discussdo dos resultados,

— interpretagdo dos resultados.

3.2. Avaliagido ¢ interpretagio
Ver Introdugio geral, Parte B.

4, REFERENCIAS

Ver Introdugio geral, Parte B.

TRANSLOCAGAO HEREDITARIA NO RATINHO

1. METODO

1.1. Inarodugio

Ver Introdugdo geral, Parte B.

1.2. Definigio

Ver Introdugio geral, Parte B.

1.3, Substancias de referéncia
Nenhuma.
1.4, Principio do método de ensaio

O teste de translocagio hereditéria no ratinho detecta alteragdes cromossémicas estruturais € numeéricas nas células
germinais de mamifero que sdo postas em evidéncia na descendéncia da primeira geragio. Os tipos de alteragdes
cromossomicas detectadas sio as translocagdes reciprocas e, se for incluida a descendéncia do sexo feminino, a
perda do cromossoma X. Os portadores de translocagdes ¢ as féemeas XO apresentam uma fertilidade reduzida,
permitindo a selecgdo de uma descendéncia F, para analise citogenética. Alguns tipos de translocagio provocam
esterilidade total (X-autossoma e tipo c-t). As translocagdes sio observadas por métodos citogenéticos nas células
meidticas na diacinese-metafase I de individuos do sexo masculino, sejam machos F, ou filhos de fémeas F,. As
fémeas XO sio identificadus citogeneticamente pela presenga de apenas 39 cromossomas nas mitoses da medula

Ossea.

1.5. Critérios qualitativos
Nenhum.

1.6. . Descrigio do método de ensaio
Preparativos

As substancias a testar sio dissolvidas numa solugdo salina isot6nica. Se forem insoliveis na dgua serio dissolvidas
ou colocadas em suspensio em veiculos apropriados. Utilizam-se solugdes preparadas de fresco da substincia a
testar. Se se utilizar um veiculo para facilitar 2 administragio este nio deve interferir com a substincia a testar nem
produzir efeitos toxicos.

Via de administragio

As vias de administragdo sio habitualmente a intubagio oral ou a injecgdo intraperitoneal. Podem ser adequadas
outras vias de administragao.
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Animais de experiéncia

Estas experiéncias sio efectuadas em ratinhos para facilitar a reprodugio e a verificagio citoldgica. Nio é
requerida nenhuma estirpe especfica. No entanto, o niimero médio de crias por ninhada da estirpe utilizada dever4
ser superior a oito ¢ ser relativamente constante. Serdo utilizados animais sios tendo j4 atingido a maturidade
sexual.

Numero de animais

O nimero de animais necessirios depende da frequéncia de translocagdes espontineas bem como da taxa de
indugio ninima requerida para um resultado positivo.

O teste consiste habitualmente na anilise da descendéncia masculina F,. Serio testados pelo menos 500
descendentes masculinos F, por cada dose. Se se incluir a descendéncia feminina F, serio necessirios 300 machos e
300 fémeas.

Controlos negativos e positivos

Devem estar disponiveis dados de controlo adequados provenientes de provas realizadas simultineamente ou de
experiéncias anteriores. Quando existirem dados-aceitdveis de controlos positivos provenientes de experiéncias
efectuadas recentemente no mesmo laboratdrio, estes podem ser utilizados em vez de controlos positivos
simultineos.

Doses

E testada apenas uma dose, tratando-se habitualmente da dose méxima associada 2 produgio de efeitos tdxicos
minimos mas nio afectanto o comportamento reprodutor nem a sobrevivéncia. Para estabelecer uma relagio
dose/resposta sio necessirias duas doses adicionais, mais baixas. No caso de substincias ndo téxicas, deverd
recorrer-s¢ a uma exposi¢io a2 dose méixima praticivel.

Procedimento
Tratamento e acasalamento

Sdo possiveis dois esquemas de tratamento. A administragdo Gnica da substdncia a testar é o método mais
frequente. A substincia a testar pode também ser administrada sete dias por semana durante 35 dias. O nimero de
acasalamentos depois do tratamento é determinado pelo esquema de tratamento ¢ ser4 tal que todos os estddios de
células germinais sejam implicados. No fim do periodo de acasalamento as fémeas sio colocadas em gaiolas
individuais. Quando as fémeas parirem registar-se-30 a data, o numero de crias da ninhada e o sexo das crias. Toda
a descendéncia do sexo masculino ¢ desmamada e toda a do sexo feminino afastada a n3o ser que esteja incluida na
experiéncia.

Pesquisa dos heterozigdticos de translocagio

E utilizado um de dois métodos disponiveis:

— andlise da fertilidade da descendéncia F, e verificagdo ulterior de eventuais portadores de translocagdes por
andlise citogenética,

— anilise citogenética de todos os machos F, sem selecgdo prévia por verificagio da fertilidade.

a) Anélise da fertilidade

A diminuigio de fertilidade de um individuo F, pode ser determinada observando-se o nimero de crias da ninhada
e/ou analisando o conteido uterino das fémeas com que acasalou.

Deverdo estabelecer-se critérios para determinagdo da fertilidade normal ¢ diminuida da estirpe de ratinhos
utilizada. 4

Observagdo do numero de animais por ninhada: os machos F, a testar sio colocados em gaiolas individuais com
fémeas provenientes da mesma experiéncia ou da colénia. As gaiolas sio inspeccionadas diariamente a partir do
dia 18 apos o acasalamento. O nimero de crias da ninhada e o sexo da descendéncia F, sio registados na ocasiio do
nascimento, sendo as crias eliminadas em seguida. Se se testar a descendéncia do sexo feminino F; entdo os
descendentes F, provenientes de ninhadas pequenas sdo conservados com vista a uma analise mais profunda. As
fémeas portadoras de uma translocagio serdo objecto de uma verificagdo por andlise citogenética de uma
translocagio em qualquer dos seus descendentes machos. As fémeas XO sio identificadas pela alteragio da razio
macho/fémea na sua descendéncia que passade ¥, para ! /; machos/ fémeas. Num método sequencial os animais F,



706-(86) DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE N.° 42 — 20-2-1989

normais nio serio objecto de outra verificagio se a primeira ninhada F, atingir ou ultrapassar um valor normal
pré-estabelecido, sendo observar-se-d uma segunda ou uma terceria ninhadas F,.

Os animais F; que nio puderem ser classificados como normais apés uma observagio de até trés ninhadas F; no
maximo, serio submetidos seja a um novo controlo por anilise do conteiido uterino das fémeas com que
acasalaram, seja submetidos directamente a uma anilise citogenética.

Analise do Conteido Uterino: a redugio do niimero de crias por ninhada nos portadores de translocagio é devida a
morte de embrides, de modo que um grande niimero de implantes mortos indica a presenga de uma translocagio no
animal submetido a0 teste. Cada macho F, a testar é acasalado com duas ou trés fémeas. A concepgio é confirmada
pela inspecgio matinal didria das fémeas para detectar a presenga de rolhdo vaginal. As fémeas sio sacrificadas 14 a
16 dias mais tarde registando-se o nimero de implantes vivos ¢ mortos presentes nos seus uteros.

b) Andlise citogenética

As preparacdes de testiculo sio efectuadas pelo método de secagem ao ar. Os portadoras de translocagdes sio
identificados pela presenca de configurages multivalentes na diacinese-metafase 1 nos espermatocitos primirios.
A observagio de pelo menos duas células apresentando uma associagio multivalente constitui a prova necessiria
de que o animal testado ¢ portador de uma translocagio.

Se nio tiver sido efectuada nenhuma selecgio por andlise de fertilidade, todos os machos F, sio submetidos a um
exame citogenético. Devem ser analisadas a0 microscépio um minimo de 25 células em diacinese-metafase | por
macho. £ necessirio o exame das metafases mitdticas nas espermatogénias ou na medula éssea, no caso dos
machos tendo testiculos pequenos ou apresentando uma paragem meidtica antes da diacinese ou no caso das
fémeas F, suspeitas de serem XO. A presenca de um cromossoma anormalmente longo ¢/ ou curto em alguma de
10 células é a prova duma translocagio particular acarretando a esterilidade do macho (tipo c-t). Algumas
translocagdes X-autossoma provocando a esterilidade do macho podem apenas ser identificadas por uma anilise
de bandas de cromossomas mitéticos. A presenca de 39 cromossomas em 10 mitoses por cada 10 ¢ a prova de um
estado XO numa fémea.

2. RESULTADOS
Os resultados sio apresentados sob a forma de quadros.

O numero médio de crias por ninhada e a razio entre os sexos sdo registados 2 nascenga e no desmame para cada
periodo de acasalamento.

Quando da avaliagio da fertilidade dos animais F, deverio apresentar-sc o nimero médio de crias por ninhada das
ninhadas resultantes de todos os acasalamentos normais bem come o nimero de crias individual das ninhadas
provenientes de animais F, portadores de translocagio. No que respeita 3 analise do conteudo uterino serio
anotados o numero médio de implantes vivos ¢ mortos resultantes de acasalamentos normais ¢ 0 nimero de
implantes vivos ¢ mortos para cada acasalamento de animais portadores de translocagio.

Quando da anilise citogenética da diacinese-metafase 1, serdo registados os diferentes tipos de configurages
multivalentes ¢ o nimero total de células para cada portador de translocagio.

Para os individuos F, estéreis serio indicados o mimero total de acasalamentos ¢ a duragio do periodo de
acasalamento. Serio indicados o peso dos testiculos bem como os pormenores da anilise citogenética.

Para as fémeas XO indicar-se-a o nimero de crias médio por ninhada, a razio entre os sexos na descendéncia F,,
bem como os resultados da anilise citogenética.

Se forem seleccionados eventuais portadores de translocagio Fy por testes de fertilidade os quadros deverio
mencionar quantos deles foram confirmados como sendo heterozigéticos de translocagio.

Serio apresentados os dados relativos aos controlos negativos bem como as experiéncias de controlo

positivo.
3. RELATORIO
3.1. Relatério do teste

O relatério do teste devera incluir as seguintes informagoes:
— estirpe de ratinho utilizada, idade dos animais, peso dos animais tratados,
— niimero de animais progenitores de cada sexo nos grupos tratados e de controlo,

— condigdes experimentais, descrigio pormenorizada do tratamento, doses, solventes, esquema de acasala-
mento,

— nimero e sexo de crias por fémea, nimero e sexo das crias mantidas para urha analise de translocagio,
— momento ¢ critérios da anilise de translocagio,

— numero e descrigio pormenorizada dos portadores de translocagio, incluindo dados relativos a reprodugio e
ao conteudo uterino, se possivel, -
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3.2.

1.1.

— métodos citogenéticos e pormenores da analise microscdpica, de preferéncia com fotografias,
— avaliagdo estatistica,
— discussio dos resultados,

— interpretagio dos resultados.

Avaliagdo ¢ interpretagio

Ver Introdugio geral, Parte B.

REFERENCIAS
Ver Introdugio geral, Parte B.

PARTE C: METODOS PARA DETERMINAGCAO DA ECOTOXICIDADE

INTRODUGAO GERAL: PARTE C

Os mérodos de ensaio a seguir descritos destinam-se 2 determinagio de algumas das propriedades ecotoxicolégicas
enumerados no Anexo Vil da Directiva 79/831/CEE. Os notificadores devem ter conhecimento de que nio se
encontram incluidos no texto os métodos para a determinagio das seguintes propriedades previstas no Nivel 1 do
Anexo VIII:

— estudo de toxicidade prolongada com Daphnia magna,
— ensaio numa planta superior,
— estudo de toxicidade prolongada com peixes,

— ensaios de acumulagio numa espécie.

Logo que sejam incluidos os métodos de ensaio adequados para a determinagdo destas propriedades, nio
publicados sob a forma de uma nova adaptagio ao progresso técnico. Entretanto, os notificadores devem utilizar
métodos adequados, internacionalmente reconhecidos, que devem ser nomeados 4 autoridade competente.

ENSAIO DE INIBIGAO DO CRESCIMENTO DAS ALGAS

METODO

Introdugdo

O objectivo do presente ensaio é determinar os efeitos de uma dada substincia no crescimento de espécies de algas
verdes unicelulares. Ensaios relativamente curtos permitem avaliar efeitos ao longo de virias geragoes. O presente
método pode ser adaptado a diferentes espécies de algas unicelulares, e, neste caso, deve ser fornecida uma
descri¢io do método utilizado com o relatério do ensaio.

O presente método aplica-se mais facilmente a substincias soliveis em 4gua que, nas condigdes do ensaio, sio
susceptiveis de permanecerem na dgua.

Para as substincias com uma solubilidade limitada no meio do ensaio pode nio ser possivel determinar
quantitativamente a CEs, (ver definigio abaixo).

‘O presente mérodo pode ser utilizado para substincias que ndo interfiram directamente com a medigio do
crescimento das algas.

Quando se efectua este ensaio, podem ser uteis as seguintes informagdes:
— solubilidade na igua,

~— pressio de vapor,
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— férmula de estrutura,

— pureza da substincia,

— estabilidade quimica na 4gua e 2 luz,

— métodos de analise quantitativa da substincia na igua,
— valor pka,

— coeficiente de partigdo n-Octanol/ 4gua,

— resultados de um ensaio preliminar de biodegradagio.

1.2, Defini¢des e unidades

Concentragio celular: o nimero de células por ml; crescimento: o aumento da concentragio celular ao longo do
periodo de ensaio; taxa de crescimento: o aumento da concentragio celular por unidade de tempo.

CEo: no presente método, a concentragio da substincia de ensaio que provoca uma redugio de 50 % quer no
crescimento quer na taxa de crescimento em relagio ao controlo.

CSEO (concentragio sem efeito observdvel): no presente método, a mais elevada concentragio ensaiada com a
qual, para ofs) parametro(s) medido(s) ndo se verificou qualquer inibi¢o significativa do crescimento em relagio
aos valores do controlo.

1.3. Substincias de referéncia

Uma substancia de referéncia pode ser utilizada para detectar condigdes de ensaio nio satisfatérias. Se se utilizar
uma substancia de referéncia, os resultados devem ser apresentados no relatério do ensaio. Como substincia de
referéncia, pode-se utilizar o dicromato de potdssio.

1.4 Principio do método de ensaio

Culturas de algas verdes seleccionadas, em fase de crescimento exponencial, sdo expostas em condigdes definidas,
a diferentes concentragdes da substincia de ensaio, durante diversas geragdes. Ao longo de um perfodo fixado,
determina-se a inibigio do crescimento em relagdo a cultura controlo.

1.5. Critérios de qualidade

1.5.1. Condigdes de valiade do ensaio
A concentragdo celular nas culturas controlo deverd aumentar pelo menos 16 vezes no espago de trés dias.

O desaparecimento da substincia de ensaio da 4gua devido 2 sua fixagio na biomassa ndo invalida
necessariamente o ensaio.

