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Prefacio

Um passo importante foi dado no Brasil quando a sociedade cientifica brasileira
e o Congresso Nacional se empenharam para que tivéssemos um marco regu-
latério de protecéo aos animais utilizados para propdsitos cientificos e didaticos.
Essa articulagdo culminou na Lei 11.794/08 (conhecida como Lei Arouca — em
homenagem ao médico sanitarista e politico brasileiro Antbnio Sérgio da Silva
Arouca), promulgada em 8 de outubro de 2008.

A Lei Federal 11.794/08 criou o Conselho Nacional de Controle da Experimen-
tacao Animal (CONCEA), ligado ao Ministério de Ciéncia Tecnologia e Inovagéo
(MCTIC), e representa uma mudanga substantiva porque coloca o Brasil no pata-
mar das nagdes desenvolvidas.

A regulamentacgao traz em seus principios, implicitas, a andlise critica e a defesa
do uso de animais em laboratério em situagbes experimentais, para que, assim,
a sociedade compreenda e aceite tais procedimentos. Tarefa dificil, consolidada
por meio de normas, diretrizes de trabalho e guias, que atualmente orientam pes-
quisadores do nosso pais nas diversas areas de conhecimento.

O CONCEA se tornou o guardiao da ética e o garantidor do bem-estar dos ani-
mais utilizados na ciéncia, sendo responsavel pelas regras que regem o seu Uso
tanto na pesquisa quanto no ensino. E esse Conselho que também é responsa-
vel por credenciar as instituicdes implicadas em atividades de pesquisa e ensi-
no envolvendo animais, controlando e organizando a experimentacdo em todo
o territério nacional e promovendo a discussdo e a modernizagéo continua dos
regulamentos, de acordo com as melhores praticas mundiais.

Dentre as inUmeras prerrogativas, cabe ao CONCEA estabelecer normas para o
uso e cuidados com animais para ensino e pesquisa, bem como zelar pela ado-
Gao de técnicas para instalagao e funcionamento de biotérios, centros de criagéo
e de laboratorios de experimentagéo animal. Cabe ao CONCEA, ainda, a tarefa
de administrar o cadastro dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados
ou em andamento no nosso pais, em cooperacao com as Comissdes de Etica
no Uso de Animais (CEUA) atuantes em todos os estabelecimentos que utilizam
animais, conforme estabelece a Lei Arouca.

Quanto a implementacéo de metodologias alternativas, o CONCEA, desde a sua
criagdo, estabeleceu uma Camara Permanente de Métodos Alternativos ao
Uso de Animais, que permitiu 0 avango dessa importante area do conhecimento
através do estabelecimento das diretrizes regulatérias para a implantacao de mé-
todos alternativos validados ao uso cientifico de animais em todo territério nacional.
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Nesse particular, em 2012, foi estabelecida a Rede Nacional de Métodos Alterna-
tivos (RENAMA), sob a lideranga do MCTIC. A RENAMA tem o objetivo de promo-
ver o desenvolvimento, a validacéo e a certificagéo de tecnologias e de métodos
alternativos ao uso de animais para os testes de seguranca e de eficacia de
medicamentos e cosméticos. O Conselho Diretor da RENAMA é composto pelos
principais interlocutores da area (INMETRO, ANVISA, INCQS, LNBio, BraCVAM,
CNPq, ABDI, CONCEA), mostrando o diélogo entre governo (através do MCTIC)
e sociedade em prol de préaticas cientificas efetivamente aceitaveis e defensaveis.

Outra importante agao conjunta na diregao da substituicao de animais utiliza-
dos em pesquisa foi o fomento a pesquisa, através de chamada publica langa-
da pelo CNPq, em parceria com MCTIC. As chamadas apoiaram a RENAMA,
incentivando projetos de pesquisa na area de Métodos Alternativos ao Uso de
Animais em Experimentacao.

Em consonancia com esse processo, a Academia de Ciéncias Farmacéuticas
do Brasil (ACFB) e a Academia Nacional de Farmécia (ANF), juntamente com
a Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI), prestam um servico
muito importante, que atende as demandas dos pesquisadores brasileiros para o
entendimento do que foi feito no pais nessa area. O atual compéndio “Métodos
alternativos ao uso de animais em pesquisa reconhecidos no Brasil” con-
tribui de forma organizada e efetiva, descrevendo quais sdo os métodos substitu-
tivos que deveremos empregar no pais.

O Brasil segue um caminho ético e promissor para substituicao efetiva, sempre
que possivel, dos animais em pesquisa e ensino, com técnicas comprovada-
mente eficazes do ponto de vista cientifico. Devemos celebrar o Convénio da
ACFB/ANF com a ABDI que culminou na elaboragao desse compéndio em lingua
portuguesa, com os métodos alternativos ao uso de animais reconhecidos pelo
CONCEA ¢ aceitos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Parabéns aos autores e colaboradores por essa importante iniciativa.

Marcelo Marcos Morales

Professor Titular da Universidade Federal do Rio de Janeiro
Membro da Academia Nacional de Farmécia

Membro da Academia Nacional de Medicina
Ex-coordenador do CONCEA
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Rio de Janeiro, janeiro de 2019.

Mensagem da Diretoria

A Academia de Ciéncias Farmacéuticas do Brasil / Academia Nacional de Far-
mécia — ACFB/ANF, esté apresentando mais um trabalho inovador no campo das
Ciéncias Farmacéuticas, o compéndio “METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE
ANIMAIS EM PESQUISA RECONHECIDOS NO BRASIL, o qual sera distribuido
aos cientistas brasileiros.

Esse projeto foi realizado mediante convénio estabelecido com a ABDI — Agéncia
Brasileira de Desenvolvimento Industrial, com a finalidade de disponibilizar os
métodos elaborados pela OECD, traduzidos para a lingua portuguesa e, assim,
contribuir para o atendimento ao disposto na regulamentacao de pesquisas es-
tabelecidas pelo CONCEA - Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal e reconhecidos pela ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

A Diretoria da Academia sente-se honrada por ter sido contemplada com recur-
sos da ABDI para a realizagao deste projeto, o qual contribuira de forma efetiva
para o desenvolvimento das pesquisas néo clinicas e clinicas de farmacos e me-
dicamentos no Brasil.

Em nome da Diretoria quero registrar os agradecimentos aos Académicos, Lauro
Domingos Moretto e Marco Antonio Stephano, autores do projeto e lideres nesta
area do conhecimento, que se empenharam nesta empreitada.

Atenciosamente

Jodo Paulo S. Vieira
Académico Presidente

Academia de Ciéncias Farmacéuticas do Brasil/
Academia Nacional de Farmacia.



Sobre as instituigoes

Academia de Ciéncias Farmacéuticas do Brasil /
Academia Nacional de Farmacia

A Academia de Ciéncias Farmacéuticas do Brasil / Academia Nacional de Far-
méacia — ACFB/ANF é uma sociedade civil cientifica, de &mbito nacional, que tem
como obijetivos: estudar, debater, divulgar, educar e colaborar como érgéao con-
sultivo em atividades nacionais e internacionais, em tudo o que se relacione com
as Ciéncias Farmacéuticas.

Fundada em 13 de agosto de 1937, com sede na cidade do Rio de Janeiro, e
reconhecida com Titulo de Utilidade Publica, a ACFB/ANF é uma das mais longe-
vas sociedades cientificas brasileiras na area farmacéutica. Nasceu do Conselho
Cientifico da Associacéo Brasileira de Farmacéuticos. E composta de membros
titulares que s&o cientistas farmacéuticos, médicos, odontologistas e outros de
varias areas do conhecimento. Também é composta por membros eméritos, ho-
norarios, correspondentes e mantenedores.

Os membiros titulares simbolicamente ocupam cadeiras que tém como patronos
farmacéuticos e cientistas brasileiros notaveis. As cadeiras, em numero de 100,
séo distribuidas nas secbes de Farmacia; Farmacia Industrial; Ciéncias (Fisicas,
Quimicas, Biolégicas, Biotecnolégicas e Naturais); Farmacologia; Medicina Hu-
mana; Medicina Veterinaria e Odontologia.

A ACFB/ANF organiza e realiza simpésios e conferéncias para disseminar as mais
recentes pesquisas que constituem as fronteiras das Ciéncias Farmacéuticas em
seus diferentes eixos teméaticos que incluem a educacgéo, as ciéncias bésicas e
aplicadas, a tecnologia, a regulamentacao e o acesso aos medicamentos. Esti-
mula a vocacao profissional através da organizacéo e participagao em simposios
€ congressos.

A ACFB/ANF desenvolve atividades que tem por finalidade promover a dissemi-
nacgao do conhecimento cientifico e tecnoldgico, com vistas ao processo de inte-
gracao entre cientistas que atuam no ensino e pesquisas com os profissionais do
segmento farmacéutico, que se dedicam a conversdo desse conhecimento em
produtos e servicos inovadores.
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Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI)

A Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI), sob a supervisdo do
Ministério da Economia, se consolidou, ao longo de 14 anos de existéncia, como
a agéncia de inteligéncia do Governo Federal para o setor produtivo. Ligada a
Secretaria de Produtividade, Emprego e Competitividade (Sepec) do Ministério
da Economia, a ABDI possui um quadro técnico enxuto, agil e qualificado para
desenvolver estratégias e agbes voltadas a promogédo da inovagao e da compe-
titividade do pals.