1.6. Descrigio do método de ensaio
1.6.1. Preparaces
1.6.1.1. Equipamento e materiais

— equipamento normal de laboratério,

— frascos de ensaio de volume adequado (por exemplo, sio adequados Erlenmeyers de 250 ml quando o volume
da solugdo de ensaio ¢ de 100 ml),

— aparelhagem destinada i cultura: estufa ou cimara em que pode ser mantido o intervalo de temperaturade 21 2
25 °C t 2 °C e fornecida uma iluminagdo uniforme continua de comprimento de onda de 400 a 700 nm
(recomenda-se um fluxo quintico de 0,72 x 102° fotdes/m?*.s + 20 %. Este fluxo quintico é equivalente a 120
uE/m?2.s ¢ pode ser obtido com limpadas universais fluorescentes brancas (temperatura da luz de cerca de
4 200 K), produzindo aproximadamente 8 000 Lux, medidos com um colector esférico,




N.° 42 — 20-2-1989 DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE 706-(89)

— aparclhagem para a determinagdo das concentragdes celulares, por exemplo um contador de particulas
electrénico, microscépio com uma camara de contagem, fluorimetro, espectrofotdémetro, colorimetro (nota:
Para que se possam obter medicdes uteis para baixas concentragdes celulares quando se utiliza um
espectrofotémetro, pode ser necessrio usar cuvettes com uma espessura de pelo menos 4 cm).

1.6.1.2. Meio de cultura para as algas

Recomenda-se o seguinte meio:

NH.Cl: 15 mg/l,
MgCl,.6H,0: 12 mg/l, .
CaCl;.2H,0: 18 mg/l,
Mg$0,.7H,0: 15 mg/l,
KH,PO,: 1,6 mg/1,
FeCl,.6H,0: 0,08 mg/l,
Na,;EDTA.2H,0: 0,1 mg/l,
H,BO;: 0,185 mg/l,
MnCl;.4H,0: 0,415 mg/l,
ZnCl;: 3 x 10° mg/l,
CoCl;.6H,0: 1,5 x 10 mg/l,
CuCl,.2H,0: 10 mg/l,
Na,;Mo00,.2H,0: 7 x 10 mg/l,
NaHCO;: 50 mg/l.

Quando o meio entra em equilfbrio com o ar, o seu pH ¢ aproximadamente 8.
A recomendagio anterior ndo obsta a utilizagdo de outros meios de cultura que respeitem, contudo, 0s seguintes
limites para os constituintes essenciais:

P: < 0,7 mg/l,
N: € 10 mg/l,
quelantes: < 10? mmol/l,
dureza (Ca + Mg): < 0,6 mmol/l.

O meio de cultura recomendado ¢ o meio indicado na referéncia (1) satisfazem esta exigéncia.

1.6.1.3. Organismos utilizados no ensaio
Selecgio das espécies
Sugere-se que se utilizem espécies de algas verdes de crescimento ripido, adequadas para o processo de cultura e
ensaio. Consideram-se adequadas as seguintes espécies:
~— Selenastrum capricornutum ATCC 22662,
— Scenedesmus subspicatus 86.81 SAG,
— Chlorella vuigaris CCAP 211/11 b.

Se se utilizarem outras espécies, deve ser referida a variedade.

1.6.1.4, Protocolo experimental
Concentragio celular inicial -
Recomenda-se que a concentragio celular inicial nas culturas de ensaio seja aproximadamente de 10* células/ml

relativamente A Selenastrum capricornutum e Scenedesmus subspicatus. Quando se utilizam outras espécies a
biomassa deve ser equivalente.

Concentragdes da substincia de ensaio

A gama de concentragbes em que é provavel que se produzam cfeitos, & determinada com base nos resultados
provenientes dos ensaios de determinagdo das ordens de grandeza de concentragdes.

Para tal ensaio, devem ser seleccionadas pelo menos cinco concentragdes segundo uma série geométrica. A mais
baixa concentragio ensaiada nio deve provocar qualquer efeito observivel no crescimento das algas. A mais
elevada concentragio ensaiada deve inibir pelo menos 50 % o crescimento em relagio A cultura de controlo e de
preferéncia, provocar a paragem completa do crescimento.

Repetigdes e controlos

O protocolo do ensaio deve incluir, de preferéncia, trés repetigdes de cada concentragio ensaiada e, no ideal o
dobro do numero de controlos. Se tal se justificar, o protocolo experimental pode ser alterado no sentido de
aumentar o numero de concentragdes ¢ reduzir o nimero de reperigdes por concentragio.

Quando se utiliza um veiculo para solubilizar a substincia de ensaio, devem ser incluidas no protocolo

experimental controlos suplementares contendo o vefculo nas mais elevadas concentragdes utilizadas nas culturas
de ensaio.
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1.6.2. Execugdo do ensaio

A presente secgio inclui indicagdes para o estudo de substincias facilmente soliveis, substincias dificiimente
soluveis e substincias voldteis.

1.6.2.1. Ensaio de substincias facilmente soliveis em dgua

Para preparar as culturas de ensaio contendo as concentragbes desejadas da substincia de ensaio ¢ a quantidade
desejada de inéculo de algas diluem-se as aliquotas da solugio-mie da substancia de ensaio ¢ a suspensio de algas
com o meio de algas filtrado.

Os frascos de cultura sio agitados e colocados no aparelho destinado 2 cultura. No decurso de ensaio é necessirio
manter as algas em suspensio e facilitar a transferéncia de CO,;. Com esse objectivo pode-se proceder ao
agitamento ou arejamento do meio. As culturas devem ser mantidas a uma temperatura entre 21 2 25 °C,
controlada 2 + 2 °C.

Determina-se a concentragio celular em cada frasco pelo menos 24, 48 ¢ 72 horas apés o inicio do ensaio.
Utiliza-se o meio de algas filtrado na determinagdo do branco’quando se utilizam contadores de particulas ou
quando se utilizam espectrofetémetros.

O pH é medido no inicio do ensaio ¢ apos 72 horas. O pH das solugdes nao deve variar, normalmente, de mais de
uma unidade durante o ensaio.

1.6.2.2. Ensaio de substincias com solubilidade limitada em dgua

Quando a solubilidade da substincia de ensaio é da ordem de grandeza da maior concentragio utilizada no ensaio
apenas sio necessarios ligeiros desvios relativamente ao procedimento acima descrito na preparagdo das solugoes
de ensaio. Uma solugao saturada pode servir como solugio-mie da substancia de ensaio. Um outro método pode
consistir em dissolver a substincia de ensaio na concentragio desejada no meio de algas, antes de adicionar a
suspensdo destas.

As solugdes-mic de substincia com baixa solubilidade em dgua podem ser preparadas awravés de dispersio
mecinica ou utilizando veiculos de baixa toxicidade para as algas, tais como solventes organicos, emuisionantes ou
dispersantes. Sempre que se utilizar um veiculo a sua concentragio nio deve ultrapassar 100 mg/1 ¢ no protocolo
de ensaio devem ser incluidos controlos adicionais nos quais se adiciona o veiculo na mais elevada concentragio
presente nas solugdes de ensaio.

1.6.2.3. Ensaio de substincias volirteis
Até ao presente, nido cxiste qualquer método genericamente aceite para ensaiar substincias voldteis. Quando se
sabe que uma substincia tem tendéncia para se vaporizar, podem utilizar-se frascos de ensaio fechados, com maior
espago vazio. Foram propostas variantes a0 presente método [ver referéncia (1)].
Deve-se procurar determinar a quantidade de substincia que permanece nas solugdes ¢ aconselha-se extrema
precaugio na interpretagio dos resultados dos ensaios com produtos quimicos voliteis quando se usam sistemas
fechados.

2. RESULTADOS E AVALIAGCAO

As concentragdes celulares medidas nas culturas do ensaio ¢ controlo sio apresentadas em quadros conjuntamente
com as concentragdes da substincia de ensaio e os tempos de medigio. O valor médio da concentragao celular para
cada uma das concentragoes da substincia de ensaio e para os controlos é representado graficamente em fungio do
tempo, obtendo-se deste modo curvas de crescimento.

Para determinar a relagio concentragio/efeito devem ser utilizados os dois métodos seguintes:

2.1, Comparagio das ireas abaixo das curvas de crescimento

A 4rea existente abaixo das curvas de crescimento pode ser calculada de acordo com a seguinte férmula:

N, -N N, + N - 2N N,_, + N, - 2N,
A= 1—2—9' Xy + ——,-—% X (=) + —— 2" 2 X (ty=taey)

em que:

>
[l

drea,

Z
()
I

niamero nominal de células/ml no instante 1,

N; = nimero de células/ml contadas no instante t,,

N, = nimero de células/ml contadas no instante t,,

t; = tempo da primeira medigio apds o inicio do ensaio,
t, = tempo de medicio n apés o inicio do ensaio.
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A percentagem de inibigio do crescimento celular para cada uma das concentragdes da substincia de ensaio (I,)
calcula-se como a diferenga entre a 4rea situada abaixo da curva de crescimento do ensaio de controlo (A_) e a 4rea
abaixo da curva de crescimento verificada para cada uma das concentragdes da substincia de ensaio (A,) segundo a
férmula:

100

[A=

Ac—Ar x
A

Os valores I, representam-se graficamente em papel semilogaritmico ou em papel semilogaritmico probit em
fungido das correspondentes concentragées. Se os pontos sio representados graficamente em papel probit traga-se
uma recta por estimativa, ou quando se pode considerar que existe uma distribuigio log-normal do valores pode-se
calcular a recta de regressio.

O valor CEs;, resulta da intersecgio da recta (de regressio) com a paralela ao eixo das abcissas no ponto
Io = 50%. Para designar o valor obtido por este método de cilculo sem ambiguidade, propde-se a utilizagio do
simbolo C,E 5o. Em relagio ao presente método de ensaio que determina medigdes as 24, 48 e 72 horas, o simbolo
passa a ser C Es, (0-72h).

A representagio grifica de I, em fungio do logaritmo das concentragdes pode igualmente permitir a obtengio de
outros valores de CE, tal como CyEqo-

2.2. Comparagio das taxas de crescimento

A taxa de crescimento especifica média (u) para culturas em crescimento exponencial pode ser calculada do

seguinte modo:
InN, - In N,
p= 2
=

Outro método para calcular a taxa de crescimento especifica média consiste em determinar o declive da recta de
regressio resultante da representagio grifica de In N em fungio do tempo.

A percentagem de redugio da taxa de crescimento média para cada uma das concentragdes da substancia de ensaio
comparada com o valor do controlo é representada graficamente em fungio do logaritmo da concentragio. As
respectivas CE ;o podem ser ligadas no gréfico que so obtém deste modo. Para designar sem ambiguidades a CE 5,
obtida por este mérodo, propde-se a utilizagio do simbolo C.E s0. Devem ser indicados os tempos de medigio, por
exemplo, se o valor disser respeito 2 tempos de abservagio de 24 a 48 horas, o simbolo serd C,E;,
(24—48h).

Nota: ataxa de crescimento é um valor logaritmico e pequenas alteragées na taxa de crescimento podem conduzir a
grandes alteragdes na biomassa. Os valores da CyE e CE nio sio, por conseguinte, numericamente
compardveis.

3. ELABORAGAO DO RELATORIO

O relatério do ensaio, deve incluir, se possivel, as seguintes informagées:
— substancias de ensaio: dados relativos 3 identificagio quimica.

— organismos utilizados no ensaio: origem, cultura de laboratério, nimero de variedade, método de

cultura.
— Condi¢des do ensaio:
— data do inicio e do termo do ensaio e respectiva duragio,
_ tcmperamra,
— composi¢io do meio,
— aparelho para a cultura,

~— pH das solugdes no inicio e no termo de ensaio (deve ser fornecida um explicagio, se se observarem desvios
de pH superiores a uma unidade,

~— veiculo ¢ método utilizados para solubilizar a substincia de ensaio e concentragio do veiculo nas solugdes
de ensaio,

— intensidade e natureza da luz,

— concentragoes ensaiadas (medidas ou nominais).

— Resultados:

— concentragio celular em cada um dos frascos para cada um dos pontos de medigio ¢ método de medigio da
concentragio celular utilizado,

— valores médios das concentragdes celulares,
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— curvas de crescimento,

— represenragdo grifica da relagio concentragio/ efeito,
— valores da CE & método de cilculo,

— CSEO,

— outros efeitos observados.
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Apéndice

EXEMPLO DE UM METODO PARA A CULTURA DE ALGAS

Observagdes gerais

O objectivo do processo de cultura baseado no seguinte método ¢ obter culturas de algas para ensaios de
toxicidade.

Devem ser utilizados métodos adequados que garantam que as culturas de algas nio sejam contaminadas por
bactérias (ISO 4833). Podem ser desejdveis culruras axénicas mas ¢ essencial dispor de culturas de uma tnica
alga.

Todas as operagdes devem ser efectuadas em condigdes estéreis a fim de evitar contaminagdes por bactérias ou
outras algas.

Equipamento ¢ materiais

Ver ponto 1.6.1: Preparagdes ¢ organismos de ensaio.

Métodos para a obtengdo de culturas de algas

Preparagdo de solugdes nutritivas (meios)

Todos os sais nutritivos do meio sio preparados na forma de solugdes concentradas de reserva, que sio
armazenadas em locais escuros e frescos. Estas solugdes sdo esterilizadas num autoclave ou por filtragdo.

Prepara-se o meio adicionando a correcta quantidade de solugdo-mae de dgua destilada esterilizada, tendo o
cuidado de evitar contaminagdes. Para um meio sélido, adiciona-se 0,8 % de agar.

Cultura de reserva

As culturas de reserva sio pequenas culturas de algas que sdo regularmente transferidas para um meio fresco a fim
de servir de material de ensaio inicial. Se as culturas ndo forem regularmente utilizadas, faz-se a sua cultura em
tubos de agar inclinados. Sio transferidas para um meio fresco pelo menos de dois em dois meses.

As culturas de reserva sdo cultivadas em frascos Erlenmeyer contendo o meio adequado (com um volume
aproximado de 100 ml). Quando as algas so incubadas a 20 °C com iluminagio continua, ¢ necessiria uma
transferéncia semanal.

Na transferéncia, uma determinada quantidade de cultura «antiga», passa-sc com pipetas esterilizadas para um
frasco com meio fresco, de modo a que a concentragdo inicial, para as espécies em crescimento rapido, seja cercade
100 vezes inferior 2 verificada na cultura antiga.

Ataxa de crescimento de uma espécie pode ser determinada a partir da curva de crescimento. Uma vez conhecida, ¢
possivel estimar a densidade em que a cultura deve ser transferida para o novo meio, o que deve ser feito antes da
cultura alcangar a fase de morte.
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Pré-cultura

Pretende-se que a pré-cultura fornega uma adequada quantidade de algas para a inoculagdo das culturas de ensaio.
A pré-cultura ¢ incubada nas condigdes do ensaio e utilizada quando ainda se encontra em fase exponencial de
crescimento, normalmente apés um perfodo de incubagio de cerca de trés dias. Quando as culturas de algas
apresentam células deformadas ou anormais, devem ser rejeitadas.

TOXICIDADE EM RELAGAO AS MINHOCAS

ENSAIO UTILIZANDO SOLO ARTIFICIAL

1. METODO

1.1. Inerodugio

Neste ensaio laboratorial, a substincia de ensaio ¢ adicionada a um solo ardificial no qual sdo colocadas minhocas
durante 14 dias. Ap6s este periodo (e, facultativamente, apds 7 dias) examina-se o efeito letal da substincia nas
minhocas. O ensaio fornece um método para a avaliagio, num prazo relativamente curto, do efeito dos produtos
qQuimicos nas minhocas, por absorgio via cutinea e alimentar.

1.2. Defini¢do e unidade

CLso: a concentragio de uma substincia que se considera responsavel pela morte de 50 % dos animais de ensaio
durante o periodo de ensaio.

1.3, Substincia de referéncia

E utilizada periodicamente uma substincia de referéncia com o objectivo de demonstrar que a sensibilidade do
sistema de ensaio ndo variou significativamente.

Recomenda-se como substincia de referéncia a cloroacetamida de pureza analitica.

1.4, Principio do método

O solo constitui um meio varidvel e, por essa razdo, ¢ utilizado neste ensaio um solo franco artificial
cuidadosamente definido. As minhocas adultas da especie Eisenia foetida (ver nota em anexo) sio mantidas num
solo artificial, tratado com diferentes concentragdes da substincia de ensaio. O conteudo dos recipientes ¢é
espalhado sobre um tabuleiro 14 dias (e facultativamente sete dias) apos o inicio do ensaio ¢ contam-se as minhocas
sobreviventes, para cada uma das concentragdes.

1.5. Critérios de qualidade

Pretende-se que o ensaio seja o mais reprodutivel possivel no que diz respeito ao substrato ¢ ao organismo a ensaiar.
A mortalidade nos controlos nio deve exceder 10 % no termo do ensaio, caso contrdrio este nio ¢ valido.

1.6. Descrigio do método de ensaio
1.6.1. Materias
1.6.1.1. Substrato para o ensaio

E utilizado como substrato de base para o ensaio um solo artificial de constituigio bem definida.

a) Substraro de base (as percentagens sio expressas em termos de peso seco):
— 10% de turfa de esfagno (tdo proximo quanto possivel do pH 5,5--6,0, sem residuos vegetais visiveis e
finamente moido),
— 20% de argila caulinitica, de preferéncia com mais de 50 % de caulinite,
— cerca de 69 % de areia industrial com quartzo (predominancia de areia fina com mais de 50 % de particulas
de granulometria 0,05—0,2 mm). Se a substancia nio for suficientemente dispersivel em agua é necessario
dispor de 10 g por recipiente de ensaio para misturar posteriormente com a substancia de ensaio,

— cerca de 1% de carbonato de cilcio (CaCO,) pulverizado e quimicamente puro para ajustar o pH a 6,0
t 0,5;
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b) Substrato para o ensaio
O substrato para o ensaio contem substrato de base, a substincia de ensaio e dgua desionizada. O teor em dgua
deve corresponder a cerca de 25—42% do peso seco do substrato de base. O teor em dgua do substrato
determina-se por secagem da amostra a 105 °C até se obter um peso constante. O critério-chave é que o solo
artificial seja humedecido até A sua saturagdo. Deve-se proceder a sua mistura cuidadosamente de modo a obter
uma distribuigio uniforme da substincia de ensaio ¢ do substrato. Deve ser referido o modo comn ¢
introduzida a substinda de ensaio no substrato;

¢) Substrato de controlo

O substrato de controlo contém o substrato de base e agua. Se se utilizar um aditivo, um substrato de controlo
suplementar devera conter idéntica quantidade do aditvo.

1.6.1.2. Recipientes de ensaio
Recipientes em vidro, com uma capacidade aproximada de um litro (adequadamente cobertos com tampas de

plastico, discos ou filme de plistico perfurados para efeitos de ventilagdo) cheios com uma dada quantidade de
substrato himido para ensaio ou substrato de controlo, equivalente a 500 g de substrato seco.

1.6.2. Condi¢ées do ensaio

Os recipientes devem ser mantidos em cimaras climatizadas a uma temperatura de 20 + 2 °C com luz continua. A
intensidade da luz deve situar-se entre 400 ¢ 800 luz.

A duragio do ensaio é de 14 dias, mas pode-se optar por avaliar a mortalidade apos terem decorrido 7 dias desde o
inicio do ensaio.

1.6.3. Método de ensaio

Concentragdes de ensaio

As concentragdes da substincia de ensaio sdo expressas em peso de substincia por unidade de peso seco do
substrato de base (mg/kg).

Ensaio de determinagio de concentragdes

O intervalo de concentragdes susceptivel de provocar mortalidades de zero a 100 % pode ser determinado num
ensaio de determinagdo de concentragdes, com o objectivo de fornecer informagdes relativas ao intervalo de
concentragoes a utilizar no ensaio definitivo.

A substincia deve ser ensaiada nas seguintes concentragdes: 1 000; 100; 10; 1; 0,1 mg substincia/kg de substrato
de ensaio (peso seco).

Se se efectuar um ensaio definitivo completo, um meio de ensaio por cada concentragio e um meio para o controlo
nio tratado, cada um dos quais com dez minhocas, pode ser suficiente para o ensaio de determinagio de
concentragoes.

Ensaio definitivo

Os resultados do ensaio de determinagdo de concentragdes sdo utilizados para escolher pelo menos cinco
concentragdes segundo uma série geométrica que provoquem uma mortalidade de 0.2 100 %, diferindo entre side
um factor constante nio supenior a 1,8.

Um ensaio que utilize estas séries de concentragio deve permitir avaliar com a maior precisdo possivel o valor de
CL;, ¢ os respectivos limites de confianga.

No ensaio definitivo utilizam-se pelo menos quatro meios de ensaio por concentragio ¢ quatro meios de controlo
sem tratamento, cada um deles com dez minhocas. Os resultados das repetigdes destes meios sio expressos em
termos de média e desvio padrio.

Quando duas concentragdes consecutivas, com uma razio de 1,8 entre si, dio apenas mortalidades de 0% ¢
100 %, esses dois valores sio suficientes para determinar o intervalo em que se situa a CLyo.

Mistura do substrato de base para o ensaio ¢ da substidncia de ensaio

Sempre que possivel, o substrato para o ensaio deve ser preparado sem quaisquer aditivos além de dgua. Prepara-se
uma emulsio ou dispersio da substincia de ensaio em 4gua desionizada ou outro solvente ¢, imediatamente antes
do inicio do ensaio, mistura-se com o substrato de base para o ensaio, ou pulveriza-se uniformemente sobre ele,
com um dispositivo de pulverizagio para cromatografia em camada fina ou outro semelhante.

Se a substincia de ensaio for insoldvel em 4gua, pode ser dissolvida num determinado volume, o mais pequeno
possivel, de um solvente orginico adequado (por exemplo: hexano, acetona ou cloroférmio).

Para solubilizar, dispersar ou emulsionar a substincia de ensaio apenas se podem utilizar agentes que se volaalizem
facilmente. O substrato para o ensaio deve ser arejado antes de ser utilizado. A quantidade de 4gua evaporada deve
ser substituida. O controlo deve conter 0 mesma quantidade de qualquer aditivo.

Se a substincia de ensaio nio for soltvel, dispersivel ou emulsionavel, em solventes orginicos, misturam-se 490 g
de substrato de ensaio seco com 10 g de uma mistura de areia fina com quartzo e uma quantidade de substancia de
ensaio correspondente 3 dose necessaria para tratar 500 g de solo artificial seco.
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Para cada meio de ensaio, sio colocados, em cada recipiente de vidro, uma dada quantidade de substrato humido
para o ensaio, equivalente a 500 g de peso seco e, sobre a superficie do substrato para o ensaio, 10 minhocas. Estas
minhocas foram acondicionadas durante 24 horas num substrato de base hiimido semelhante a0 de ensaio, apos o
que foram rapidamente lavadas e a 4gua em excesso absorvida com um papel de filtro antes da unlizagio.

Os recipientes sio cobertos com tampas de plastico, discos ou filmes de plastico perfurados para evitar que o
substrato seque ¢ sio mantidos nas condigbes de ensaio durante 14 dias.

A avaliagio deve ser efectuada 14 dias (e facultativamente sete dias) apés o inicio do ensaio. O substrato é
espalhado sobre uma placa de vidro ou ago inoxiddvel. Examinam-se entio as minhocas e determina-se o nimero
de sobreviventes. Considera-se que as minhocas estio mortas se nio reagirem a um ligeiro estimulo mecinico
aplicado na extremidade frontal.

Quando o exame ¢ efectuado no 79 dia, o recipiente enche-se novamente com substrato e as minhocas
sobreviventes sio de novo colocadas na mesma superficie do substrato de ensaio.

1.6.4. Organismos a uttlizar no ensaio

Os organismos a utilizar no ensaio devem ser adultos da espécie Eisenia foetida (ver nota em anexo) (pelo menos
com 2 meses de vida e com clitelo), com peso himido de 300 a 600 mg (ver método de reproducio em

anexo).
2. DADOS
2.1. Processamento ¢ avaliagio de resultados

As concentragdes da substincia de ensaio apresentam-se em fungio das percentagens correspondentes de minhocas
mortas.

Quando os dados sd3o adequados, o valor CL;, € os limites de confianga (p = 0,05) devem ser determinados
utilizando métodos padrio (Litchfield e Wilcoxon, 1949, ou método equivalence). O valor CL o deve ser expresso
em mg de substincia de ensaio por kg de substrato de ensaio (peso seco).

Nos casos em que o declive da curva de concentragdes é demasiado abrupto para permitir o cilculo da CLg, ¢
suficiente uma estimativa grifica deste valor.

Quando duas concentragbes consecutivas com uma razio de 1,8 entre si provocam 0% e 100 % de mortalidade,
estes dois valores sio suficientes para indicar o intervalo entre o qual se situa a CLj,.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do ensaio

O relatério do ensaio deve incluir, se possivel, as seguintes informagaes:
— referir se o ensaio foi efectuado de acordo com os critérios de qualidade acima mencionados,
~— tipo de ensaio (ensaio de determinagio de concentragdes e/ou ensaio definitivo),

— descrigio exacta das condigdes de ensaio ou referir se o ensaio foi efectuado de acordo com o método; devem ser
referidos todos os desvios em relagao ao método indicado,

— descrigio exacta do modo como a substincia de ensaio foi misturada com o substrato de base para o
ensaio,

— informagoes relativas aos organismos utilizados no ensaio (espécie, idade, peso médio e intervalo de variagio
do peso, condigbes de reprodugio e manutengio, fornecedor),

— método utilizado na determinagio da CL,,

— resultados dos ensaios, incluindo todos os dados utilizados,

— descrigio dos sintomas ou alteragdes do comportamento observados nos organismos utilizados no ensaio,
— mortalidade nos controlos,

— CL o ou a mais elevada concentragio ensaiada que nio provocou mortalidade ¢ 2 concentragio ensaiada mais
baixa que provocou uma mortalidade de 100 %, catorze dias (e facultativamente sete dias) apds o inicio do
ensaio,

— representagio grafica da curva concentragio-resposta,

— resultados obtidos com a substincia de referéncia quer em relagio ao presente ensaio quer provenientes de
anteriores ensaios de controlo de qualidade.
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Apéndice

Reprodugio ¢ manutengdo das minhocas antes do ensaio

Para reproduzir os animais, colocar 30 a 50 minhocas adultas numa caixa de reprodugido com substrato fresco e
remové-las 20 fim de 14 dias. Estes animais podem ser utilizados para futuros lotes de reprodugdo. As posturas sio
utilizadas no ensaio quando atingirem a maturidade (nos termos das condi¢des determinadas, ao fimde 22 3
meses).

Condigdes de reprodugio ¢ manutengio

Cimara climatizada: temperatura 20 2 °C, de preferéncia dispondo de luz continua (de intensidade 400 a
800 lux).

Caixas de reprodugdo: recipientes adequados de pequena profundidade, com um volume de 10 a 20 L

Substrato: Eisenia foetida pode ser criada em virios excrementos animais. Recomenda-se como meio
de reprodugio a utilizagio de uma mistura de 50 % de turfa e 50 % de estrume de cavalo
ou vaca. O meio deve ter um pH de aproximadamente 6 a 7 (ajustado com carbonato de
cilcio) e baixa condutividade iénica (inferior a 6 mmhos ou 0,5 % de concentragio de
sais).

O substrato deve ser humido, mas nio demasiado molhado.

Além do método acima referido, podem ser utilizados com é&xito outros processos.
Nota: Eisenia foetida existe sob a forma de duas subespécies que alguns taxonomistas separaram em espécies
(Bouche, 1972). Sio morfologicamente semelhantes mas uma delas, a Eisenia foetida foetida, apresenta como
caracteristica listas ou bandas transversais sobre 0s segmentos ¢ a outra, a Eisenia foetida andrei, nio possui tal

caracteristica, apresentando uma coloragio avermethada matizada. Sempre que possivel, deve-se utilizar a Eisenia
foetida andrei. Podem ser utilizadas outras espécies desde que se disponha da necessaria metodologia.

BIODEGRADAGAO

ENSAIO DE ZAHN E WELLENS

1. METODO

1.1. Introdugio

O objectivo do presente método ¢ a avaliagio da biodegradagio final potencial de substancias organicas, nio
volareis, soliiveis em dgua quando sio expostas a concentragdes relativamente elevadas de microrganismos num
ensaio estatico.

Pode-se verificar adsorgio fisico-quimica sobre os sélidos em suspensdo, o que deve ser tomado em consideragio
na interpretagdo dos resultados (ver 3.2).

As substincias a estudar sio utilizadas em concentragdes que correspondem a valores de COD que vio de 50 a 400
mg/litro ou a valores de CQO situados entre 100 ¢ 1 000 mg/ 1(COD = carbono orginico dissolvido; CQO =
caréncia quimica de oxigénio). Estas concentragdes relativamente clevadas asseguram uma boa confianga
analitica. Os compostos dorados de propriedades téxicas podem atrasar ou inibir o processo de degradagio.




N.° 42 — 20-2-1989 DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE 706-(97)

No presente mérodo, utiliza-se a medigio da concentragio do carbono organico dissolvido ou a caréncia quimica
de oxigénio para avaliar a biodegradagio final da substincia de ensaio.

A utilizagdo simultinea de um método analitico especifico pode permitir a avaliagio da biodegradagio primariada
substincia (desaparecimento da estrutura quimica inicial).

O mérodo apenas se aplica as substincias organicas que, na concentragio utilizada no ensaio:
— sdo soluveis em 4gua nas condigdes do ensaio,

— tém uma pressio de vapor negligenciavel nas condigdes do ensaio,

— nao exercem efeitos inibidores sobre as bactérias,

— ndo sofrem uma adsorgao importante pelo equipamento de ensaio,

— nio desaparecem da solugdo de ensaio devido a formagio de espuma.

Na interpretagio dos resultados obtidos, especialmente nos casos em que estes resuitados sio baixos ou marginais,
¢ util conhecer as proporgdes relativas dos principais elementos constituintes da substancia de ensaio.