Criada pela necessidade de gerar inteligéncia competitiva e articulagao entre ins-
tancias publicas e privadas e, principalmente, entre os diversos 6rgéaos federais e
regionais que atuam no desenvolvimento industrial, a ABDI tem a missao de ser
indutora da cultura de digitalizagao da economia e cumpre papel significativo no
processo de formulagcao e execucao de programas e projetos voltados para a
transformacéo digital do setor produtivo brasileiro.

Entre os projetos de destaque estao: a implantacao e disseminagao do Building
Information Modelling (BIM) na construgéo civil; o Laboratério de Inovacéo do
Varejo (ProVA); o estimulo da conexdo entre startups e empresas como instru-
mento de transformagéo digital (Digital Challenges); o Living Lab de Tecnologias
para Cidades Inteligentes; a identificacao e apoio de tecnologias inovadoras em
defesa e cibersegurancga, entre outras agdes e programas voltados para a disse-
minagao da Industria 4.0.

Saiba mais em www.abdi.com.br.
Siga-nos nas redes: Facebook, Twitter, Instagram, Linkedin, Youtube.
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Organizacao de Cooperacao e Desenvolvimento Econdmico

A OCDE ¢é um férum Unico onde governos trabalham em conjunto para resolver
os desafios econémicos, sociais e ambientais referente a globalizacdo. A OCDE
mede a produtividade e os fluxos globais de comércio e investimento, analisan-
do e comparando dados para prever tendéncias futuras. Estabelece, também,
padrdes internacionais em varias atividades econémicas, desde agricultura e im-
postos até a seguranga de produtos quimicos e métodos analiticos.

Os paises membros da OCDE sao: Australia, Austria, Bélgica, Canada, Chile,
Republica Checa, Dinamarca, Estonia, Finlandia, Franca, Alemanha, Grécia, Hun-
gria, Islandia, Irlanda, Israel, Itélia, Japao, Coréia do Sul, Luxemburgo, México,
Holanda, Nova Zelandia, Noruega, Pol6nia, Portugal, Eslovaquia, Eslovénia, Es-
panha, Suécia, Suica, Turquia, Reino Unido e Estados Unidos. A Unido Europeia
participa dos trabalhos da OCDE.

OCDE Publicagoes divulga amplamente os resultados da Organizagao referentes
as pesquisas sobre economia, agao sociais e ambientais. O traco comum do
trabalho da OCDE é um compromisso compartilhado com economias de merca-
do apoiadas por instituicbes democraticas e focadas no bem-estar de todos os
cidadaos.

© 2019 OCDE Todos os direitos reservados em relagédo aos métodos alternativos
em inglés

© 2019 Academia de Ciéncias Farmacéuticas do Brasil para a edigdo em Portugués
do Brasil.

A qualidade desta traducédo e sua coeréncia referente ao texto original sdo de
responsabilidade da Academia de Ciéncias Farmacéuticas do Brasil.
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Premissas, objetivos e apresentacao

O projeto constante no Convénio da Academia de Ciéncias Farmacéuticas do
Brasil, da Academia Nacional de Farmacia (ACFB/ANF) com a Agéncia Brasileira
de Desenvolvimento Industrial (ABDI), estabelecido em convénio de 23 de agos-
to de 2018, tem duas metas especificas, a saber: elaborar um compéndio, em
lingua portuguesa, com os métodos alternativos ao uso de animais — que foram
reconhecidos pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA) e aceitos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) — e
organizar duas oficinas para expor os objetivos do projeto.

As oficinas tém por obijetivo expor os principios de cada método e permitir a
distribuicdo dos compéndios aos profissionais e as instituicoes que se dedicam
as pesquisas destinadas aos estudos de eficacia e seguranga de produtos uti-
lizados nas terapéuticas humana e animal, cosméticos, produtos para a salude
e defensivos fitossanitarios previstos na Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008.

A Lei n° 11.794/2008 estabeleceu que é de atribuicdo do CONCEA reconhecer
0s métodos alternativos aplicados a redugao, ao refinamento e a substituicdo de
animais em pesquisas. A Resolugao Normativa n® 17, de 3 de julho de 2014, do
CONCEA estabeleceu os critérios para o reconhecimento dos métodos alternati-
VOS ao uso de animais em ensino e pesquisa no Brasil, enquanto as resolugdes
de n° 18, de 24 de setembro de 2014, e n° 31, de 18 de agosto de 2016, relacio-
naram os metodos validados. Ja a Resolucéo da Diretoria Colegiada da ANVISA,
RDC n° 35, de 7 de agosto de 2015, dispbe sobre a aceitagdo dos métodos
alternativos reconhecidos pelo CONCEA nas petigcdes submetidas a analise na
referida agéncia.

O projeto da ACFB/ANF aprovado pela ABDI tem alguns objetivos, dentre os
quais se incluem: suprir a necessidade de adotar textos em lingua portuguesa de
metodologias utilizadas em pesquisas, desenvolvimento tecnoldgico e controle
de qualidade, atender a exigéncia legal de se utilizar texto em lingua portuguesa
nos documentos entregues a érgaos publicos e, muito especialmente, oferecer
um compéndio que tenha por escopo disseminar o conhecimento relativo aos
métodos da OECD, reconhecidos e aceitos no Brasil, a estudantes, docentes e
profissionais.



Premissas, objetivos e apresentacao

A missao da ACFB/ANF tem sido gradualmente consolidada, desde seus primoér-
dios, como defensora, propulsora e impulsionadora da inovacao nos assuntos
relacionados as ciéncias farmacéuticas no Brasil. Por isso, sente-se, juntamente
com a ABDI, gratificada pela oportunidade de oferecer mais uma contribuicao ao
desenvolvimento cientifico brasileiro.

O compéndio “Métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa reconheci-
dos no Brasil” é o produto resultante dos esforgos conjuntos da ACFB/ANF e da
ABDI para atendar a demanda de pesquisadores brasileiros.

O CONCEA, criado pela Lei n® 11.794, de 2008, e regulamentado pelo Decreto
n° 6.899, de 2009, é a autoridade nacional responsavel por formular e zelar pelo
cumprimento das normas relativas a utilizagao humanitaria de animais com finali-
dade de ensino ou pesquisa cientifica, tendo o dever de estabelecer os critérios,
os limites e as definigdes contidos na referida Lei.

Conhecido internacionalmente como “Principio dos 3Rs” (em lingua inglesa re-
duction, refinement and replacement), ainda na década dos anos 1950, a comu-
nidade cientifica internacional continua se esforgando para segui-lo, a0 mesmo
tempo que instituicdes publicas e privadas alocam recursos humanos e financei-
ros para desenvolver novas metodologias.

Este compéndio reuniu os métodos alternativos elaborados pela OECD/OCDE,
que foram reconhecidos pelo CONCEA e aceitos pela ANVISA, traduzindo-os
para a lingua portuguesa, com a finalidade de torna-los acessiveis aos pesquisa-
dores e profissionais que necessitem utiliza-los.

A traducéo, para a lingua portuguesa, dos originais em inglés, além de atender
aos aspectos legais também contribui para o correto entendimento do contedido
dos métodos por pessoas que nem sempre tém amplo dominio da lingua inglesa.

Os métodos que constam deste livro foram ordenados pelos critérios de finalida-
de de uso, ou seja: avaliagdo da irritacao da pele, da irritacdo ocular, da toxicida-
de aguda e da absorcéo cutanea.

Além da convicgao de que a adogao desses métodos da OECD contribua para a
aplicagdo do “Principio dos 3Rs”, entende-se que o uso de métodos alternativos
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possibilitara a compreensao cientifica dos mecanismos moleculares, celulares e
fisioldgicos que promovem as reagdes e os fendbmenos de irritagdo ocular, toxici-
dade aguda e absorgao cutanea.

Acredita-se, ainda, que a adogao dos métodos alternativos possa contribuir para
a aceleracdo do processo de avaliacao de novos produtos, com potencial redu-
cao de tempo e de custos para que sejam colocados a disposicao da populagéo.

Os métodos analiticos alternativos constantes deste compéndio s&o categoriza-
dos como validados, ou seja, sdo confiaveis e relevantes para os propositos a
que se destinam e sao reconhecidos por instituicoes internacionais e pelo CON-
CEA. Desta forma, asseguram resultados semelhantes e com reprodutibilidade.

O compéndio “Métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa reconhe-
cidos no Brasil” constitui uma contribuicdo para a capacitacao de profissionais
com vistas a atender ao prazo estabelecido na Resolugcdo Normativa do CON-
CEA que concedeu 5 anos para que o uso de métodos alternativos seja obriga-
torio em todo o territério brasileiro.

O contelido deste compéndio esta organizado de modo a facilitar a compreen-
sdo do assunto, iniciando-se com a reproducao da legislagao e regulamentacao
que disciplina o uso de métodos alternativos ao uso de animais em pesquisas.
Sequencialmente, estdo disponibilizados os métodos alternativos que estéo
agrupados em blocos, a saber: |. Avaliacao do potencial de sensibilizacao, de
irritacao e de corroséo da pele; Il. Avaliagao do potencial de irritacdo e corrosao
ocular; lll. Avaliacdo do potencial de fototoxicidade; IV. Avaliacdo da absorgéao
cutanea; V. Avaliagdo da toxicidade aguda; VI. Avaliacdo de genotoxicidade; VII.
Avaliacéo de toxicidade reprodutiva e VIII. Avaliagdo da contaminagao pirogénica
em produtos injetaveis.

Registramos os agradecimentos as equipes da ACFB/ANF e da ABDI que, em
conjunto, se dedicaram a este projeto.