Na interpretagio de resultados pouco elevados e na selecgio das concentragdes de ensaio adequadas, € desejavel
dispor de informagoes relativas 2 toxicidade da substincia em relagio aos microrganismos.

1.2, Definigoes ¢ unidades

A taxa de degradagio alcangada no final do ensaio constitui a ‘Biodegradagio no ensaio de Zahn ¢ Wellens':

(Cr - Cp)
D1 (%) = |1 = —— 100
T [ (Ca - Cpa) )

em que:

Dt = biodegradagio (%) no instante T,

Cp = Valores do COD (ou da CQO) da mistura de ensaio medidos trés horas apéds o inicio do ensaio (mg/1)
(COD = carbono organico dissolvido, CQO = caréncia quimica do oxigénio),

(9]
-
i

= valores do COD ou da CQO na mistura do ensaio no momento da colheita da amostra (mg/1),

(@]
w
H

valor do COD ou da CQO do ensaio em branco no momento da colheita da amostra,
Cga = valor do COD ou da CQO do ensaio em branco, medido trés horas apés o inicio do ensaio (mg/1).

A taxa de degradagio obtida ¢ arredondada até ao valor inteiro da percentagem mais préxima,

A percentagem de degradagio ¢ definida como sendo a percentagem de remogio de COD (ou da CQO
substancia de ensaio.

A diferenca entre o valor medido apds 3 horas ¢ o valor inicial calculado ou de preferéncia, medido, pode fornecer
informagdes uteis relativas a eliminagdo da substincia (ver 3.2, Interpretagio dos resultados).

1.3. Substincias de referéncia

No estudo de novas substancias, podem por vezes ser iiteis substincias de referéncia; contudo, ainda nio podem
ser recomendadas substincias de referéncia especificas.

1.4. Principio do método de ensaio

Colocam-se num recipiente de vidro de 1 a 4 litros de capacidade, munido de um agitador ¢ de um arejador, uma
solugio aquosa de lamas activadas, substincias nutritivas minerais ¢ a substincia de ensaio que constiruem a tinica
fonte de carbono. A mistura ¢ agitada e arejada a uma temperatura de 20 a 25°C, sob uma iluminagio difusa ou
numa cimara escura durante um periodo que pode ir até vinte ¢ oito dias. Acompanha-se o processo de degradagio
determinando o valor do COD (ou da CQO) na solugio filtrada, diariamente ou segundo uma outra periodicidade
adequada. Apds cada periodo, 0 COD (ou a CQO) eliminado é referido ao valor verificado trés horas apés o inicio
do ensaio e expresso em percentagem de biodegradagio; isto constitui a medida da taxa de degradagdo nesse
momento. O resultado ¢é representado graficamente em fungio do tempo, o que permite obter 2 curva de
biodegradagao.

Se se utiliza um mérodo analitico especifico, podem-se medir as variagdes da concentragio da molécula original
atribuiveis a biodegradagio (biodegradagio primaria).
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1.5. Critérios de qualidade
A reprodutibilidade do presente método foi provada num ensaio de intercalibragio.

A sensibilidade do mérodo ¢ largamente determinada pela vanabilidade do ensaio em branco e, em menor
extensdo, pela precisio da determinagio do carbono organico dissolvido e da concentragio da substancia de ensaio

no meio.
1.6. Descrigio do método de ensaio
1.6.1. Preparagoes
1.6.1.1. Reagentes

Agua utilizada no ensaio: dgua de beber contendo menos de 5 mg/1 de carbono orginico. A concentragio total de
ides, cilcio e magnésio nio deve ultrapassar 2,7 mmoles/|; se nao for o caso, corrigir a diluigio com a necessaria
quantidade de 4gua desionizada ou destilada.

Acido sulfirico de pureza analitica (P.A.): 50 g/l.
Solugdo de hidréxido de sédio P.A.: 40 g/l
Solugdo nutritiva mineral: dissolver num litro de dgua desionizada:

cloreto de aménio, NH.CI, P.A.: 38,50 g,
dihidrogenofosfato de sodio, NaH,PO,.2H,0, P.A.: 33,40 g,
dihidrogenofosfato de potassio KH,PO,, P.A.: 8,50 g,
monohidrogenofosfato de dipotassio K,HPO,, P.A.: 21,75 g.

A mistura serve simultaneamente de meio nutritivo e solugio tampio.

1.6.1.2. Equipamento
Recipientes de vidro com uma capacidade de 1 a 4 litros (por exemplo, recipientes cilindricos).

Dispositivos de agitagio com um agitador em vidro ou em metal fixado a uma haste adequada (o agitador deve
descrever um movimento rotativo a cerca de 5 a*10 cm do fundo do recipiente). Pode-se utilizar igualmente um
agitador magnético com 7 a 10 cm de comprimento.

Tubo de arejamento em vidro com 2 a 4 mm do didmetro interno. A abertura do tubo deve situar-se cercade 1 cm
acima do fundo do recipiente.

Centrifuga (cerca de 3 550 g).

Potenciometro.

Aparelho para a medig3o do oxigénio dissolvido.

Papéis de filtro.

Aparelho de filtragio por membrana.

Membranas filtrantes de porosidade 0,45 pm. As membranas filtrantes sio adequadas se nao libertarem carbono ¢
nio absorverem a substincia na fase da filtragio.

Material de analise para a dosagem do carbono organico e a determinagio da caréncia quimica de oxigénio.

1.6.1.3. Preparagio do indculo

Lavar as lamas activadas provenientes de uma estagio de tratamento bioldgica por sucessivas centrifugagoes ou
decantagdes com agua do ensaio (ver acima).

As lamas activadas devem possuir as caracteristicas adequadas. Esta lama pode ser obtida numa estagio de
tratamento de iguas residuais em boas condigdes de funcionamento. Para dispor do maior nimero possivel de
diferentes espécies ou de estirpes de bactérias, pode ser preferivel misturar os inoculos provenientes de diferentes
fontes (por exemplo, de diferentes estagdes de tratamento, extractos de solo, agua de rios, etc.). A mistura deve ser
tratada tal como é acima indicado.

Para o controlo da actividade das lamas activadas, ver abaixo «Controlo funcionals.

1.6.1.4. Preparagido das solugdes de ensaio

Num recipiente de ensaio, adicionar 500 ml de agua de ensaio, 2,5 ml/l de solugao mineral nutritiva ¢ uma
quantidade de lamas activadas correspondente a 0,2 a 1,0 g/! de matéria seca na mistura final. Adicionar uma
quantidade suficiente de solugio de reserva da substincia de ensaio de modo a obter, na mistura final, uma
concentragio de COD de 50 a 400 mg/1. Os valores correspondentes de CQO sio 100 a 1 000 mg/l. Adicionar
igua até um volume total de 1 a 4 litros. O volume total escolhido depende do niimero de amostras a colher paraa
determinagio do COD ou da CQO e do volume necessario para a analise.

Normalmente consideram-se dois litros como o volume satisfatorio. Para cada série de ensaios, preparar pelo
menos um recipiente controlo (branco) contendo apenas as lamas activadas e a solugio mineral nutritiva, diluidas
com agua de ensaio, até se dispor de um volume total idénrico ao dos recipientes de ensaio.
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1.6.2. Execugdo do ensaio

Agitam-se os recipientes de ensaio com agitadores magnéticos ou agitadores a hélice, sob iluminagio difusa ou
numa cimara escura, a uma temperatura de 20 a 25 °C. O arejamento processa-se por injecgdo de ar comprimido
purificado por um filtro de algodio em rama e, se necessario, por um frasco de lavagem. Deve-se garantir que a
lama nao se deposite e que a concentragio de oxigénio nio desga abaixo de 2 mg/l.

O valor de pH deve ser verificado a intervalos regulares (por exemplo, diariamente) e ajustado a pH 7 a 8, se
necessario.

As perdas devidas a evaporagio sio compensadas, imediatamente antes de cada colheita de amostras, com igua
desionizada ou destilada nas quantidades adequadas. Um bom método consiste em marcar o nivel do liquido no
recipiente antes de dar inicio ao ensaio. Apds cada colheita, marcam-se de novo os recipientes (sem arejamento nem
agitagdo). As primeiras amostras sio sempre colhidas trés horas apos o inicio do ensaio, de modo a permitir
detectar uma adsorgido da substincia de ensaio pelas lamas activadas.

A degradagio da substincia de ensaio segue-se a dosagem do COD ou da CQO, diariamente, ou a outro intervalo
regular. Filtrar as amostras provenientes do recipiente de ensaio ¢ do recipiente de controlo (branco) através de um
papel de filtro cuidadosamente lavado. Rejeitar os primeiros § ml do filtrado da solugio de ensaio. As lamas
dificilmente filtraveis podem ser previamente eliminadas por uma centrifuga¢io de 10 minutos. As determinagoes
do COD e da CQO efectuam-se pelo menos em duplicado. A duragio dos ensaios prolonga-se até 28 dias.

Observagdo: As amostras que permanecem turvas sao filtradas através de filtros de membrana. Estes nio devem
libertar nem adsorver matérias organicas.

Controlo funcional de lamas activadas

Por cada série de ensaios é necessario prever um recipiente que contenha uma substancia conhecida de forma a
poder verificar a capacidade funcional de lamas activadas. O dietilenoglicol revelou-se util para este efeito.
Adapragio

Se as analises sio efectuadas a intervalos relativamente curtos (por exemplo diariamente), a curva de degradagio
pode fazer salientar claramente um fenomeno de adaptagio (ver figura 2). O ensaio nio deverd, portanto, ser
iniciado imediatamente antes de um fim-de-semana.

Se a adaptagdo tem lugar nos ultimos dias do ensaio, este deve ser prolongado até a degradagio completa.
Observacdo: Se for necessario um melhor conhecimento do comportamento da lama, as mesmas lamas activadas
sdo expostas de novo a2 mesma substincia de ensaio de acordo com o seguinte processo:

Parar o agitador ¢ o arejador e deixar precipitar as lamas activadas. Retirar o sobrenadante, encher com agua de
ensaio até perfazer dois litros, agitar durante 15 minutos e deixar de novo precipitar. Retirar de novo o
sobrenadante e utilizar as restantes lamas para repetir o ensaio com a mesma substancia, em conformidade com os
pontos 1.6.1.4¢1.6.2 anteriores. As lamas activadas podem igualmente ser separadas por centrifugagio em vez de
precipitagio.

As lamas adaptadas podem ser misturadas com as lamas frescas para atingir 0.2 a 1 g de matéria seca/litro.

Anilises

De um modo geral as amostras sdo filtradas através de um papel de filtro cuidadosamente lavado com dgua
desionizada.

As amostras que permanecem turvas sio filtradas através de filtros de membrana (0,45 pm).

Detcltm'mar a concentragio de COD em duplicado nos filtrados das amostras (rejeitar os primeiros $ ml) com o
auxilio de um aparelho de medigio do TOC. Se a andlise do filtrado nio puder ser efectuada no proprio dia,
conserva-la no frigorifico até ao dia seguinte. Nio ¢ aconselhavel conservd-la mais tempo.

Determinar a concentragio da CQO nos filtrados das amostras com o auxilio do dispositivo de anilise da CQoO,
em conformidade com o procedimento descrito no ponto 2 seguinte.

2. RESULTADOS E AVALIACAO

Proceder a, pelo menos, duas determinagdes da concentragio do COD e da CQO nas amostras, em conformidade
com as indicagdes acima fornecidas em 1.6.2. Calcular a percentagem de degradagio no instante T de acordo com
a férmula (com as suas defini¢des) dada no ponto 1.2 anteriormente indicado.

Arredondar a raxa de degradagio até 2 unidade de percentagem mais proxima. A taxa de degradagio atingida no
final do ensaio constitui a «Biodegradagio no ensaio de Zahn-Wellenss».

Observagdo: Se se realiza a degradagio completa antes do final da duragio do ensaio ¢ se este resultado for
confirmado por uma segunda anilise efectuada no dia seguinte, pode-se dar o ensaio por concluido.
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3. RELATORIO

3.1. Relatério do ensaio

O relatério do ensaio, deve incluir, se possivel, as seguintes informagoes:
— a concentragio inicial da substincia,

— quaisquer outras indicagdes e os resultados experimentais relativos a substincia ensaiada, a substincia de
referéncia eventualmente usada e ao ensaio de controlo (branco),

— a concentragio apds trés horas,
— a curva de biodegradagio com a respectiva descrigio,
— a data ¢ o local de colheita dos organismos de ensaio, fase de adaptagio, concentragio utilizada, etc,

— as razdes cientificas de eventuais alteragdes ao método de ensaio.

3.2, Interpretagio dos resultados

A eliminagdo do COD (ou da CQO) que se produz gradualmente durante um determinado nimero de dias ou de
semanas indica que a substincia ensaiada se degrada biologicamente.

Contudo, uma adsorgdo fisico-quimica pode desempenhar um papel em determinados casos, o que ¢ indicado
quando se verifica uma remogio total ou parcial da substincia desde o inicio, durante as primeiras trés horas, ¢ a
diferenga entre os licores sobrenadantes de ensaio ¢ de controlo permanecem a um nivel inesperadamente
baixo.

S30 necessirios ensaios suplementares se se pretender estabelecer a distingdo entre biodegradagio (ou
biodegradagido parcial) e adsorgio.

Existem diversos métodos para estabelecer tal distingdo, sendo o melhor a utilizagio do sobrenadante como
in6culo num ensaio preliminar (de preferéncia um ensaio respiromeétrico).

As substincias de ensaio que conduzem a uma elevada remogio neste ensaio, nio associada i adsorgdo do COD
(ou do CQO), devem ser consideradas como potencialmente biodegradaveis. Uma eliminagio parcial, nio
associada 2 adsorgdo, indica que o produto quimico ¢, pelo menos, biodegradivel em determinada extensio. Uma
eliminagdo baixa ou nuia de COD (ou de CQO) pode ser atribuida a inibi¢io dos microrganismos pela substincia
ensaiada, o que pode ser também revelado pela lise e perda de lamas, dando origem a sobrenadantes turvos. O
ensaio deve ser repetido utilizando uma menor concentragio da substincia de ensaio.

A utilizagio de um mérodo analitico especifico em relagio a um composto ou de uma substincia de ensaio marcada
com '*C pode¢ permitir uma maior sensibilidade. No caso dos compostos marcados com '¢C, a recuperagio do
14CO,; confirmari que se verificou biodegradagio.

Quando os resultados se exprimem em termos de biodegradagdo primdria, deve ser dada, se possivel, uma
explicagio relativa 2 modificagio de estrutura quimica que conduz a uma diminuigdo da resposta da substincia

original.

A validade do método analitico deve ser acompanhada da indicagio da resposta encontrada no ensaio de controlo
(branco).

4. REFERENCIAS

(1) OCDE, Paris, 1981, Test Guideline 302 B, Decisdo C(81) 30 final do Conselho.

(2) Annex V C.9 Degradation: Chemical Oxygen Demand, Directiva 84/449/CEE da Comissdo, Jornal Oficial
das Comunidades Europeias n® L 251 de 19.9. 1984,

Apéndice

EXEMPLO DE UMA AVALIAGAO

Composto orginico: icido 4-etoxibenzéico
Concentragio tedrica no ensaio: 600 mg/1

COD tedrico: 390 mg/1
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Inéculo: estagio de tratamento de dguas residuais de . . .
Concentragio: 1 grama matéria seca/litro
Estado de adaptagio: ndo adaptado
Anilise: determinagio do COD
Volume da amostra: 3Imil

o Substincia de controlo: dietilenoglicol
Toxicidade do composto: sem efeitos toxicos para valores inferiores a 1 000 mg/]
Ensaio realizado: ensaio em tubos de fermentagio
Substincia de controlo Substancia de ensaio
Instante
. Branco \ COD N ) COoD 5
do ensaio COD (") COD/(I ) liquido Degr:/:la;ao COD/(l ) liquido Degr::agao
mg/l mg mg/] me mg/!}

1] — — 300,0 — - 390,0 —

3 horas 4,0 298,0 294,0 2 3716 367,6 6

1 dia 6,1 288,3 2822 6 3733 367,2 6

2 dias 5,0 281,2 276,2 8 360,0 355,0 9

5 dias 6,3 270,5 264,2 12 193,8 187,5 52

6 dias 7,4 253,3 2459 18 143,9 136,5 65

7 dias 11,3 212, 201,2 33 104,5 93,2 76

8 dias 7,8 142,5 134,7 %) 58,9 51,1 87

9 dias 7,0 35,0 28,0 91 18,1 11,1 97
10 dias 18,0 37,0 19,0 94 20,0 2,0 99
(') Valores médios de trés determinagdes.

Figura 1
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Figura 2
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BIODEGRADACAO

ENSAIOS DE SIMULAGAO DE LAMAS ACTIVADAS

1. METODO
1.1. Introdugio
1.1.1. Observagoes gerais

Este método aplica-se apenas as substincias organicas que nas concentragdes utilizadas no teste:

— sdo suficientemente soliveis em dgua para permitir a preparagdo das solugdes de ensaio,

— tém uma pressio de vapor negligencidvel nas condigdes do ensaio,

— ndo provocam um efeito inibidor sobre as bactérias.

Na interpretagio dos resultados obtidos, especialmente nos casos em que os resultados s3o pouco elevados ou

marginais, serio lteis as informagdes respeitantes as proporgdes relativas dos principais componentes da
substincia de ensaio.

Para a interpretagio dos resultados pouco elevados ¢ na selecgio das adequadas concentragoes de ensaio, sio
desejaveis informagdes relativas a toxicidade da substincia para os microrganismos.

1.1.2. Determinagdo da biodegradagao final (andlises COD/CQOQO)

O objectivo do presente método ¢ determinar a biodegradagio final medindo a remogio da substancia e quaisquer
metabolitos num modelo de uma estagio de lamas activadas a uma concenrtragio correspondente 2 mais de 12 mg
COD/1 (ou aproximadamente 40 mg de CQO/1). Parece ser 20 mg COD/l o valor éptimo. (COD = carbono
organico dissolvido; CQO = caréncia quimica de oxigénio).

Deve ser determinado o teor em carbono orginico (ou a caréncia quimica de oxigénio) de uma substancia a
ensaiar.
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1.1.3. Determinacdo da biodegradagdo primdria (analise especifica)

O objectivo do método é determinar o biodegradagio primaria de uma substincia num modelo de uma estagio de
lamas activadas, a uma concentragio de cerca de 20 mg/1, udlizando um método analitico especifico (podem
ucilizar-se concentragdes maiores ou menores s¢ o método analitico e as caracteristicas de toxicidade o
permitirem), o que torna possivel a avaliagio da biodegradag¢io primaria de uma substincia (desaparecimento da
estrutura quimica inicial).

O objectivo do presente método ndo é a determinagio da mineralizagio da substincia de ensaio.

Deve ser possivel dispor de um método analitico adequado para a determinagdo da substincia de ensaio.

1.2. Definigdes e unidades
1.2.1. Andlise COD/CQO
A taxa de remogio de uma substincia é dada pela férmula:
T-(E-E
TR = % x 100% 1 (a)]

em que:

TR = taxa de remogio em percentagem de COD (ou de CQO) a0 longo de um dado tempo de retengio médio da
substincia de ensaio,

T = concentragio da substincia de ensaio no afluente, em mg de COD/1 (ou mg de CQO/1),

E concentragio de COD (ou CQO) no efluente da unidade de ensaio, em mg de COD/1 (ou em mg de
CQOV/l),

Eg = concentragio de COD (ou CQO) no efluente da unidade em branco, em mg COD/I (ou CQO/I).

A degradagio ¢ expressa em termos de percentagem de remogio de COD (ou de CQO) no decurso de um dado
tempo de retengdo da substancia de ensaio.

1.2.2. Anadlise especifica

A percentagem de eliminagio da substincia de ensaio da fase aquosa (Ry) durante um dado tempo de retengio
médio ¢é dada pela férmula:

-C
Ry = S -% | 100% {1 (b))
1
em que:
C, = concentragio da substincia no afluente da unidade de ensaio (mg de substincia/l, determinada por anilise
especifica),
Co = concentragio da substincia no efluente da unidade de ensaio (mg de substancia/l, determinada por anilise
especifica).
1.3. Substincias de referéncia

Quando se¢ estuda uma nova substincia, podem, por vezes, revelar-se \teis substincias de referéncia; contudo,
ainda n3o podem ser recomendadas substincias de referéncia especiais.

1.4. Principios dos métodos de ensaio

Para a determinagio da biodegradagio final utilizam-se em paralelo duas unidades-piloto de lamas activadas
{ensaio de confirmagio OCDE ou unidades de vasos porosos). A substincia de ensaio ¢ adicionada ao afluente
(aguas residuais sintéricas ou domésticas) de uma das unidades, enquanto a outra recebe apenas as dguas residuais.
Para a determinagio da biodegradagao primdria, com uma analise especifica do afluente e do efluente, apenas se
utiliza uma unidade.

As concentragdes de COD (ou de CQO) sio medidas nos efluentes, ou recorre-se a anilises especificas para
determinagio das concentragoes da substancia.
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O COD atribuivel 2 substincia de ensaio nio ¢ determinado, mas simplesmente referido.

Quando se¢ efectuam medigoes do COD (ou de CQO), considera-se que a diferenga entre as concentrages médias
do efluente do ensaio ¢ do efluente do controlo é devida i substincia de ensaio nio degradada.

Quando se efecruam analises especificas, podem ser medidas variages de concentragio da molécula mie
(biodegradagio primana).

As unidades podem funcionar segundo o «método das unidades interligadas», através de um processo de
transinoculagio.

1.5. Critérios de qualidade

A concentragio inicial da substincia depende do tipo de anilise efecruada e respectivas limitagdes.

L.6. Descrigio do método de ensaio
1.6.1. Preparacao
1.6.1.1. Equipamento

E necessario um par de unidades do mesmo tipo, excepto quando sio efectuadas anilises especificas. Podem ser
utilizados dois tipos de equipamento:

Ensaio de confirmagio da OCDE

O equipamento (Apéndice 1) consiste num recipiente de armazenagem (A) para as dguas residuais sintéticas, uma
bomba de doseamento (B), um recipiente de arejamento (C), um decantador (D), uma bomba de ar comprimido (E)
para reciclar as lamas activadas ¢ um recipiente (F) para a recolha do efluente tratado.

Os recipientes (A) e (F) devem ser de vidro ou de uma matéria plastica adequada e com uma capacidade de pelo
menos 24 litros. A bomba (B) deve fornecer ao recipiente de arejamento um fluxo constante de aguas residuais
sintéticas; pode ser utilizado qualquer sistema adequado, desde que se assegure o fluxo de entrada ¢ a
concentragao.

Durante o funcionamento normal, a altura do decantador (D) ¢ fixada de modo a que o volume contido no
recipiente de arejamento seja de 3 litros de licor misto. E suspenso no recipiente (C), por cima do cone, um arejador
poroso (G). A quantidade de ar insuflada através do arejador deve ser registada por meio de um medidor de
fluxo.

A bomba de ar comprimido (E) é fixada de modo a que as lamas activadas provenientes do decantador sejam
continua e regularmente recicladas para o recipiente de arejamento (C).

«Vaso poroso»

O vaso poroso ¢ constituido por folhas de polietileno poroso (2 mm de espesura, didmetro maximo dos poros
95 um), enroladas de forma a constituir um cilindro de 14 cm de didmetro, com uma base conica de 45° (Figuras 1
¢ 2 do Apéndice 2). O vaso poroso ¢ colocado dentro de um recipiente estanque em matéria plistica adequada com
15 cm de didmetro ¢ com um orificio na parte cilindrica a 17,2 cm da base do cilindro que determina a capacidade
(3 1) do vaso. A volta do topo do vaso interior existe um anel de suporte rigido, em matéria plastica adequada de
modo a que exista um espago para o efluente de 0,5 cm entre os recipientes interior ¢ exterior.

Os vasos porosos podem ser colocados na base de um banho de 4gua controlado termostaticamente. Na base do
vaso interior sio colocados difusores adequados de modo a haver um fornecimento de ar na base.

Os recipientes (A) e (E) devem ser de vidro ou de matéria plistica adequada com uma capacidade de, pelo menos,
24 litros. A bomba (B) deve fornecer ao recipiente de arejamento um fluxo constante de dguas residuais sintéticas;
pode ser utilizado qualquer sistema adequado, desde que sejam assegurados o fluxo de entrada ¢ a
concentragio.

Sdo necessarios vasos porosos interiores de reserva para substituir qualquer um que eventualmente seja obstruido
durante a utilizagio; os vasos obstruidos podem ser limpos por imersio durante 24 horas numa solugio de
hipoclorito, seguida de uma lavagem cuidadosa com igua da torneira.

1.6.1.2. Filtragio

Aparelho de filtragio de membrana e filtros de membrana, com uma porosidade de 0,45 um. Os filtros de
membrana sio adequados se se garantir que nio libertam carbono nem adsorvem a substincia de ensaio na fase de
filtragio.
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1.6.1.3. Aguas residuais
Pode ser utilizado quer um efluente sintético adequado quer iguas residuais domeésticas.

Exemplo de um efluente sintético

Dissolver por cada litro de igua da torneira:

Peptona: 160 mg,
Extracto de carne: 110 mg,
Ureia: 30 mg,
NacCl: 7 mg,
CaCl,.2H,0: 4 mg,
MgS0O,.7H,0: 2 mg,
K;HPO,: 28 mg.

Aguas residuais domésticas

Devem ser diariamente colhidas do sobrenadante do tanque de decantagio primaria de uma estagio de tratamento
que rtrate predominantemente dguas residuais domésticas.

1.6.1.4. Solugio de reserva da substincia de ensaio

Deve ser preparada uma solugio da substincia de ensaio, por exemplo a 1 %, para se adicionar a concentragio da
substincia de modo a que se conhega o volume adequado a adicionar 2 agua residual ou directamente 2 unidade,
através de uma segunda bomba que fornega a concentragio de ensaio necessaria.

1.6.1.5. Inéculo

Observagao: Quando se utilizam aguas residuais domésticas, nio se justifica a utilizagdo de um inéculo com uma
baixa concentragio de bactérias, mas podem-se utilizar lamas activadas.

Pode-se utilizar uma grande variedade de indculos.
Apresentam-se trés exemplos de indculos adequados:

a) Inéculo do efluente secunddrio

O indculo deve ser recothido de um efluente secundirio de boa qualidade, proveniente de uma estagio de
tratamento que trate predominantemente aguas residuais domésticas. O efluente deve ser mantido em condigdes
aerdbias no periodo entre a colheita das amostras ¢ a sua utilizagdo. Para preparar o inéculo filtra-se a amostra
através de um filtro grosseiro e rejeitam-se os primeiros 200 ml. Mantém-se o filtrado em condigbes aerdbias até
ser utilizado. Deve-se utilizar o inéculo no préprio dia da sua colheita e na inoculagio devem-se utilizar pelo
menos 3 ml.

b) Inéculo composto

Inéculo de efluente secundario:
Ver a descrigio anterior.
Inéculo do solo:

Faz-se a suspensdo de 100 g de terra de jardim (fértil, nao esterilizada) em 1 000 ml de 4gua de beber isenta de cloro.
(Nao sdo adequados solos com uma fracgdo extremamente elevada de argila, areia ou himus). Apés agitar a
suspensdo, deixa-se sedimentar durante 30 minutos. Filtra-se o sobrenadante através de um papel de filtro
grosseiro, rejeitando-se os primeiros 200 mi. Areja-se imediatamente o filtrado ¢ mantém-se arejado até ao
momento da sua utilizagdo. Deve-se utilizar o inéculo no proprio dia da sua colheita.

Indculo de uma 4dgua superficial:

Obtém-se um outro indculo parcial a partir de uma dgua superficial mesossaprobica. Filtra-se a amostra através de
um papel de filtro grosseiro, rejeitando os primeiros 200 ml. Mantém-s o filtrado em condigbes aerdbias até ao
momento da sua utilizagio. Deve-se utilizar o inéculo no préprio dia da sua colheita.

Juntam-se volumes iguais das trés amostras de indculos parciais, misturam-se cuidadosamente e retira-se o inéculo
final desta mistura. Deve-se utilizar na inoculagio pelo menos 3 ml.
¢) Inéculo de lamas activadas

Pode ser utilizado como inéculo um determinado volume (ndo superior a 3 litros) de lamas activadas (teor em
solidos suspensos até a 2,5 g/1) colhidos de um tanque de arejamento de uma estagdo que trate predominantemente
aguas residuais domeésticas.

1.6.2. Método

O ensaio ¢ efectuado a temperatura ambiente, que deve ser mantida entre 18 °C e 25 °C.

Se tal for conveniente, o ensaio pode ser efectuado a uma temperatura inferior (até 10 °C); se a substancia se
degradar, nio sera normalmente exigida qualquer outra operacio. Se, contudo, a substincia ndo for degradada, o
ensaio deve ser prosseguido a uma temperatura constante entre 18 °C e 25 °C.
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1.6.2.1. Periodo inicial: formagio das lamas/estabilizagio das unidades

O periodo de crescimento/ estabilizagio das lamas é o periodo durante o qual a concentragio de solidos suspensos
nas lamas activadas e a eficiéncia das unidades evolui até uma fase estacionaria nas condigoes de funcionamento
utilizadas.

O periodo inicial é o periodo que se estende desde o momento em que a substancia de ensaio é adicionada pela
primeira vez até ao instante em que a sua remogao atinge uma fase estaciondria (valor relativamente constante).
Este periodo nio deve ultrapassar seis semanas.

O periodo de avaliagdo ¢ de trés semanas, a contar do momento ¢m que a remogao da substincia de ensaio atinge
um valor relativamente constante e, em geral, elevado. Para as substancias que apresentam uma degradagio baixa
ou nula durante as primeiras seis semanas, o periodo de avaliagio considera-se como sendo as trés semanas

seguintes.