Lauro D. Moretto

Marco Antonio Stephano
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LEGISLAGCAO E REGULAMENTAGCAO

Leino 11.794, de 08.10.2008
Presidéncia da Republica

Casa Civil
Subchefia para Assuntos Juridicos
LEI'N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008.

Regulamenta o inciso VIl do § 1° do art. 225 da Constituicdo Federal, estabele-
cendo procedimentos para o uso cientifico de animais; revoga a Lei n° 6.638, de
8 de maio de 1979; e da outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA - Fago saber que o Congresso Nacional decreta
e eu sanciono a seguinte Lei:

CAPITULO |

DAS DISPOSICOES PRELIMINARES

Art. 1°. A criacéo e a utilizacéo de animais em atividades de ensino e pesquisa cien-
tifica, em todo o territério nacional, obedece aos critérios estabelecidos nesta Lei.

§ 1°. A utilizagao de animais em atividades educacionais fica restrita a:

| — Estabelecimentos de ensino superior;

Il — Estabelecimentos de educacéo profissional técnica de nivel médio da area
biomédica.

§ 2°. Sao consideradas como atividades de pesquisa cientifica todas aquelas
relacionadas com ciéncia bésica, ciéncia aplicada, desenvolvimento tecnolégico,
producao e controle da qualidade de drogas, medicamentos, alimentos, imuno-
bioldgicos, instrumentos, ou quaisquer outros testados em animais, conforme
definido em regulamento proprio.

§ 3°. Néo séo consideradas como atividades de pesquisa as praticas zootécni-
cas relacionadas a agropecuaria.
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Art. 2°. O disposto nesta Lei aplica-se aos animais das espécies classificadas
como filo Chordata, subfilo Vertebrata, observada a legislagao ambiental.

Art. 3°. Para as finalidades desta Lei entende-se por:

| - Filo Chordata: animais que possuem, como caracteristicas exclusivas, ao me-
nos na fase embrionaria, a presenga de notocorda, fendas branquiais na farin-
ge e tubo nervoso dorsal Unico;

Il - Subfilo Vertebrata: animais cordados que tém, como caracteristicas exclusivas,
um encéfalo grande encerrado numa caixa craniana e uma coluna vertebral,

Il - experimentos: procedimentos efetuados em animais vivos, visando a elucida-
cao de fenbnemos fisiolégicos ou patolégicos, mediante técnicas especificas
e preestabelecidas;

IV - morte por meios humanitéarios: a morte de um animal em condigbes que
envolvam, segundo as espécies, um minimo de sofrimento fisico ou mental.

Paragrafo Unico. Nao se considera experimento:

| - a profilaxia e o tratamento veterinario do animal que deles necessite;

Il - o0 anilhamento, a tatuagem, a marcacao ou a aplicac&o de outro método com
finalidade de identificacdo do animal, desde que cause apenas dor ou afligédo
momentanea ou dano passageiro;

Il - as intervencdes ndo-experimentais relacionadas as praticas agropecuarias.

CAPITULO Il

DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTAGAQO ANIMAL — CONCEA

Art. 4°. Fica criado o Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal
— CONCEA.

Art. 5°. Compete ao CONCEA:

| - formular e zelar pelo cumprimento das normas relativas a utilizagdo humanita-
ria de animais com finalidade de ensino e pesquisa cientifica;
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Il - credenciar institui¢des para criacdo ou utilizagdo de animais em ensino e pes-
quisa cientifica;

Il - monitorar e avaliar a introdugéo de técnicas alternativas que substituam a
utilizagao de animais em ensino e pesquisa;

IV - estabelecer e rever, periodicamente, as normas para uso e cuidados com
animais para ensino e pesquisa, em consonancia com as convengoes interna-
cionais das quais o Brasil seja signatario;

V - estabelecer e rever, periodicamente, normas técnicas para instalagao e funcio-
namento de centros de criagado, de biotérios e de laboratérios de experimen-
tacao animal, bem como sobre as condigdes de trabalho em tais instalagoes;

VI - estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento de institui-
¢oes que criem ou utilizem animais para ensino e pesquisa;

VIl - manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa reali-
zados ou em andamento no Pais, assim como dos pesquisadores, a partir de
informagoes remetidas pelas Comissdes de Etica no Uso de Animais - CEUAS,
de que trata o art. 8o desta Lei;

VIII - apreciar e decidir recursos interpostos contra decisdes das CEUAS;

IX - elaborar e submeter ao Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, para
aprovagao, 0 seu regimento interno;

X - assessorar o Poder Executivo a respeito das atividades de ensino e pesquisa
tratadas nesta Lei.

Art. 6°. O CONCEA é constituido por:
| - Plenario;
Il - Camaras Permanentes e Temporarias;

[l Secretaria-Executiva.

§ 1°. As Camaras Permanentes e Temporarias do CONCEA serao definidas no
regimento interno.

§ 2°. A Secretaria-Executiva é responsavel pelo expediente do CONCEA e terd o
apoio administrativo do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.
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§ 3°. O CONCEA podera valer-se de consultores ad hoc de reconhecida competén-
cia técnica e cientifica, para instruir quaisquer processos de sua pauta de trabalhos.

Art. 7°. O CONCEA sera presidido pelo Ministro de Estado da Ciéncia e Tecno-
logia e integrado por:

| -1 (um) representante de cada érgdo e entidade a seguir indicados:
a) Ministério da Ciéncia e Tecnologia;

b) Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico —
CNPq;

¢) Ministério da Educacéo;

d) Ministério do Meio Ambiente;

e) Ministério da Saude;

f) Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento;

g) Conselho de Reitores das Universidades do Brasil - CRUB;
h) Academia Brasileira de Ciéncias;

i) Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia;

j) Federacéo das Sociedades de Biologia Experimental;

) Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal;

m) Federagéo Nacional da Industria Farmacéutica;

Il - 2 (dois) representantes das sociedades protetoras de animais legalmente es-
tabelecidas no Pais.

§ 1°. Nos seus impedimentos, o Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia sera
substituido, na Presidéncia do CONCEA, pelo Secretario-Executivo do respectivo
Ministério.

§ 2°. O Presidente do CONCEA tera o voto de qualidade.

§ 3°. Os membros do CONCEA né&o serdo remunerados, sendo 0s servigos por
eles prestados, considerados para todos os efeitos, de relevante servigo publico.
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CAPITULO IlI
DAS COMISSOES DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUAs

Art. 8°. E condigao indispensavel para o credenciamento das instituicbes com
atividades de ensino ou pesquisa com animais a constituicdo prévia de Comis-
sées de Etica no Uso de Animais — CEUASs.

Art. 9°. As CEUAs séo integradas por:
| - médicos veterinarios e bidlogos;
Il - docentes e pesquisadores na area especifica;

Il - 1 (um) representante de sociedades protetoras de animais legalmente esta-
belecidas no Pals, na forma do Regulamento.

Art. 10°. Compete as CEUAs:

| - cumprir e fazer cumprir, no &mbito de suas atribuicdes, o disposto nesta Lei
e nas demais normas aplicaveis a utilizacdo de animais para ensino e pesquisa,
especialmente nas resolucdes do CONCEA,;

Il - examinar previamente os procedimentos de ensino e pesquisa a serem reali-
zados na instituicdo a qual esteja vinculada, para determinar sua compatibilidade
com a legislacéo aplicavel;

Il - manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realiza-
dos, ou em andamento, na instituicao, enviando copia ao CONCEA,;

IV - manter cadastro dos pesquisadores que realizem procedimentos de ensino e
pesquisa, enviando copia ao CONCEA;

V - expedir, no &mbito de suas atribuigoes, certificados que se fizerem necessarios
perante 6rgaos de financiamento de pesquisa, periddicos cientificos ou outros;

VI - notificar imediatamente ao CONCEA e as autoridades sanitarias a ocorréncia
de qualquer acidente com os animais nas instituicdes credenciadas, fornecendo
informacdes que permitam acdes saneadoras.

§ 1°. Constatado qualquer procedimento em descumprimento as disposicoes
desta Lei na execucao de atividade de ensino e pesquisa, a respectiva CEUA de-
terminara a paralisagéo de sua execucéo, até que a irregularidade seja sanada,
sem prejuizo da aplicacdo de outras sangdes cabiveis.
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§ 2°. Quando se configurar a hipotese prevista no § 1o deste artigo, a omissao
da CEUA acarretara sangoes a instituicao, nos termos dos arts. 17 € 20 desta Lei.

§ 3°. Das decis0es proferidas pelas CEUAs cabe recurso, sem efeito suspensivo,
ao CONCEA.

§ 4°. Os membros das CEUAs responderao pelos prejuizos que, por dolo, cau-
sarem as pesquisas em andamento.

§ 5°. Os membros das CEUAs estao obrigados a resguardar o segredo indus-
trial, sob pena de responsabilidade.

CAPITULO IV

DAS COND/QOES DE CF?/AQAO E USO DE ANIMAIS PARA ENSINO E
PESQUISA CIENTIFICA
Art. 11. Compete ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia licenciar as atividades

destinadas a criacdo de animais, ao ensino e a pesquisa cientifica de que trata
esta Lei.

§ 1° (VETADO)

§ 2° (VETADO)

§ 3° (VETADO)

Art. 12. A criag&o ou a utilizagao de animais para pesquisa ficam restritas, exclu-
sivamente, as instituicbes credenciadas no CONCEA.

Art. 13. Qualquer instituicdo legalmente estabelecida em territério nacional que
crie ou utilize animais para ensino e pesquisa devera requerer credenciamento no
CONCEA, para uso de animais, desde que, previamente, crie a CEUA.

§ 1° A critério da instituicao e mediante autorizagdo do CONCEA, é admitida a
criagdo de mais de uma CEUA por instituigao.
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§ 2°. Na hipotese prevista no § 1° deste artigo, cada CEUA definira os laboratérios
de experimentacao animal, biotérios e centros de criagdo sob seu controle.

Art. 14°. O animal sé podera ser submetido as intervengdes recomendadas nos
protocolos dos experimentos que constituem a pesquisa ou programa de apren-
dizado quando, antes, durante e apds o experimento, receber cuidados espe-
ciais, conforme estabelecido pelo CONCEA.

§ 1°. O animal sera submetido a eutanasia, sob estrita obediéncia as prescrigoes
pertinentes a cada espécie, conforme as diretrizes do Ministério da Ciéncia e Tecno-
logia, sempre que, encerrado o experimento ou em qualquer de suas fases, for tecni-
camente recomendado aquele procedimento ou quando ocorrer intenso sofrimento.

§ 2°. Excepcionalmente, quando os animais utilizados em experiéncias ou de-
monstracdes nao forem submetidos a eutanasia, poderéo sair do biotério apds a
intervencéo, ouvida a respectiva CEUA quanto aos critérios vigentes de seguran-
¢a, desde que destinados a pessoas iddneas ou entidades protetoras de animais
devidamente legalizadas, que por eles queiram responsabilizar-se.

§ 3° Sempre que possivel, as praticas de ensino deverao ser fotografadas, filmadas
ou gravadas, de forma a permitir sua reproducao para ilustragao de praticas futuras,
evitando-se a repeticdo desnecessaria de procedimentos didaticos com animais.

§ 4° O numero de animais a serem utilizados para a execugao de um projeto e o
tempo de duracédo de cada experimento serd o minimo indispenséavel para pro-
duzir o resultado conclusivo, poupando-se, ao maximo, o animal de sofrimento.

§ 5° Experimentos que possam causar dor ou angustia desenvolver-se-ao sob
sedacao, analgesia ou anestesia adequadas.

§ 6° Experimentos cujo objetivo seja o estudo dos processos relacionados a dor
e a angustia exigem autorizagdo especifica da CEUA, em obediéncia a normas
estabelecidas pelo CONCEA.

§ 7°. E vedado o uso de bloqueadores neuromusculares ou de relaxantes muscu-
lares em substituicao a substancias sedativas, analgésicas ou anestésicas.
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§ 8°. E vedada a reutilizacdo do mesmo animal depois de alcangado o objetivo
principal do projeto de pesquisa.

§ 9°. Em programa de ensino, sempre que forem empregados procedimentos
traumaticos, varios procedimentos poderdo ser realizados num mesmo animal,
desde que todos sejam executados durante a vigéncia de um Unico anestésico e
que o animal seja sacrificado antes de recobrar a consciéncia.

§ 10°. Para a realizagao de trabalhos de criagao e experimentacao de animais em
sistemas fechados, serao consideradas as condicdes e normas de seguranca
recomendadas pelos organismos internacionais aos quais o Brasil se vincula.

Art. 15°. O CONCEA, levando em conta a relagao entre o nivel de sofrimento para
o animal e os resultados praticos que se esperam obter, podera restringir ou proi-
bir experimentos que importem em elevado grau de agressao.

Art. 16. Todo projeto de pesquisa cientifica ou atividade de ensino sera supervisio-
nado por profissional de nivel superior, graduado ou pds-graduado na area bio-
médica, vinculado a entidade de ensino ou pesquisa credenciada pelo CONCEA.

CAPITULO V

DAS PENALIDADES

Art. 17°. As instituicbes que executem atividades reguladas por esta Lei estao
sujeitas, em caso de transgressao as suas disposi¢oes e ao seu regulamento, as
penalidades administrativas de:

| — Adverténcia;

[l - Multa de R$ 5.000,00 (cinco mil reais) a R$ 20.000,00 (vinte mil reais);

Il - interdicao temporaria;

IV - suspenséo de financiamentos provenientes de fontes oficiais de crédito e
fomento cientifico;

V - interdicao definitiva.

Paragrafo Unico. A interdicdo por prazo superior a 30 (trinta) dias somente po-
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dera ser determinada em ato do Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia,
ouvido o CONCEA.

Art. 18°. Qualquer pessoa que execute de forma indevida atividades reguladas
por esta Lei ou participe de procedimentos nao autorizados pelo CONCEA sera
passivel das seguintes penalidades administrativas:

| - Adverténcia;

Il - Multa de R$ 1.000,00 (mil reais) a R$ 5.000,00 (cinco mil reais);

Il - Suspensao temporaria;

IV —interdicao definitiva para o exercicio da atividade regulada nesta Lei.

Art. 19°. As penalidades previstas nos arts. 17 € 18 desta Lei serdo aplicadas de
acordo com a gravidade da infragao, os danos que dela provierem, as circuns-
tancias agravantes ou atenuantes e os antecedentes do infrator.

Art. 20°. As sangOes previstas nos arts. 17 e 18 desta Lei seréo aplicadas pelo
CONCEA, sem prejuizo de correspondente responsabilidade penal.

Art. 21°. A fiscalizagéo das atividades reguladas por esta Lei fica a cargo dos
orgaos dos Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, da Salde, da
Educacéo, da Ciéncia e Tecnologia e do Meio Ambiente, nas respectivas areas
de competéncia.

CAPITULO VI

DISPOSICOES GERAIS E TRANSITORIAS

Art. 22. As instituigdes que criem ou utilizem animais para ensino ou pesquisa
existentes no Pais antes da data de vigéncia desta Lei deverao:

| - Criar a CEUA, no prazo maximo de 90 (noventa) dias, apos a regulamentagao
referida no art. 25 desta Lei;

Il - Compatibilizar suas instalagoes fisicas, no prazo maximo de 5 (cinco) anos, a
partir da entrada em vigor das normas estabelecidas pelo CONCEA, com base
no inciso V do caput do art. 5° desta Lei.
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Art. 23. O CONCEA, mediante resolucéo, recomendara as agéncias de amparo
e fomento a pesquisa cientifica o indeferimento de projetos por qualquer dos
seguintes motivos:

| - Que estejam sendo realizados sem a aprovacéo da CEUA;
Il - Cuja realizagéo tenha sido suspensa pela CEUA.

Art. 24. Os recursos orgamentarios necessarios ao funcionamento do CONCEA
serao previstos nas dotacoes do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

Art. 25. Esta Lei sera regulamentada no prazo de 180 (cento e oitenta) dias.
Art. 26. Esta Lei entra em vigor na data de sua publicagéo.
Art. 27. Revoga-se a Lei n° 6.638, de 8 de maio de 1979.

Brasilia, 8 de outubro de 2008; 187° da Independéncia e 1200 da Republica.

LUIZ INACIO LULA DA SILVA

Tarso Genro

Reinhold Stephanes

José Gomes Temporao

Miguel Jorge

Luiz Antonio Rodrigues Elias

Carlos Minc

Este texto nao substitui o publicado no DOU de 9.70.2008.

Presidéncia da Republica

Casa Civil

Subchefia para Assuntos Juridicos

DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

Dispbe sobre a composicao do Conselho Nacional de Controle de Experimen-
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tacdo Animal - CONCEA, estabelece as normas para o seu funcionamento e de
sua Secretaria-Executiva, cria o Cadastro das Instituicbes de Uso Cientifico de
Animais - CIUCA, mediante a regulamentacao da Lei n¢ 11.794, de 8 de outubro
de 2008, que dispde sobre procedimentos para o uso cientifico de animais, e da
outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA, no uso das atribuigdes que Ihe confere o art. 84,
incisos IV e VI, alinea “a”, da Constituicdo, e tendo em vista o disposto no art. 25
da Lei n®° 11.794, de 8 de outubro de 2008.

DECRETA:
CAPITULO |

DAS DISPOSICOES PRELIMINARES E GERAIS

Art. 1°. As atividades e projetos que envolvam a criacao e utilizacdo de animais
de laboratério pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, exceto o homem,
destinados ao ensino e a pesquisa cientifica ficam restritas ao &mbito de entida-
des de direito publico ou privado, que serao responsaveis pela obediéncia aos
preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, deste Decreto e de normas
complementares, bem como pelas eventuais consequéncias ou efeitos advindos
de seu descumprimento.

|. As atividades e projetos de que trata este artigo sdo vedados a pessoas fi-
sicas em atuagao auténoma e independente, ainda que mantenham vinculo
empregaticio ou qualquer outro com pessoas juridicas.

Il. As instituicbes interessadas em realizar atividade prevista neste Decreto de-
verao requerer seu credenciamento junto ao Conselho Nacional de Controle
e Experimentacéo Animal - CONCEA.

Art. 2°. Além das definicdes previstas na Lei n° 11.794, de 2008, considera-se,
para os efeitos deste Decreto:

| - Subfilo Vertebrata: animais cordados que tém, como caracteristicas exclusi-
vas, um encéfalo grande encerrado numa caixa craniana € uma coluna verte-
bral, excluindo os primatas humanos;

Il - Métodos Alternativos: procedimentos validados e internacionalmente aceitos
que garantam resultados semelhantes e com reprodutibilidade para atingir,
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sempre que possivel, a mesma meta dos procedimentos substituidos por
metodologias que:

a) nao utilizem animais;

b) usem espécies de ordens inferiores;

c) empreguem menor nimero de animais;
d) utilizem sistemas organicos ex vivos; ou
e) diminuam ou eliminem o desconforto.