Comegar por encher a(s) unidade(s) necessaria(s) a um ensaio com o inéculo misturado com o afluente.

Accionam-se entio o arejador {¢ a bomba de ar comprimido (E) no caso do ensaio de confirmagio da OCDE)ea
bomba de doseamento (B).

O afluente, sem a substancia a ensaiar, deve passar através do recipiente de arejamento {C) quer a velocidade de um
litro por hora quer i velocidade de meio litro por hora, o que da um tempo de retengio médio de ués ou seis
horas.

A taxa de arejamento deve ser regulada de modo a que o contetido do recipiente (C) se mantenha constantemente
em suspensio enquanto o teor em oxigénio dissolvido seja pelo menos de 2 mg/l.

Deve-se evitar a formagio de espuma mediante meios adequados. Nio devem ser utilizados agentes para evitar a
formagio de espumas que inibam as lamas activadas.

As lamas que se depositarem em torno do topo do recipiente de arejamento (C), [e no ensaio de confirmagio da
OCDE, na base do recipiente de decantagio (D) e no circuito de circulagio] devem ser de novo misturadas com o
licor misto pelo menos uma vez por dia mediante raspagem ou qualquer outro meio adequado.

Quando as lamas ja nio conseguirem depositar-se, a sua densidade pode ser aumentada adicionando fracgoes de
2 ml de uma solugdo de cloreto de ferro a 5 %, quantas vezes for necessario.

O efluente ¢ recolhido no recipiente (E ou F) durante vinte a vinte ¢ quatro horas e colhe-se uma amostra depoisde o
misturar cuidadosamente. Deve-se proceder a uma cuidadosa limpeza do recipiente (E ou F).

Para vigiar ¢ controlar a eficiéncia do processo mede-se a caréncia quimica de oxigénio (CQO) ou o carbono
orginico dissolvido (COD) do filtrado do efluente acumulado pelo menos duas vezes por semana ¢ igualmente do
afluente filtrado [urilizando uma membrana de porosidade igual' 20,45 um, sio rejeitados (aproximadamente) os
primeiros 20 ml do filtrado].

A redugio de CQO e COD deve estabilizar-se quando se atingir uma degradagio diaria regular.

O teor das lamas activadas em matéria seca no recipiente de arejamento deve ser determinado duas vezes por
semana (em g/1). Pode-se fazer funcionar as unidades de uma das duas seguintes maneiras: determinar duas vezes
por semana quer O teor cm matéria seca das lamas activadas ¢ no caso de ser superior a 2,5 g/1 retirar as lamas
activadas em excesso quer retirar diariamente 500 ml de licor misto de cada recipiente de modo 2 obter um tempo
de retengio médio das lamas de seis dias.

Quando os parimetros estimados ¢ medidos [eficiéncia do processo (em termos de remogio de CQO e COD),
concentragio das lamas, decantabilidade das lamas, turvagio dos efluentes, etc,] das duas unidades sio
suficientemente estdveis, a substancia de ensaio pode ser adicionada ao afluente de uma das unidades, seguindo o
ponto 1.6.2.2.

A substincia de ensaio pode ser adicionada, alternativamente, no inicio do periodo de crescimento das lamas
(1.6.2.1), em especial quando as lamas sdo introduzidas como inéculo.

1.6.2.2. Método de ensaio

Mantém-se as condigdes de funcionamento do periodo inicial ¢ adiciona-se ao afluente da unidade de ensaio uma
quantidade suficiente de solugdo-mie (aproximadamente 1 %) da substincia de ensaio de modo a que se obtenha a
concentragio desejvel da substincia de ensaio {aproximadamente 10 2 20 mg COD/lou40mg CQO/1) nas dguas
residuais, o que pode ser feito misturando diariamente a solugio-mie nas aguas residuais ou mediante um sistema
de bombagem separado. Esta concentragio pode ser atingida progressivamente. Se nio se verificarem efeitos
toxicos da substincia de ensaio sobre as lamas activadas podem experimentar-se concentragdes mais

elevadas.

A unidade em branco ¢ alimentada apenas com afluente isento de substincias adicionadas. Colhem-se volumes
adequados de efluentes para analise e filtram-se através de filtros de membrana (045 pm), rejeitando os primeiros
20 ml (aproximadamente) de filtrado.
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As amostras filtradas devem ser analisadas no préprio dia ou entio devem ser conservadas mediante qualquer
método adequado, por exemplo, utilizando 0,05 ml de uma solugio de cloreto mercurico (HgCl,) 2 1 % por cada
10 ml de filtrado ou armazenando o filtrado entre 2 a 4 °C até um maximo de 24 horas ou abaixo de — 18 °C para
periodos de tempo mais longos.

O periodo ao longo do qual se estende a experiéncia, que inclui a adi¢do da substincia de ensaio, nio deve
ultrapassar seis semanas e o periodo de avaliagio nio deve ser inferior a trés semanas, ou seja, deve-se poder dispor
de cerca de 14 a 20 determinagées para o cilculo do resultado final.

Interligagio das unidades

A interligagio das unidades obtém-se trocando entre si, uma vez por dia, 1,5 | de licor misto (incluindo lamas)
proveniente dos recipientes de arejamento das lamas activadas de duas unidades. No caso das substancias de ensaio
serem fortemente adsorventes, retiram-se apenas 1,5 | do liquido sobrenadante dos recipientes de decantagio e
deitam-se para o recipiente com lamas activadas da outra unidade.

1.6.2.3. Anailise
Para acompanhar o comportamento da substancia, podem ser efectuados dois tipos de analise:

COD ou CQO

As concentragdes de COD sio determinadas em duplicado com o analisador de carbono e/ ou os valores da CQO
sdo determinados em conformidade com a referéncia (2).

Anilise especifica

As concentragées da substincia de ensaio sio determinadas mediante um método analitico adequado. Sempre que
possivel, deve efectuar-se uma determinagio especifica da substancia adsorvida nas lamas.

2. RESULTADOS E AVALIAGAO

2.1. Interligagao das unidades

Quando se utiliza a interligagio das unidades calculam-se as raxas de remogio TR didrias em % de acordo com
1.2.1.

Estas taxas de remogio TR didrias sio corrigidas em termos de TRc para o material cransferido devido ao processo
de transinoculagio através da equagio (2] para um tempo de retencio médio de trés horas ou da equagio (3] para
um tempo de retengio médio de 6 horas.

8 100

= — - —_—— 2

TRc 5 TR > {2]
4 100

- 2 - 3

TRc 3 TR 3 (3]

Calcula-se a media das séries dos valores TRc e ainda o desvio padrio de acordo com a equagio 4:

_;n'.l (TRc - TR¢;)?

STRc = [4]

n-1

em que:
Stre = desvio padrio das séries de valores TRc
TRc = média do valor TRc

nimero de determinagdes

#

n

Rejeitam-se os valores discrepantes das séries TRc segundo um processo estatistico adequado, por exemplo, o de
Nalimov (6] para um nivel de probabilidade de 95 % e calcula-se de novo a média e o desvio padrio do conjunto de
dados TRc sem os valores discrepantes.

Calcula-se entio o resultado final recorrendo 2 equagio [S]:

Giopa
TRc = TRc ¢ 7 St (5]
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2.2.

2.2.1.

2.2.2,

em que:
t,.;;a = valor tabelado de t para n pares de valores de E ¢ E; € confianga estatisticaP (P = 1 -a) peloque P ¢
fixado a 95 % (1).

O resultado é expresso pela média com limites de tolerincia ao nivel de probabilidade de 95 %, 0 desvio padrioeco
numero de dados da série das TRc menos os valores discrepantes, ¢ o numero de valores discrepantes, por
exemplo:

TRc = 98,6 + 2,3% da remogido de COD,
4,65 % da remogio de COD,
18,

numero de valores discrepantes.

S

i

n

X

Unidades nio interligadas

O rendimento das unidades pode ser verificado do seguinte modo:

. CQO ou COD das 4guas residuais — CQO ou COD do efluente
% d de CQO 0u COD =
¢ remogdo de CQO ou CQO ou COD das dguas residuais x 100

Esta remogio diria pode ser representada graficamente para permitir identificar qualquer tipo de tendéncia, por
exemplo, climartizagio.

Utilizagdo da determinagio da CQO/COD

A taxa didria de remogio em % TR calcula-se segundo 1.2.1.

Calcula-se a média da série de valores TR ¢ ainda o seu desvio padrio segundo a férmula seguinte:

St - £, TR - TRY (61
n-1
em que:
Str = desvio padrio da séric de valores TR,
TR = média dos valores TR,
n = numero de determinagdes.

Eliminam-se os valores discrepantes da série TR de acordo com um método estatistico adequado, por exemplo, o
de Nalimov [6], a0 nivel de probabilidade de 95 % e calcula-se de novo o desvio padrio da série de dados TR,
menos os valores discrepantes.

O resultado final ¢ calculado por meio de equagio (7):

n- 1%

¢
TR =TR ¢ RV Str 7]
em que:
t,.;¢ = valor tabelado de t para n pares de valoresde Ec Eg ¢ confianga estatisticaP(P = 1-a)emque P ¢

fixado a2 95 % (1).

O resultado é expresso como a média com limites de tolerincia ao nivel de probabilidade de 95 %, o respectivo
desvio padrio ¢ o numero de dados da série dos TR menos os valores discrepantes, e o numero de valores
discrepantes, por exemplo:

TR = (98,6 * 2,3%) de remogio de COD,
s = 4,65% de remogio de COD,

n =18,

x = numero de valores discrepantes.

Utilizagdo de andlise especifica

Calcula-se a percentagem de climinagio da substancia a ensaiar da fase aquosa (Ry) de acordo com 1.2.2.
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3. RELATORIO

3.1. Relatério do ensaio

O relatério do ensaio, deve incluir, se possivel, as seguintes informagdes:

— o formulario incluido no Anexo HI, indicando as condi¢des de funcionamento do ensaio,
— 0 equipamento escolhido (ensaio de confirmagio da OCDE ou ensaio de vaso poroso),
— o modo de funcionamento escolhido: unidades interligadas ou nio,

— as dguas residuais: sintéticas ou domésticas,

— No caso das 4guas residuais domésticas: dara e local de colheita da amostra,

— o indculo com data e local de colheita da amostra,

— uma descri¢io do método de anilise, se forem efectuadas anilises especificas,

— arepresentagio grifica da remogio CQO ou COD em fungio do tempo durante o periodo inicial e o periodo de
avaliagio,

— recuperagdo analitica da substincia de ensaio na forma de CQO ou COD na solugio mie,

— se foram efectuadas analises especificas, a representagio grafica da percentagem de remogio da substincia a
ensaiar da fase aquosa em fungio do tempo (periodo inicial e periodo da avaliagio),

— a remogio média de COD ou de CQO da substincia a ensaiar e o desvio padrio ¢ calculado a partir dos
resultados do periodo de avaliagio, ou seja, quando ha uma remogdo regular da substincia a ensaiar ou se
verifica um periodo de funcionamento estacionario,

— a representagio grifica da concentragdo das lamas activadas em fungdo do tempo,

— qualquer observagio relativa as lamas activadas (rejeigdo de um excesso de lama, presenga de um aglomerado,
FeCl;, etc.),

~— concentragio da substincia utilizada no ensaio,
— todos os resultados relativos A anilise efecruada nas lamas,

— todas as informagdes e resultados experimentais relativos i substincia ensaiada e, se for caso disso, 2
substincia de referéncia,

— as razdes cientificas de quaisquer modificagdes da metodologia.

3.2. Interpretagio dos resultados

Uma remogio baixa da substincia ensaiada da fase aquosa pode ser devida 2 uma inibigcio dos microrganismos
pela substancia ensaiada, o que pode iguaimente traduzir-se por uma lise e perda de Jamas, dando origem a um
sobrenadante turvo, e por uma diminuigio da eficiéncia da instalagio-piloto do ponto de vista da remogio do
COD (ou CQO).

A adsorgio fisico-quimica pode por vezes. ter influéncia. As diferencas entre a acgio bioldgica na moléculae a
adsorgdo fisico-quimica podem ser reveladas por uma anilise efecruada nas lamas apos uma desorgio
adequada.

S30 necessirios ensaios complementares, se se pretender estabelecer uma distingdo entre biodegradacio (ou
biodegradagio parcial) e adsorgio, o que pode ser feito de diferentes maneiras, mas a mais conveniente consiste em
utilizar o sobrenadante como inéculo num ensaio preliminar (de preferéncia ensaio respirométrico).

Se se observarem remogdes acentuadas de COD ou CQO., estas sio devidas a biodegradagio enquanto que para'as
remogdes baixas nio ¢ possivel distinguir entre biodegradagio e eliminacio. Por exemplo, se um composto soluvel
apresenta uma constante de adsorgio elevada de 98 % e se a taxa diaria de rejei¢io de lamas excedentarias ¢ de
10 %, é possivel uma eliminagio que atinja 40 % no maximo; para uma taxa de rejeicao de lamas excedentdrias de
30%, a eliminagio devida a adsor¢do e  rejeigio de lamas excedentdrias pode atingir 65 % (4).

No caso de uma anilise especifica, é conveniente ter em atencio a relagdo entre a estrutura da substancia ¢ a analise
especifica efectuada. Nesse caso, o fenémeno observado nio pode ser interpretado como uma mineralizagio da
substancia.
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Apéndice 1
Figura 1

bomba de ar comprimido;

recipiente colector;

arejador;

medidor de caudal de ar (facultativo).

recipiente de armazenagem;

bomba de doseamento;
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Apéndice 2
Figura 1

Equipamento utilizado na avaliagio da biodegradacio

L
7

A

A B E
ar
A = recipiente de armazenagem; = colector do efluente;
B = bomba de doseamento; = arejador por difusio;
C = recipiente de arejamento poroso; G = medidor de rotagdes (facultativo).
D = recipiente estanque;

Figura 2
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1.1.

Apéndice 3

Condigdes de funcionamento do ensaio de simulagio das lamas activadas

Equipamento

Confirmagio OCDE
Vaso poroso

Modo de funcionamento

Unidade simples
Unidades interligadas
Unidades n3o interligadas

Transinoculagdo

Inexistente
Lamas activadas
Sobrenadante

Tempo médio de retencio

trés horas
seis horas

Elemento nutritivo de base

Aguas residuais domésticas
Aguas residuais sintéticas

Inéculo

Efluente secundario
Compdésito

Lamas activadas

.

Adi¢do da substdncia a ensaiar

Desde o inicio
Aumento progressivo
Apos formagio das lamas

Andlise
Especifica
cQO
COD

Verificar em cada grupo

BIODEGRADACAO

LAMAS ACTIVADAS: ENSAIO DE INIBICAO DA RESPIRACAO

METODO

Introdugio

O método descrito avalia o efeito da substincia de ensaio sobre os microrganismos medindo a taxa respiratoria em
condigdes determinadas, na presenca de diferentes concentragdes da substincia de ensaio.
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O objectivo do presente método é fornecer um processo de selecgio rapido que permira identificar as substncias de
ensaio que podem afectar negativamente o funcionamento das estagbes de tratamento microbiano aercbio e
indicar as concentragdes adequadas ndo inibidoras das substincias de ensaio a urilizar nas experiéncias de
biodegradagio.