Il - Atividades de Pesquisa Cientifica: todas aquelas relacionadas com ciéncia
basica, ciéncia aplicada, desenvolvimento tecnolégico, produgéo e controle
de qualidade de drogas, medicamentos, alimentos, imunobiolégicos, instru-
mentos, ou quaisquer outros testados em animais, conforme definido em re-
gulamento préprio.

Paragrafo Unico. O termo pesquisa cientifica adotado neste Decreto inclui as ati-
vidades de desenvolvimento tecnolégico, de acordo com a definigdo constante
do § 2°do art. 1° da Lei n° 11.794, de 2008, e a do inciso Il deste artigo.

CAPITULO II

DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANI-
MAL - CONCEA

Secao |
Da Natureza e Finalidade

Art. 3°. O CONCEA, ¢rgéo integrante da estrutura do Ministério da Ciéncia e Tec-
nologia, é instancia colegiada multidisciplinar de carater normativo, consultivo, deli-
berativo e recursal, para coordenar os procedimentos de uso cientifico de animais.

Secao Il
Das Atribuicées
Art. 4°, Compete ao CONCEA:

|- Formular e zelar pelo cumprimento das normas relativas a utilizacdo humani-
taria e ética de animais com finalidade de ensino e pesquisa cientifica;
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Il - Credenciar instituigbes para criagao ou utilizagao de animais com finalidade
de ensino ou pesquisa cientffica;

Il - Monitorar e avaliar a introdugao de técnicas alternativas que substituam a
utilizagcdo de animais em ensino ou pesquisa cientifica;

IV - Estabelecer e rever, periodicamente, as normas para uso e cuidados com
animais para ensino e pesquisa cientifica, em consonancia com as conven-
¢Oes internacionais das quais o Brasil seja signatario;

V - Estabelecer e rever, periodicamente, normas técnicas para instalagdo e funcio-
namento de centros de criagdo, de biotérios e de laboratdrios de experimenta-
Gao animal, bem como sobre as condi¢des de trabalho em tais instalacoes;

VI - Estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento de insti-
tuicdes que criem ou utilizem animais para ensino e pesquisa;

VIl - Manter cadastro atualizado de protocolos experimentais ou pedagdgicos,
aplicaveis aos procedimentos de ensino e projetos de pesquisa cientifica
realizados ou em andamento no Pals, assim como dos pesquisadores, a
partir de informagoes remetidas pelas Comissdes de Etica no Uso de Ani-
mais - CEUAs, de que trata o art. 8° da Lei n® 11.794, de 2008;

VIII - Elaborar e submeter ao Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, para
aprovagao, o seu regimento interno;

IX - Assessorar 0 Poder Executivo a respeito das atividades de ensino e pesqui-
sa cientifica tratadas na Lei n°® 11.794, de 2008;

X - Administrar, por sua Secretaria-Executiva, o Cadastro das Instituigdes de Uso
Cientifico de Animais — CIUCA, de que trata o art. 41, destinado ao registro
obrigatorio das instituicbes que exergam atividades de criacéo ou utilizagao
de animais em ensino ou pesquisa cientifica;

Xl - Apreciar e decidir recursos interpostos contra decisdes das CEUAs, bem
como de sua Secretaria-Executiva; e

Xl - Aplicar as sancoes previstas nos arts. 17 e 18 da Lei n° 11.794, de 2008.

Art. 5°. Cabe ao Presidente do CONCEA, entre outras atribuicdes a serem defi-
nidas no regimento interno:

|- Representar o CONCEA,;

[l - Convocar as reunides do CONCEA e aprovar as respectivas pautas propos-
tas pela Secretaria-Executiva;
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Il - Presidir, com direito a voto de qualidade, a reuni&o plenaria do CONCEA,;

IV - Convidar a participar das reunides e debates, consultado o CONCEA, sem
direito a voto, pessoas que possam contribuir para as discussdes dos as-
suntos tratados;

V- Delegar suas atribuigoes.

Art. 6°. Cabe ao Secretéario-Executivo do CONCEA, entre outras atribuicoes a
serem definidas no regimento interno:
| - garantir a publicidade e 0 acesso aos atos do CONCEA;

Il - determinar a prestacao de informagodes e franquear acesso a documentos,
solicitados pelos érgaos de registro e fiscalizagéo.

Art. 7°. Cabe ao Coordenador do CONCEA, entre outras atribuicdes a serem
definidas no regimento interno:

| - Presidir a reunido plenaria do CONCEA, na auséncia do seu Presidente e do
Secretario-Executivo do Ministério da Ciéncia e Tecnologia; e
Il - Exercer as atribuicbes delegadas pelo Presidente do CONCEA.

Art. 8°. Cabe aos membros do CONCEA:

| - Comparecer, participar e votar nas reunides do CONCEA,;

Il - Propor a convocacéo de reunides extraordinarias do CONCEA, na forma do
regimento interno;

Il - Examinar e relatar expedientes que |he forem distribuidos;

IV - Submeter pleitos e assuntos para a pauta das reunides do CONCEA.

Secao Il

Da Composicao

Art. 9°. O CONCEA sera presidido pelo Ministro de Estado da Ciéncia e Tecno-
logia e constituido por cidadaos brasileiros, com grau académico de doutor ou
equivalente, nas areas de ciéncias agrarias e bioldgicas, salde humana e animal,

biotecnologia, bioguimica ou ética, de notéria atuagao e saber cientificos e com
destacada atividade profissional nestas areas, sendo:
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- Um representante de cada um dos seguintes érgdos ou entidades, indica-
dos pelos respectivos titulares:
a) Ministério da Ciéncia e Tecnologia;
) Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPg;
¢) Ministério da Educacéo;
) Ministério do Meio Ambiente;
) Ministério da Saude;
f) Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento;
g) Conselho de Reitores das Universidades do Brasil - CRUB;
h) Academia Brasileira de Ciéncias - ABC;
) Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia - SBPC;
)) Federacao das Sociedades de Biologia Experimental - FESBE;
)

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratoério - SBCAL,
nova denominacéo do Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal;

m) Federagao Brasileira de Industria Farmacéutica - FEBRAFARMA,
nova denominacéo da Federac&o Nacional da Industria
Farmacéutica.

Il - Dois representantes das sociedades protetoras de animais legalmente esta-
belecidas no Pals.

Paragrafo Unico. Cada membro efetivo tera um suplente, que participara dos tra-
balhos na auséncia do titular.

Art. 10°. No exercicio da presidéncia do CONCEA, o Ministro de Estado de Cién-
cia e Tecnologia sera substituido, nos seus impedimentos ou afastamentos, pelo
Secretéario-Executivo do respectivo Ministério e, nos casos dos impedimentos
destes, pelo Coordenador do CONCEA.

Paragrafo Unico. Nos casos em que o Coordenador do CONCEA exercer a presi-
déncia do Conselho, o seu suplente tera direito a voto.

Art. 11°, Os representantes de que trata o inciso Il do art. 9° seréo escolhidos pelo
Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, a partir de lista triplice elaborada por
comisséo ad hoc, integrada por trés membros externos ao CONCEA, constituida
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por cidadaos brasileiros, com grau académico de doutor ou equivalente e com-
provada experiéncia profissional de, no minimo, cinco anos em atividades relacio-
nadas a utilizagéo ética de animais com finalidade de ensino e pesquisa cientifica.

Art. 12°. Os representantes de que trata o inciso | do art. 9°, e seus suplentes,
serdo indicados pelos titulares dos respectivos érgaos no prazo de trinta dias
da data da comunicacéo do Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, que os
designara em ato proprio.

Art. 13°. A designacéo de qualquer membro do CONCEA em razdo de vacéancia
obedecera aos mesmos procedimentos da designacao ordinaria.

Art. 14°. Os membros do CONCEA de que tratam os incisos | e Il do art. 9° terdao
mandato de dois anos, podendo ser renovado na forma do regimento interno.

Paragrafo Unico. A contagem do periodo do mandato de membro suplente é
continua, ainda que assuma o mandato de titular.

Art. 15°. As despesas com transporte, alimentacao e hospedagem dos membros
do CONCEA para participar das reunides ordinarias ou extraordinarias serao de
responsabilidade do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

Paragrafo Unico. Os membros do CONCEA néo serdo remunerados, sendo 0s
servigos por eles prestados considerados, para todos os efeitos, de relevante
servigo publico.

Art. 16°. Os membros do CONCEA devem pautar a sua atuagao pela observan-
cia estrita dos conceitos ético-profissionais, sendo vedado participar do julga-
mento de questdes com as quais tenham envolvimento de ordem profissional ou
pessoal, sob pena de perda de mandato.

- O membro do CONCEA, ao ser empossado, assinara declaracéo de condu-
ta, explicitando eventual conflito de interesse, na forma do regimento interno.

lI- O membro do CONCEA devera manifestar seu eventual impedimento nos
processos a ele distribuidos para analise, quando do seu recebimento, ou,
quando nao for o relator, no momento das deliberagdes nas reunides das
camaras ou do plenario.
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Il - Poderéa arguir o impedimento o membro do CONCEA ou aquele legitimado como
interessado, nos termos do art. 9° da Lei n® 9.784, de 29 de janeiro de 1999.

IV - A arguigdo de impedimento sera formalizada em peticdo fundamentada e
devidamente instruida, e sera decidida pelo plenario do CONCEA.

V- E nula a decis&o técnica tomada com voto de membro impedido.
VI- No caso do § 5° o plenario do CONCEA proferira nova decisdo, na qual

regulara expressamente o objeto da decisao viciada e os efeitos dela decor-
rentes, desde a sua publicagao.

Art. 17°. O CONCEA contara com um Coordenador, que sera escolhido e desig-
nado pelo Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, entre os membros que o
integram, para mandato de dois anos, renovavel por igual periodo.

|- O Coordenador do CONCEA sera escolhido a partir de lista triplice elaborada
pelos membros do CONCEA.

Il - Alista triplice para indicagdo do primeiro Coordenador do CONCEA sera ela-
borada a partir dos votos dos Conselheiros presentes, a serem obtidos na
segunda sessé&o ordinaria imediatamente posterior a instalagdo do Conselho.

Il - Para compor a lista triplice, seréo indicados os membros que obtiverem as
trés maiores pontuacdes de votos entre os membros presentes do CONCEA.

Art. 18°. O CONCEA constituira camaras permanentes nas areas definidas pelo
regimento interno, para andlise prévia dos temas a serem submetidos ao plena-
rio, bem como camaras temporarias quando necessario.

Secao IV
Da Estrutura Administrativa

Art. 19°. O CONCEA contara com uma Secretaria-Executiva, cabendo ao Ministé-
rio da Ciéncia e Tecnologia a ela prestar o apoio técnico e administrativo.

Paragrafo Unico. O Secretario-Executivo do CONCEA sera nomeado pelo Minis-
tro de Estado da Ciéncia e Tecnologia.

Art. 20°. Cabe a Secretaria-Executiva do CONCEA, entre outras atribuicdes a
serem definidas no regimento intermno:
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- Prestar apoio técnico e administrativo necessarios a execugéo dos traba-
lhos do CONCEA, inclusive de suas camaras permanentes e temporarias;

Il - Receber, instruir e fazer tramitar os pleitos submetidos a deliberagdo do
CONCEA;

Il - Encaminhar as deliberagbes do CONCEA aos 6rgaos governamentais res-
ponsaveis pela sua implementagao e providenciar a devida publicidade;

IV - Atualizar e promover os credenciamentos dos institutos no CIUCA, de acor-
do com as normas e determinagdes do CONCEA,;

V- Implementar as deliberagdes do CONCEA,;

VI - Promover a instrucéo e a tramitacdo dos processos a serem submetidos a
deliberacao do CONCEA;

VII - Dar suporte as instituigbes credenciadas;

VIIl - Emitir, de acordo com deliberagao do CONCEA e em nome deste Conselho,
comprovante de registro atualizado de credenciamento;

IX - Administrar o cadastro das instituicoes e dos protocolos experimentais ou
pedagogicos, aplicaveis aos procedimentos de ensino e de pesquisa cien-
tifica, assim como dos pesquisadores, de que trata o inciso VIl do art. 4°;

X - Analisar as solicitacbes de credenciamento, emitindo nota técnica para
apreciacdo do CONCEA ou de suas camaras permanentes ou temporarias;

Xl - Conceder as licencas, de acordo com as estipulagdes previstas em portaria
do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, para as atividades destinadas a cria-
cao de animais, ao ensino, a pesquisa cientifica de que trata o art. 11 da Lei
n° 11.794, de 2008, observadas as normas do CONCEA,;

Xl - Dar publicidade aos atos do CONCEA, na forma do regimento interno; e

Xl - Publicar as licengas concedidas.

Art. 21°. O funcionamento e a organizagao da Secretaria-Executiva do CONCEA
serdo definidos no regimento interno.

Secao V
Das Reunibes e Deliberagdes

Art. 22°. O membro suplente tera direito a voz e, na auséncia do respectivo titular,
a voto nas deliberagoes.
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Art. 23°. As deliberacdes do plenario do CONCEA sé poderao ocorrer com a
presenga minima de oito membros votantes.

Paragrafo Unico. As decisées do CONCEA serdo tomadas com votos favoraveis
da maioria absoluta dos membros presentes, salvo as hipéteses especificas
previstas neste Decreto.

Art. 24°. Perdera seu mandato o membro que:

| - Violar o disposto no art. 16;

Il - Nao comparecer a trés reunides ordinarias consecutivas do plenario do CON-
CEA, sem justificativa.

Art. 25°. O CONCEA reunir-se-a, em carater ordinario, uma vez a cada trimestre e,
extraordinariamente, a qualquer momento, mediante convocacao de seu Presidente
ou por solicitacéo fundamentada subscrita pela maioria absoluta dos seus membros.

Paragrafo Unico. A periodicidade das reunides ordinarias podera, em caréter
excepcional, ser alterada por deliberagao do CONCEA.

Art. 26°. Os orgéos e entidades integrantes da administragao publica federal
poderao solicitar participacao em reunides do CONCEA para tratar de assuntos
de seu especial interesse, sem direito a voto.

Paragrafo Unico. A solicitacdo a Secretaria-Executiva do CONCEA devera ser
acompanhada de justificagcao que demonstre a motivagao do pedido, para pos-
terior submissao e deliberagdo do Conselho.

Art. 27°. Poder&o ser convidados a participar das reunides, em carater excepcio-
nal, representantes da comunidade cientifica, do setor publico e de entidades da
sociedade civil, sem direito a voto.

Art. 28°. Das deliberagbes das CEUAs e da Secretaria-Executiva do CONCEA
cabe recurso ao CONCEA, cuja decisdo sera tomada pela maioria absoluta de

seus membros.

Art. 29°. Podera solicitar o credenciamento de que trata o inciso Il do art. 4°, a
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instituicao de natureza publica ou privada que atenda aos seguintes requisitos,
entre outros que poderao ser exigidos pelo CONCEA:

|- Comprovagao de que tenha sido constituida sob as leis brasileiras;
Il - Apresente comprovada qualificagao técnica para o desempenho de ativida-
des de que trata a Lei n® 11.794, de 2008; e

lll - Comprove ter disponivel estrutura fisica adequada e pessoal qualificado para o
manuseio, ensino e pesquisa cientifica com a utilizacéo ou criacéo de animais.

Secao Vi
Da Tramitacao dos Recursos e Processos

Art. 30°. Os requerimentos de credenciamento das instituicoes no CONCEA se-
rao encaminhados a sua Secretaria-Executiva, sendo seu procedimento definido
pelo Conselho.

Art. 31°. Os demais processos e recursos submetidos ao CONCEA obedecerao
ao tramite definido nesta Segéao.

Art. 32°. O requerimento sera protocolado na Secretaria-Executiva do CONCEA,
autuado e devidamente instruido.

Art. 33°. O processo sera distribuido, por sorteio, a um dos membros de determi-
nada camara, para relatoria e elaboracao de parecer.

Art. 34°. O parecer sera submetido a uma ou mais camaras permanentes ou
temporarias para formagao e aprovacao do parecer final.

Art. 35°. O parecer final, apds sua aprovacdo nas camaras permanentes ou tem-
porérias para as quais o processo foi distribuido, sera encaminhado ao plenario
do CONCEA para deliberagao.

Art. 36°. O voto vencido de membro de cdmara permanente ou temporaria deve-
ra ser apresentado de forma expressa e fundamentada e sera consignado como
voto divergente no parecer final para apreciacéo e deliberagao do plenario.

Art. 37°. Os processos para apuracao de infragao administrativa seguirdo o rito
deste artigo.
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Apos autuado e instruido pela Secretaria-Executiva do CONCEA, o processo
serd distribuido, por sorteio, a um relator, que abrira prazo de vinte dias para
defesa do representado.

Decorrido o prazo previsto no § 1°, com ou sem manifestacao do represen-
tado, o relator podera requerer novas diligéncias a Secretaria-Executiva do
CONCEA e, ap¢s, remeter os autos a Consultoria Juridica do Ministério da
Ciéncia e Tecnologia, para parecer.

Apds o parecer da Consultoria Juridica, o relator abrird prazo de vinte dias
para alegacoes finais do representado.

Decorrido o prazo previsto no § 3°, com ou sem manifestagao do represen-
tado, o relator apresentara o processo, em até vinte dias, para inclusao na
pauta da préoxima reunido do Plenario.

A decisdo pela aplicagdo das sangbes previstas nos arts. 17 e 18 da Lei
n°® 11.794, de 2008, s6 podera ser tomada com o voto favoravel da maioria
absoluta dos membros do CONCEA.

Art. 38°. O CONCEA adotara as providéncias necessarias para resguardar as in-
formagoes sigilosas, de interesse comercial, apontadas pelo proponente e assim
consideradas pelo Conselho, desde que sobre essas informacdes nao recaiam
interesses particulares ou coletivos constitucionalmente garantidos.

A fim de que seja resguardado o sigilo a que se refere o caput, o requerente
devera dirigir ao Presidente do CONCEA solicitacao expressa e fundamenta-
da, contendo a especificacao das informagodes cujo sigilo pretende resguardar.

O pedido sera decidido por despacho fundamentado, contra o qual cabera
recurso ao plenario, em procedimento a ser estabelecido no regimento inter-
no do CONCEA, garantido o sigilo requerido até decisao final em contrario.

O requerente podera optar por desistir do pleito, caso tenha seu pedido de
sigilo indeferido definitivamente, hipdtese em que seréa vedado ao CONCEA
dar publicidade a informagao objeto do pretendido sigilo.

Art. 39°. Os érgaos e entidades de registro e fiscalizacao requisitardo acesso a deter-
minada informacéao sigilosa, desde que indispensavel ao exercicio de suas fungoes,
em peticdo que fundamentara o pedido e indicara o agente que a ela teré acesso.