Um ensaio (preliminar) pode preceder o ensaio final, o qual fornecerd informagdes relativas a gama de
concentragdes a utilizar no ensaio principal.

Além dos ensaios com a substancia a estudar, incluem-se no protocolo experimental dois controlos, um no inicio e
outro no final da série de experiéncias. Cada lote de lamas activadas deve igualmente ser testado utilizando uma
substancia de referéncia.

O presente método aplica-se sobretudo a substincias que, em virrude da sua solubilidade na agua e fraca
volatilidade sio susceptiveis de permanecer na agua. Para as substancias cuja solubilidade no meio do ensaio ¢
limitada, pode nio ser possivel determinar a CE ..

Os resultados baseados no consumo de oxigénio podem conduzir a conclusdes erréneas quando a substancia de
ensaio tem tendéncia a romper a fosforilagao oxidativa.

Para efectuar o ensaio, ¢ Gtil dispor das seguintes informagdes:
— solubilidade na agua,

— pressio de vapor,

— formula de estrutura,

— pureza da substancia de ensaio.

Recomendagao:

As lamas activadas podem conter organismos potencialmente patogénicos e devem ser manipuladas com
prudéncia.

1.2 Defini¢des ¢ unidades

A taxa respiratdria é o consumo de oxigénio dos microorganismos aerébios contidos nas lamas das aguas residuais,
expresso geraimente em mg O, por mg de lamas por hora.

Para calcular o efeito inibidor de uma substincia de ensaio numa dada concentragio; exprime-se a taxa
respiratoria sob a forma de percentagem da média:

2R
(1 - ) x 100 = percentagem de inibigio
RC| + Rcl & -
em que:
R, = taxa de consumo de oxigénio da substincia de ensaio a uma dada concentragio,
Rc, = taxa de consumo de oxigénio do controlo 1,

Rc; = taxa de consumo de oxigenio do controlo 2.

Neste método, a CE s, € a concentragio da substincia de ensaio para a qual a taxa respiratoria ¢ 50 % da verificada
no controlo, nas condigdes descritas neste metodo.

1.3. Substancias de referéncia

Recomenda-se a utilizagio como substincia de referéncia do 3.$-diclorofenol, um conhecido inibidor da
respiragio ¢ para cada lote de lamas activadas, determina-se a CEso dessa substancia a fim de avaliar se a
sensibilidade das lamas ndo ¢é anormal.

1.4, Principio do método de ensaio

Mede-se a taxa respiratoria das lamas activadas alimentadas com uma quantidade padrio de dguas residuais
sintéticas apos um tempo de contacto de 30 minutos ou de trés horas, ou de ambos. Por outro lado, mede-se
igualmente a taxa respiratoria das mesmas lamas activadas em presenga de diversas concentragoes da substancia de
ensaio em condigdes idénticas. O efeito inibidor da substancia de ensaio a uma determinada concentragdo ¢
eXpresso como uma percentagem do valor médio das taxas respiratorias dos dois controlos. Calcula-se um valor de
CE o, a partir das determinagées feicas a diferentes concentragoes.
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1.5. Critérios de qualidade
Os resultados do ensaio sio validos se:
— as taxas respiratdrias dos dois controlos ndo diferirem entre si mais de 15 %,

— a CEjo (30 minutos e/ou trés horas) do 3,5-diclorofenol se situa num intervalo aceitivel de 5 a 30 mg/l.

1.6. Descrigio do método de ensaio
1.6.1. Reagentes
1.6.1.1. Solugdes da substincia de ensaio

Preparam-se solugdes frescas da substancia de ensaio no inicio deste a partir de uma solugio-mie. E adequadauma
solugdo-mae com a concentragdo de 0,5 g/ quando se utiliza a metodologia a seguir indicada.
1.6.1.2. Solugio da substincia de controlo

Pode-se preparar, por exemplo, uma solugdo de 3,5-diclorofenol dissolvendo 0,5 g de 3,5 — diclorofenol em 10 mi
de 1M NaOH, diluindo depois em agua destilada até perfazer aproximadamente 30 ml ¢ adicionando, ao mesmo
tempo que se agita, 0,5 M H,50, até ao inicio da precipitagio — sdo necessarios aproximadamente 8 mlde 0,5 M
H,50, — e por fim, dilui-se 2 mistura com igua destilada até perfazer 1 litro. O pH devera entio estar
compreendido entre 7 ¢ 8.

1.6.1.3. Aguas residuais sintéticas

Prepara-se uma alimentagio de dguas residuais sintéticas dissolvendo as seguintes quantidades de substincias num
litro de 4gua:

— 16 g de peptona,

— 11 g de extracto de carne,

— 3 g de ureia,

— 0,7 g de NaCl,

— 0,4 g de CaCl,.2H,0,

— 0,2 g de MgSO,.7H,0,

— 2,8 g de K,HPO..

Nota 1: Esta dgua residual sintética é 100 vezes mais concentrada do que a descrita no relatério técnico da OCDE

«Método proposto para a determinagio da biodegradagdo dos agentes tensio-activos utilizados nos detergentes
sintéticos», de 11 de Junho de 1976 com a adigio de, hidrogenofosfato de dipotissio.

Nota 2: Se o meio que se preparou nio for utilizado imediatamente, deve ser guardado em condigdes de
obscuridade, a temperatura de 0 a 4 °C, por um periodo maximo de uma semana, em condigdes em que nio se
verifique qualquer alteragio da sua composicio.

Antes de se proceder ao seu armazenamento, o meio pode igualmente ser esterilizado ou proceder-se 2 adigio da
peptona e do extracto de carne um pouco antes de efectuar o ensaio. Antes de utilizar este meio, deve-se misturar
completamente e ajustar-se o pH.

1.6.2. Equipamento

Aparelho de medigdo: nio é essencial uma concepgio especifica do aparelho. Contudo, ndo deve existir qualquer
espago vazio por cima do liquido e¢ o eléctrodo deve adaptar-se perfeitamente ao gargalo do frasco de
medigio.

E necessario um equipamento normal de laboratdrio ¢, especialmente os seguintes instrumentos:

— aparelho de medigio,

— dispositivo de arejamento,

— eléctrodo e aparelho de medigdo do pH,

— eléctrodo de oxigénio.

1.6.3. Preparagdo do inéculo

Como indculo microbiano para o ensaio, utilizam-se lamas activadas provenientes de uma estagio de tratamento
de dguas residuais que trate predominantemente 4guas residuais domésticas.

Se necessario, no laboratorio, as particulas grosseiras podem ser removidas por sedimentagao durante um curto
periodo de tempo, por exemplo de 15 minutos, e decantando posteriormente o sobrenadante, contendo os sélidos
mais finos, para ser utilizado no ensaio. Alternativamente, podem-se misturar as lamas durante alguns segundos
recorrendo a um misturador.

Além disso, se se suspeitar que se encontram presentes substincias inibidoras, as lamas devem ser lavadas com agua
da torneira ou com uma solugio isotdnica. Apos centrifugagio, o sobrenadante ¢ decantado (repete-se este
processo trés vezes).
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Pesa-se e seca-se uma pequena quantidade de lamas. A partir deste resultado, pode-se calcular a quantidade de
lamas humidas que devem ser dispersas em agua de modo a obter lamas activadas com uma concentragio de
sélidos suspensos no licor misto entre 2 ¢ 4 g/1. Este valor conduz a uma concentragio no meio de0,8a1,6g/lsese
seguir a metodologia abaixo recomendada.

Se as lamas ndo puderem ser utilizadas no préprio dia da sua colheita, adicionam-se SO ml de iguas residuais
sintéticas a cada litro de lamas activadas preparadas da forma acima descrita e arejam-se durante a noite 2
temperatura de 20 + 2°C. Conservam-se arejadas para serem utilizadas durante o dia. Antes da sua utilizagdo,
verifica-se o pH ¢, se necessirio, ajusta-se a pH 6,0 a 8,0: Os sélidos suspensos no licor misto devem ser
determinados tal como foi descrito no paragrafo anterior.

Se for necessario utilizar o mesmo lote de lamas durante vérios dias consecutivos (quatro dias no maximo)
adiciona-se uma outra dose de SO ml de 4gua residual sintética por litro de lamas no final de cada dia de
trabalho.

1.6.4. Execugdo do ensaio

Duragio/tempo de contacto 30 minutos e/ou trés horas, durante as quais 0 meio de ensaio ¢ arejado

Agua 4gua de beber (desclorada, se necessirio)

Fornecimento de ar ar limpo, sem dleo. Caudal de ar de 0,5 a 1 |/minuto

Aparelho de medigio frasco de fundo plano tal como o destinado i medigio da DBO
Medidor de oxigénio eléctrodo de oxigénio adequado com um registador.

Solugdo nutritiva dguas residuais sintéticas (ver acima)

Substincia de ensaio a solugdo de ensaio fresca é preparada no inicio do ensaio
Substincia de referéncia por exemplo, 3,5 diclorofenol (em pelo menos trés concentragdes)
Controlos: amostra inoculada, sem substincia de ensaio.

Temperatura: 20 + 2°C.

Sugere-se seguidamente um método experimental que pode ser aplicado tanto 4 substincia de ensaio como a
substincia de referéncia para um tempo de contacto de trés horas.

Utilizam-se virios recipientes (por exemplo, provetas de um litro).

Devem-se utilizar pelo menos cinco concentragdes, espagadas entre si por um factor constante que, de preferéncia,
nio deve ultrapassar 3,2. '

No instante «O», a 16 ml de dgua residual sintérica adiciona-se dgua até prefazer 300 ml. Juntam-se 200 mi de
inoculo microbiano e deita-se a mistura (500 ml) para um primeiro recipiente (primeiro controlo C,).

Os recipientes de ensaio devem ser continuamente arejados de modo a garantir que o O, dissolvido ndo des¢a
abaixo de 2,5 mg/| e que imediatamente antes da medigio da taxa respiratéria, a concentragio de O, seja de cerca
de 6,5 mg/l.

Ao fim de 15 minutos (15 minutos ¢ um intervalo arbitrdrio, mas conveniente), repete-se o procedimento anterior
com a excepgio de que se adicionam 100 ml da solugio de reserva da substincia de ensaio a 16 ml de dgua residual
sintética, antes de proceder 2 adicdo de agua até perfazer 300 ml e do inéculo microbiano até aos 500 ml. Esta
mistura é em seguida deitada para um segundo recipiente e arejada tal como anteriormente. Repete-se este
procedimento de quinze em quinze minutos com diferentes volumes da solugdo-mie da substincia de ensaio a fim
de obter uma série de recipientes com diferentes concentragdes da substincia de ensaio. Por fim, prepara-se um
segundo controlo (C,).

Ao fim de trés horas regista-se o pH, deita-se uma amostra bem misturada do conteiido do primeiro recipiente no
aparelho de medigio e mede-se a taxa respiratoria durante um periodo maximo de 10 minutos.

Repete-se esta determinagdo com o contetido de cada recipiente a intervalos de quinze minutos de modo a que o
tempo de contacto em cada recipiente seja de trés horas.

A substincia de referéncia é ensaiada de modo idéntico com cada lote de indculo microbiano.

Serd necessirio um processo diferente (por exemplo, mais do que um aparelho de medigio de oxigénio) quando se
efectuarem as medigdes apos 30 minutos de contacto.

Se for necessario determinar o consumo de oxigénio, preparam-se recipientes suplementares contendo a substincia
de ensaio, agua residual sintética e 4gua, mas sem lamas activadas.

O consumo de oxigénio ¢ medido e registado apés um tempo de arejamento de 30 minutos e/ou trés horas (tempo
de contacto).
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2. RESULTADOS E AVALIACAO

A taxa respiratoria calcula-se a partir do tragado do registador para as medigdes compreendidas aproximadamente
entre 6,5 mgde O,/1e 2,5 mg de O,/1 ou durante um periodo de dez minutos quando a taxa respiratoria é baixa. A
parte da curva respiratéria sobre a qual se mede a taxa respiratoria deve ser linear.

Se as taxas respiratorias dos dois controlos diferirem entre si de mais de 15 % ou se a CE 5, (30 minutos ¢/ou trés h)
da substancia de referéncia nio se encontrar no intervalo aceitavel (5 a 30 mg/l para 0 3,5 - diclorofenol), o
ensaio nao ¢ valido e deve ser repetido.

Calcula-se a percentagem de inibicio para cada concentragio de ensaio (ver 1.2). Representa-se graficamente em
papel log-normal (ou log-probabilidade), a percentagem de inibi¢io em fungdo da concentragio e deduz-se o valor
de CE 50

Podem ser determinados os intervalos de confianga a 95% para os valores de CE;, segundo os métodos
normalmente utilizados.

3. RELATORIO

3.1. Relatério do ensaio

O relatorio do ensaio deve incluir, se possivel, as seguintes informagdes:
— Substancia de ensaio: dados de identificagdo quimica.
— Sistema de ensaio: origem, concentragio e eventual tratamento prévio das lamas activadas.

— Condigdes de ensaio:
— pH da mistura de reacgio antes da medigdo da respiragio,
— temperatura de ensaio,
— duragio do ensaio,
— substincia de referéncia e respectiva CE;,,
— consumo abiético de oxigénio (se se verificar).

— Resultados:
— todos os dados determinados,
— curva de inibigio e método de cilculo da CE;o,
— CE;o ¢, se possivel, intervalos de confianga a 95%, CE,o ¢ CE,,,

— todas as observages e quaisquer desvios em relagido ao presente mérodo de ensaio que poderiam ter
influenciado os resultados.

3.2, Interpretagio dos resultados

O valor da CE s, deve ser apenas considerado como uma indicagido da toxicidade provivel da substincia de ensaio
quer para o tratamento das dguas residuais por lamas activadas quer para os microrganismos das aguas residuais,
uma vez que as complexas interacgdes que se verificam no ambiente ndo podem ser simulad:s com precisio num
ensaio de laboratério. Além disso, as substincias de ensaio que podem ter um efeito inibidor na oxidagio do
amoniaco podem também produzir curvas de inibi¢io atipicas. Por conseguinte, tais curvas devem ser
cuidadosamente interpretadas.
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1.1.

1.2.

BIODEGRADACAO

ENSAIO L.A.5.C. MODIFICADO

METODO

Introdugio

O obijectivo de método é avaliar a biodegradagio final potencial de substancias organicas sohiveis em dgua e ndo
volateis quando expostas a concentragdes relativamente clevadas de microrganismos durante um longo periodo de
tempo. Durante este periodo, a viabilidade dos microrganismos é mantida através da adigio diaria de uma
alimentagio de aguas residuais decantadas. (Para conservagdo das aguas residuais durante o fim de semana as
mesmas poderio ser guardadas a 4 °C. Podem-se utilizar alternativamente as aguas residuais sintéticas do ensaio
de confirmag¢io da OCQRE.)