Art. 40°. Os demais casos nao previstos neste Capitulo serdo definidos pelo regi-
mento interno do CONCEA.
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CAPITULO IlI

DO CADASTRO DAS INSTITUICOES DE USO CIENTIFICO DE ANIMAIS - CIUCA

Art. 41°. Fica criado o Cadastro das Instituicbes de Uso Cientifico de Animais
- CIUCA, a ser implementado pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia e adminis-
trado pela Secretaria-Executiva do CONCEA, conforme normas expedidas por
aquele Ministério, e destinado ao registro:

|- Das instituicOes para criagao ou utilizagao de animais com finalidade de en-
sino e pesquisa cientffica;

Il - Dos protocolos experimentais ou pedagoégicos, aplicaveis aos procedimen-
tos de ensino e projetos de pesquisa cientifica realizados ou em andamento
no Pais, assim como dos pesquisadores, a partir de informacoes remetidas
pelas CEUAs; e

Il - Das solicitagdes de credenciamento no CONCEA.

Art. 42°. A instituicdo de direito publico ou privado que pretender realizar pes-
quisa cientifica ou apenas desenvolvimento tecnoldgico, em laboratérios de ex-
perimentacao animal, 0 que engloba, no &mbito experimental, a construcéo e
manutencao de laboratérios ou biotérios, a manipulagéo, o transporte, a transfe-
réncia, 0 armazenamento, eutanasia, ou qualquer uso de animais com finalidade
didética, de pesquisa cientifica ou desenvolvimento tecnoldgico, devera requerer
junto ao CONCEA o seu credenciamento.

Paragrafo Unico. O CONCEA estabelecera os critérios e procedimentos para requeri-
mento, emissao, revisao, extensdo, suspensao e cancelamento do credenciamento.

CAPITULO IV

DAS COMISSOES DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUAs

Art. 43°. As CEUAs deverdo ser compostas por membros titulares e respecti-
vos suplentes, designados pelos representantes legais das instituicdes, e serdo
constituidas por cidadaos brasileiros de reconhecida competéncia técnica e no-
tério saber, de nivel superior, graduado ou pés-graduado, e com destacada ati-
vidade profissional em areas relacionadas ao escopo da Lei n°® 11.794, de 2008.

Art. 44°. Compete as CEUAs, no ambito das instituicbes onde constituidas:
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|- Cumprir e fazer cumprir, no &mbito de suas atribuicdes, o disposto na Lei
n° 11.794, de 2008, e nas demais normas aplicaveis a utilizacdo de animais
para ensino e pesquisa, especialmente nas resolucdes do CONCEA;

Il - Examinar previamente os protocolos experimentais ou pedagdgicos aplica-
veis aos procedimentos de ensino e projetos de pesquisa cientifica a serem
realizados na instituicdo a qual esteja vinculada, para determinar sua com-
patibilidade com a legislagao aplicavel,

Il - Manter cadastro atualizado dos protocolos experimentais ou pedagdgicos,
aplicaveis aos procedimentos de ensino e projetos de pesquisa cientifica
realizados, ou em andamento, na instituigao, enviando copia ao CONCEA,;

IV - Manter cadastro dos pesquisadores e docentes que desenvolvam protoco-
los experimentais ou pedagogicos, aplicaveis aos procedimentos de ensino
e projetos de pesquisa cientifica, enviando cépia ao CONCEA,;

V - Expedir, no ambito de suas atribuicbes, certificados que se fizerem neces-
sarios perante 6rgaos de financiamento de pesquisa, periédicos cientificos,
CONCEA ou outras entidades ligadas ao objeto deste Decreto;

VI - Notificar imediatamente ao CONCEA e as autoridades sanitarias a ocorrén-
cia de qualquer acidente com o0s animais nas instituicdes credenciadas, for-
necendo informacoes que permitam acdes saneadoras;

VIl - Estabelecer programas preventivos e de inspegao para garantir o funciona-
mento e a adequagéo das instalacdes sob sua responsabilidade, dentro dos
padroes e normas definidas pelo CONCEA;

VIII -Manter registro do acompanhamento individual de cada atividade ou projeto
em desenvolvimento que envolva ensino ou pesquisa cientifica realizados,
ou em andamento, na instituicao, e dos pesquisadores que realizem proce-
dimentos de ensino e pesquisa cientifica; e

|- Constatado qualquer procedimento em descumprimento as disposigcoes
da Lei n® 11.794, de 2008, na execucao de atividade de ensino ou pesquisa
cientifica, a respectiva CEUA determinara a paralisagdo de sua execucéo,
até que a irregularidade seja sanada, sem prejuizo da aplicagado de outras
sancdes cabiveis.

Il - Quando se configurar a hipétese prevista no § 1°, a omissao da CEUA acar-
retara sancdes a instituicdo, nos termos dos arts. 17 a 20 da Lei n® 11.794,
de 2008.

Il - Das decistes proferidas pelas CEUAs cabe recurso, sem efeito suspensivo,
ao CONCEA.
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IV - Os membros das CEUAs responderéao pelos prejuizos que, por dolo, cau-
sarem as pesquisas ou ao desenvolvimento de protocolos relacionados a
pesquisa cientifica em andamento.

V- Os membros das CEUAs estao obrigados a resguardar o segredo industrial,
sob pena de responsabilidade.

Art. 45°, Os demais casos nao previstos neste Capitulo serdo definidos pelo
regimento interno do CONCEA.

CAPITULO V

DAS INFRACOES ADMINISTRATIVAS

Art. 46°. Considera-se infracao administrativa toda acdo ou omissao, de pessoa
fisica ou juridica, que viole as normas previstas na Lei n® 11.794, de 2008, neste
Decreto e demais disposicoes legais pertinentes, em especial:

|- Criar ou utilizar animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica como
pessoa fisica em atuagéo autbnoma;

[l - Criar ou utilizar animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica sem
estar credenciado no CONCEA ou em desacordo com as normas por ele
expedidas;

lIl - Deixar de oferecer cuidados especiais aos animais antes, durante e apds as
intervencdes recomendadas nos protocolos dos experimentos que consti-
tuem a pesquisa ou programa de aprendizado, conforme estabelecido pelo
CONCEA;

IV - Deixar de submeter o animal a eutanasia, sob estrita obediéncia as pres-
cricdes pertinentes a cada espécie, conforme as diretrizes do Ministério da
Ciéncia e Tecnologia, sempre que, encerrado o experimento ou em qual-
quer de suas fases, for tecnicamente recomendado aquele procedimento
ou quando ocorrer intenso sofrimento, ressalvada a hipétese do § 2° do art.
14 da Lein® 11.794, de 2008;

V- Realizar experimentos que possam causar dor ou angustia sem sedagéo,
analgesia ou anestesia adequadas, ressalvada a hipétese do inciso V;

VI - Realizar experimentos cujo objetivo seja o estudo dos processos relaciona-
dos a dor e a angustia sem autorizacéo especifica da CEUA,

VII - Utilizar bloqueadores neuromusculares ou relaxantes musculares em subs-
tituicao a substancias sedativas, analgésicas ou anestésicas;
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VIII - Reutilizar o mesmo animal depois de alcancado o objetivo principal do pro-
jeto de pesquisa;

IX - Realizar trabalhos de criagdo e experimentacdo de animais em sistemas
fechados em desacordo com as condicdes e normas de seguranga reco-
mendadas pelos organismos internacionais aos quais o Brasil se vincula;

X - Realizar, em programa de ensino, varios procedimentos traumaticos num
mesmo animal, sem que todos o0s procedimentos sejam executados duran-
te os efeitos de um Unico anestésico ou sem que o animal seja sacrificado
antes de recobrar o sentido;

Xl - Realizar pesquisa cientifica ou atividade de ensino reguladas por este De-
creto sem superviséo de profissional de nivel superior, graduado ou pés-
-graduado na éarea biomédica, conforme norma do CONCEA, vinculado a
entidade de ensino ou pesquisa por ele credenciada;

Xl - Exercer as atividades previstas no art. 11 da Lei n°® 11.794, de 2008, sem a
competente licenga do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

Art. 47°. Qualquer pessoa, constatando a ocorréncia de infragdo administrativa
prevista neste Decreto, podera dirigir representagdo ao 6rgao ou entidade de
fiscalizagdo competente, para efeito do exercicio de poder de policia.

Art. 48°. Sao competentes para lavrar auto de infracéo e remeté-lo ao CONCEA, os
orgaos de fiscalizacao dos Ministérios previstos no art. 21 da Lein® 11.794, de 2008,
nas respectivas areas de competéncias, sem prejuizo das atribuicbes das CEUAs.

Paragrafo Unico. Quando a infrag&o puder configurar crime ou contravencéo, ou
lesdo a Fazenda Publica ou ao consumidor, a autoridade fiscalizadora, além da
obrigagao do caput, representara junto ao 6érgdo competente para apuragao das
responsabilidades administrativa e penal.

CAPITULO VI

DAS SANCOES ADMINISTRATIVAS

Art. 49°. As infragbes administrativas, independentemente das medidas cautela-
res cabiveis, serdo punidas com as seguintes sancoes:

| - Aplicaveis a pessoas juridicas:
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a) adverténcia;

b) multa de R$ 5.000,00 (cinco mil reais) a R$ 20.000,00 (vinte mil reais);
c) interdigao temporaria;

d) suspenséao de financiamentos provenientes de fontes oficiais de
crédito e fomento cientifico;

e) interdicao definitiva.