Pode verificar-se uma adsorgio fisico-quimica aos sélidos suspensos, o que deve ser tomado em consideragio na
interpretagdo dos resultados (ver 3.2).

Devido ao extenso periodo de retengio da fase liquida (36 horas) e a adigdo intermitente de nutrientes, o ensaio nio
simula as condigdes que ocorrem numa estagio de tratamento de dguas residuais. Os resultados obtidos com varias
substincias de ensaio indicam que o ensaio apresenta um elevado potencial de biodegradagio.

As condicdes do ensaio sdo altamente favoriveis a selecgio e/ou adaptagio de microrganismos capazes de
degradar o composto ensaiado. (O procedimento pode igualmente ser utilizado na produgdo de indculos
adaptados para utilizagdo em outros ensaios).

No presente método, utiliza-se a2 medida da concentragio de carbono organico dissolvido na avaliagio da
biodegradacio final das substincias de ensaio. E preferivel determinar o COD apés acidificagio e purificagao do
que através da diferenca de Cy,) — Cinorginico-

A utilizacio simultinea de um mérodo analitico especifico pode permitir a avaliagio da degradagio primaria da
substancia (desaparecimento da estrutura quimica original).

O meétodo apenas se aplica as substancias orginicas de ensaio que. nas concentragdes utilizadas no ensaio:
— sio soltveis em agua (pelo menos 20 mg de carbono organico dissolvido/1),

— possuem uma pressio de vapor negligivel,

— nio adsorvem significativamente no sistema de ensaio,

— ndo se perdem na solugio de ensaio devido a formagio de espuma,

— nao exercem efeitos inibidores sobre as bactérias.
Deve ser determinado o teor em carbono organico da substincia de ensaio.

As informagdes respeitantes as proporgdes relativas dos componentes principais das substancias de ensaio serio
dteis na interpretagio dos resultados obtidos, especialmente nos casos em que os resultados sio baixos ou
marginais.

As informagdes relativas a toxicidade da substancia para os microrganismos pode ser util na interpretagio dos
resultados baixos e na selecgio das concentragdes de ensaio adequadas.

Defini¢des e unidades

Cg = concentragio do composto ensaiado em carbono orginico presente ou adicionado ias 4guas residuais
decantadas no inicio do periodo de arejamento (mg/1),

C,. = concentragio do carbono organico dissolvido presente no licor sobrenadante do ensaio no final do periodo
de arejamento (mg/l),

C. = concentragio do carbono organico dissolvido presente no licor sobranadante do controlo no final do
periodo de arejamento (mg/l).
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No presente método a biodegradagio ¢ definida como o desaparecimento de carbono organico. A biodegradacio
pode ser expressa em:

1. Remogio em percentagem D,y da quantidade de substincia adicionada diariamente:
CE - (Ce - C)

100 1
C, x {1}

Dad =

em que D,y = degradagdo/adigio diaria.

2. A remogio em percentagem D,y da quantitade de substancia presente no inicio de cada dia:

2CE + Cﬂ - Cc» - 3Ce(x + 1) + 3Cc(: + 1)

x 100 |2
2C; + G, - C,, (2 (a)]

Dstd =

ZCE - 2C (Ce"cc)
2Ce + (C,-C))

x 100 {2 (b)]

D4 = degradagio/substincia no inicio do dia;

em que os indicesi e (i + 1) se referém ao dia da medigdo. A equagio 2(a) ¢ recomendada se 0 COD do efluente
variar de um dia para outro, enquanto a equagio 2(b) pode ser utilizada quando 0 COD do efluente permanece
relativamente constante de um dia para o outro.

1.3. Substincias de referéncia

Em alguns casos, quando se investiga uma nova substincia, podem ser tteis substincias de referéncia; contudo,
nio se recomenda aqui qualquer substincia de referéncia especifica.

Fornecem-se dados relativos a diversos compostos avaliados em ensaios de intercalibragio (ver Apéndice [) de
modo a que se possa fazer a calibragio do metodo de tempos a tempos e a permitir a comparacio dos resultados
quando se utiliza outro mérodo.

1.4, Principio do método de ensaio

Numa unidade de lamas activadas semi-continua (LASC), colocarm-se lamas activadas provenientes de uma
estacdo de tratramento de dguas residuas. Adicionam-se o composto a ensaiar e as aguas residuais domesticas
decantadas e a mistura ¢ arejada durante 23 horas. P4ra-se depois o arejamento, permitindo a sedimentagio das
lamas e retira-se o licor sobrenadante.

As lamas que permanecem no tanque de arejamento sio entio misturadas com outra aliquota do composto de
ensaio e dguas residuais e repete-se 0 processo.

Avalia-se a biodegradagio através da determinagio do teor em carbono orgénico dissolvido no licor sobrenadante.
Compara-se este valor com o que se obtém para o licor proveniente de um tubo de controlo contendo apenas aguas
residuais decantadas.

Quando se utiliza um método analitico especifico, podem medir-se alteracdes na concentragao da molécula
original devido a biodegradagio (Biodegradagio primaria).

1.5. Critérios de qualidade

A reprodutibilidade do presente método baseado na remogio do carbono organico dissolvido ainda nio foi
estabelecida. (Quando se considera a biodegradagio primaria, obtém-se dados muito precisos para substancias
que sio consideraveimente degradadas).

A sensibilidade do método é determinada em larga medida pela variabilidade do ensaio em branco e em menor
extensdo, pela precisio da determinagio do carbono organico dissolvido ¢ teor do composto de ensaio no licor, no
inicio de cada ciclo.

1.6. Descrigio do método de ensaio

1.6.1. Preparacées

Ligam-se um nimero suficiente de unidades de arejamento limpas (pode-se utilizar alternativamente a unidade de
ensaiode 1,51 de LASCinicial) e tubos para entrada do ar (figura 1) para cada substincia de ensaio e controlo. O ar
comprimido fornecido s unidades de ensaio, limpo através de um filtro de algodio, deve ser isento de carbono
orginico ¢ pré-saturado com agua de modo a reduzir as perdas por evaporacio.
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1.6.2.

1.6.3.

De uma estagio de lamas activadas que trate predominantemente dguas residuais domésticas, retira-se uma
amostra de licor misto contendo 1 a 4 g de s6lidos suspensos/ 1. Sio necessarios por cada unidade de arejamento
cerca de 150 ml de licor misto.

Preparam-se soluges de reserva da substancia de ensaio em agua destilada; a concentragio normalmente exigida é
de 400 mg/| como carbono orginico o que d4 uma concentragio no composto de ensaio de 20 mg/| de carbono no
inicio de cada ciclo de arejamento se nio se verificar biodegradagio.

E possivel utilizar concentragdes mais elevadas se a toxicidade em relagio aos microrganismos o permitir.

Mede-se o teor em carbono orginico nas solugdes de reserva.

Condi¢bes de ensaio
O ensaio deve efectuar-se a 20 a 25°C.

Utiliza-se uma concentragio elevada de microrganismos aerdbios (de 1 a 4 g/1 de solidos suspensos) e o periodo de
retengio efectiva é de 36 horas. As substancias carbonadas presentes nas aguas residuais de alimentagdo, sio
largamente oxidadas, em geral no espago de oito horas apds o inicio de cada ciclo de arejamento. Em seguida,
verifica-se uma respiragio endégena das lamas durante o restante periodo de arejamento, no decurso do qual o
unico substracto disponivel é o composto de ensaio a ndo ser que este seja também rapidamente metabolizado.
Estas caracteristicas associadas a uma reinoculagio didria do ensaio quando sio utilizadas como meio dguas
residuais domésticas fornecem condigdes altamente favoraveis tanto para a adaptagio como para elevados graus
de biodegradagio.

Execugdo do ensaio

Retira-se uma amostra de licor misto de uma unidade laboratorial ou estagio de lamas activadas predominan-
temente domeéstica e conserva-se em condigdes aerdbias até ser utilizada no laboratorio. Cada uma das unidades de
arejamento e de controlo sio cheios com 150 ml de licor misto (se se utilizar a unidade de ensaio LASC, multiplicar
por 10 os volumes dados) e dé-se inicio ao arejamento. Apds 23 horas, interrompe-se o arejamento e deixam-se
sedimentar as lamas durante 45 minutos. Abrem-se sucessivamente as torneiras de cada um dos recipientes e
rejeitam-se fraccdes de 100 ml do licor sobrenadante. Recolhe-se uma amostra de aguas residuais domésticas
decantadas imediatamente antes da utilizagio e adicionam-se 100 mi as lamas remanescentes em cada unidade de
arejamento. Recomega-se de novo o arejamento. Nesta fase, nao se adicionam quaisquer substincias de ensaio e as
unidades sio diariamente alimentadas com aguas residuais domésticas apenas até a0 momento em que se obtém na
decantagio um licor sobrenadante limpido. Este processo demora geralmente duas semanas, no fim das quais o
carbono organico dissolvido no licor sobrenadante no final de cada ciclo de arejamento se aproxima de um valor
constante.

No final deste periodo, misturam-se as lamas decantadas separadamente e adicionam-se a cada unidade 50 ml das
lamas compostas resultantes.

Adicionam-se is unidades de controlo 95 ml de aguas residuais decantadas mais 5 ml de agua ¢ as unidades de
ensaio 95 mi mais 5 ml da solugio adequada de reserva do composto de ensaio (400 mg/1). Recomega-se de nove o
arejamento que prossegue durante 23 horas. Deixam-se entio sedimentar as lamas durante 45 minutos ¢ o
sobrenadante ¢ retirado e analisado o seu teor em carbono organico dissolvido.

Este processo de enchimento e esvaziamento ¢ repetido diariamente ao longo do ensaio.

Antes da sedimentacio pode ser necessirio limpar as paredes das unidades de modo a evitar a acumulagio de
solidos acima do nivel do liquido. Para evitar uma contaminagio cruzada, urtilizam-se raspadores ou escovas
individuais para cada unidade.

O ideal seria determinar diariamente o carbono organico dissolvidos nos licores sobrenadantes, embora sejam
admissiveis analises menos frequentes. Antes da anilise, os licores sio filtrados através de filtros limpos de
membrana de 0,45 mm ou centrifugados. Os filtros de membrana sio adequados se se garantir que nem libertam
carbono nem absorvem a substincia durante o processo de filtragio. A temperatura da amostra nio deve exceder
40 °C quando se encontra na centrifuga.

A duracio do ensaio para compostos que apresentam uma biodegradagio fraca ou nula é indeterminada, mas a
experiéncia sugere que deve ser, em geral, de pelo menos 12 semanas, mas nunca mais de 26 semanas.

RESULTADOS E AVALIACAO

Representam-se graficamente, em fungio do tempo, os valores de carbono organico dissolvido nos licores
sobrenadantes das unidades de ensaio e das unidades de controlo.

-,
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3.2,
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A medida que ocorre a biodegradacio, o nivel obtido no ensaio aproximar-se-a do obtido no controlo. Quando se
verificar que a diferenca entre os dois niveis é constante ao longo de trés medicoes consecurivas, efectua-se o
nimero de mediges posteriores que seja necessario para permitir o tratamento estatistico dos dados ¢ calcula-se a
percentagem de biodegradacio do composto de ensaio (D 4, D, 4, ver 1.2).

RELATORIO

Relatério do ensaio

O relatério do ensaio, deve incluir, se possivel, as seguintes informagdes:

— todas as informagdes relativas 2 natureza das dguas residuais, tipo de unidade utilizada e resultados
experimentais respeitantes 2 substincia ensaiada, substincia de referéncia se utilizada e ensaio em branco,

— a temperatura,
— a curva de remogdo com a descrigdo e processo de célculo (ver 1.2},

— data e local onde foram recolhidas as lamas activadas e as 4guas residuais, estado de adaptagio, concentragio,
etc.,

— razdes cientificas de quaisquer alteragdes da metodologia,

— assinatura e data.

Interpretagio dos resultados

Uma vez que a substincia a ser ensaiada através do presente método ndo seri imediatamente biodegradivel,
qualquer remogao do COD devido apenas i biodegradagio sera normalmente gradual ao longo de virios dias ou
semanas, excepto nos casos em que a adaptagio é repentina, tal como ¢ indicado por uma remogio abrupta que
ocorra apos algumas semanas.

Todavia, a adsor¢io fisico-quimica pode, por vezes, desempenhar um papel importante; isto verifica-se quando hd
uma remogao total ou parcial do COD adicionado no inicio. O que acontece posteriormente depende de factores
tais como os graus de adsorgdo e a concentragio dos sélidos em suspensio no efluente rejeitado. Em geral, a
diferanga entre a concentragio de COD nos licores sobrenadantes do controlo e do ensaio aumenta gradualmente a
partir de um valor inicial baixo e esta diferenga mantém-se entdo ao nivel do novo valor durante o resto da
experiéncia, a menos que tenha lugar a adaptagio.

Se for necessirio estabelecer uma distingdo entre biodegradagio (ou biodegradagio parcial) e adsorgdo, sio
necessarios outros ensaios. Esta distingio pode ser obtida de diferentes modos mas o mais convincente é
utilizar como indculo o licor sobrenadante, ou as lamas, num método de base (de preferéncia um ensaio
respirométrico).

As substincias de ensaio que no presente ensaio apresentam remogdes elevadas de COD nio devidas a adsorgio,
devem ser consideradas como potencialmente biodegradiveis.

Uma remogio parcial n3o devida a adsor¢io indica que a substincia é sujeita pelo menos a alguma biodegradagio.
Uma remogéo baixa ou nula de COD pode ser devida a inibigdo dos microrganismos pela substincia de ensaio e
isto pode também ser demonstrado pela lise ¢ perda de lamas, dando origem a sobrenadantes turvos. O ensaio deve
ser repetido, utilizando um concentragio mais baixa de substincia de ensaio.

A utilizagio de um método analitico especifico ou da substincia de ensaio marcada com '*C pode permitir uma
maior sensibilidade. No caso do composto de ensaio marcado com '4C, a recuperagio de '*CO; confirmard que se
verificou biodegradagio.

Quando os resultados se expressam também em termos de biodegradagio primaria, deve ser fornecida, se possivel,
uma explicagio relativa a alteragdo de estrutura quimica que conduz i perda de resposta da substincia de ensaio

original.

A validagio do método analitico deve ser fornecida conjuntamente com a resposta obtida no ensaio em
branco.
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Apéndice 1

Ensaio L.A.S.C.: EXEMPLOS DE RESULTADOS

Percentagem de R
N C c. —C - N Duragao de
Substancias (mgi/l) (mg/1) biodegradagio ensaio (dias)
ad
Sulfonato de 4-acetilaminobenzeno 17,2 2,0 8s 40
Sulfonato de tetrapropilenobenzeno 17,3 8,4 51,4 40
4-nitrofenol 16,9 0,8 95,3 40
Dietilenoglicol 16,5 0,2 98,8 40
Anilina 16,9 1,7 95,9 40
Tetracarboxilato de ciclopentano 17,9 3,2 81.1 120
Apéndice 2

Exemplo de equipamento
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