Il - Aplicaveis a pessoas fisicas:

a) adverténcia;

b) multa de R$ 1.000,00 (mil reais) a R$ 5.000,00 (cinco mil reais);

C) suspencao temporaria;

d) interdigao definitiva para o exercicio da atividade regulada pela Lei
n°® 11.794, de 2008.

Art. 50°. Para a imposicao da pena e sua gradagao, o CONCEA levara em conta:

|- A gravidade da infragao;
II-  Os antecedentes do infrator quanto ao cumprimento da Lei n° 11.794, de
2008, deste Decreto e das normas expedidas pelo CONCEA;

lIl - As circunstancias agravantes;
IV - As circunstancias atenuantes;
V- Os danos advindos da infragao.

Paragrafo Unico. Para o efeito do inciso | do caput, as infracdes previstas neste
Decreto seréo classificadas em leves, graves e gravissimas, segundo os seguin-
tes critérios:

|- O grau de sofrimento gerado no animal;

Il - Os meios utilizados para consecucao da infragao;

lIl - As consequéncias, efetivas ou potenciais, para a salde animal,

IV - A culpabilidade do infrator.

Art. 51°. A adverténcia sera aplicada somente nas infragbes de natureza leve.

Art. 52°. A multa sera aplicada obedecendo a seguinte gradacao:
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|- Para pessoas juridicas:

a) de R$ 5.000,00 (cinco mil reais) a R$ 10.000,00 (dez mil reais) nas
infragbes de natureza leve;

b) de R$ 10.001,00 (dez mil e um reais) a R$ 15.000,00 (quinze mil
reais) nas infragoes de natureza grave;

c) de R$ 15.001,00 (quinze mil e um reais) a R$ 20.000,00 (vinte mil
reais) nas infracdes de natureza gravissima;

Il - Para pessoas fisicas:

a) de R$ 1.000,00 (mil reais) a R$ 2.000,00 (dois mil reais) nas infragbes
de natureza leve;

b) de R$ 2.001,00 (dois mil e um reais) a R$ 4.000,00 (quatro mil reais)
nas infragdes de natureza grave;

c) de R$ 4.001,00 (quatro mil e um reais) a R$ 5.000,00 (cinco mil reais)
nas infracdes de natureza gravissima.

Il - As multas poderao ser aplicadas cumulativamente com as demais sangoes
previstas neste Decreto.

Art. 53°. Os recursos arrecadados com a aplicagao de multas seréo destinados
ao CONCEA, para promocao e incentivo da utilizagao ética de animais em ativi-
dades de ensino e pesquisa cientifica.

Art. 54°. Os ¢érgaos e entidades fiscalizadores da administracéo publica federal po-
deréo celebrar convénios com os Estados, Distrito Federal e Municipios, para a exe-
cucéao de servicos relacionados a atividade de fiscalizagao prevista neste Decreto.
Art. 55°. As sangdes previstas nas alineas “c” e “d” do inciso | e na alinea “c” do
inciso Il do art. 49 serao aplicadas somente nas infragdes de natureza grave ou
gravissima.

Art. 56°. As sancdes previstas na alinea “e” do inciso | e na alinea “d” do inciso |l
do art. 49 serdo aplicadas somente nas infragbes de natureza gravissima.

Art. 57°. Se o infrator cometer, simultaneamente, duas ou mais infragoes, ser-lhe-
-ao aplicadas, cumulativamente, as san¢des cominadas a cada uma delas.
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CAPITULO VII

DAS DISPOSICOES FINAIS E TRANSITORIAS

Art. 58°. Em casos de interesse ou calamidade publica, assim declarado em ato
do Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, poderao ser dispensadas exigén-
cias previstas neste Decreto.

Paragrafo Unico. Para os efeitos deste Decreto, considera-se interesse publico os
fatos relacionados a saude publica, a nutricdo, a defesa do meio ambiente, bem
como aqueles de primordial importancia para o desenvolvimento tecnolégico ou
socioeconémico do Pals.

Art. 59°. O CONCEA, no prazo de até noventa dias de sua instalagao, definira
proposta para seu regimento interno, a ser submetida a aprovacédo do Ministro de
Estado da Ciéncia e Tecnologia.

Art. 60°. O credenciamento e o licenciamento de que tratam o inciso Il do art. 5° e
o art. 11 da Lei n°® 11.794, de 2008, respectivamente, so serdo exigiveis apos a
sua implementacéo pelos érgaos competentes.

Art. 61°. Este Decreto entra em vigor na data de sua publicagao.

Brasilia, 15 de julho de 2009; 188° da Independéncia e 121° da Republica.
LUIZ INACIO LULA DA SILVA

Sergio Machado Rezende

Este texto nao substitui o publicado no DOU de 16.7.2009

Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao

CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPER/MENTAQ/\O ANIMAL
RESOLUQ/\O NORMATIVA N° 17, DE 3 DE JULHO DE 2014

Dispde sobre o reconhecimento de métodos alternativos ao uso de animais em
atividades de pesquisa no Brasil e da outras providéncias.

O CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL -
CONCEA, no uso das atribuicdes que lhe confere o art. 5°, inciso lll, da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, resolve: CAPITULO |
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DAS DISPOSICOES PRELIMINARES

Art. 1°. Esta Resolugao Normativa dispde sobre o reconhecimento no pais de mé-
todos alternativos validados que tenham por finalidade a reducao, a substituicao
ou o refinamento do uso de animais em atividades de pesquisa, nos termos do in-
ciso lll do art. 5 da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e sua regulamentacao.

Art. 2°. Para os efeitos desta Resolugcao Normativa, considera-se:

- Método Alternativo: qualquer método que possa ser utilizado para substituir,
reduzir ou refinar o uso de animais em atividades de pesquisa;

- Método Alternativo validado: método cuja confiabilidade e relevancia para deter-
minado proposito foram determinadas por meio de um processo que envolve os
estagios de desenvolvimento, prévalidagéo, validagdo e revisdo por especialis-
tas, o qual esta em conformidade com os procedimentos realizados por Centros
para Validagao de Métodos Alternativos ou por estudos colaborativos internacio-
nais, podendo ter aceitacéo regulatéria internacional;

- Método Alternativo Reconhecido: é o método alternativo validado que foi reco-
nhecido pelo CONCEA. CAPITULO I

DA VALIDAGAO E RECONHECIMENTO DE METODOS ALTERNATIVOS AO
USO DE ANIMAIS EM ATIVIDADES DE PESQUISA

Art. 3°. As instituicbes interessadas em validar métodos alternativos ao uso de
animais em atividades de pesquisa deverdo estar associadas a Rede Nacional
de Métodos Alternativos (RENAMA), criada por meio da Portaria n°® 491, de 03 de
julho de 2012, do Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovagao (MCTI).

Art. 4°. O CONCEA podera reconhecer o método alternativo validado por Centros
para Validacao ou por estudos colaborativos internacionais publicados em com-
péndios oficiais.

Art. 5° O reconhecimento do método alternativo validado ocorrera por delibe-
ragao plenaria do CONCEA, considerando o parecer da Camara de Métodos
Alternativos, ouvidos os 6rgaos oficiais pertinentes.

Paragrafo Unico. Apds o reconhecimento pelo CONCEA do método alternativo,
fica estabelecido o prazo de até 5 (cinco) anos como limite para a substituicdo
obrigatéria do método original pelo método alternativo.
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CAPITULO VIII

DAS DISPOSICOES FINAIS E TRANSITORIAS

Art. 6°. O CONCEA publicara no Diério Oficial da Unido e mantera em seu sitio
eletronico a lista de métodos alternativos reconhecidos.

Art. 7°. O CONCEA decidira sobre as situacdes ndo previstas nesta Resolugao
Normativa.

Art. 8°. Esta Resolugao Normativa entra em vigor na data de sua publicacao no
Diério Oficial da Uniao.

CLELIO CAMPOLIMA DINIZ (D.O.U. de 04/07/2014, Segéo |, Pag. 51.)

Presidente do Conselho

Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao
GABINETE DO MINISTRO

RESOLUCAO NORMATIVA N° 18, DE 24 DE SETEMBRO DE 2014

Reconhece métodos alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa
no Brasil, nos termos da Resolugao Normativa n° 17, de 03 de julho de 2014, e
da outras providéncias.

O CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL -
CONCEA, no uso das atribuicdes que Ihe confere o art. 5°, inciso Ill, da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, resolve:

Art. 1°. Esta Resolucéo Normativa reconhece o uso no pais de métodos alterna-
tivos validados, que tenham por finalidade a reducao, a substituicdo ou o refina-
mento do uso de animais em atividades de pesquisa, nos termos do inciso Ill do
art. 5° da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, e sua regulamentagao.

Art. 2°. Para os efeitos desta Resolucdo Normativa, 0 CONCEA reconhece os 17
(dezessete) métodos alternativos agrupados nos 07 (sete) desfechos a seguir:
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- Para avaliacao do potencial de irritacao e corrosao da pele:

Método OECD TG 430 - Corroséao dérmica in vitro: Teste de Resisténcia Elétrica
Transcutanea;

Método OECD TG 431 - Corrosdo Dérmica in vitro: Teste da Epiderme Humana
Reconstituida;

Método OECD TG 435 - Teste de Barreira de Membrana in vitro; e

Método OECD TG 439 - Teste de irritagao Cutanea in vitro.

- Para avaliagao do potencial de Irritagao e corrosao ocular:

Método OECD TG 437 - Teste de Permeabilidade e Opacidade de Cérnea Bovina;
Método OECD TG 438 - Teste de Olho Isolado de Galinha; e
Método OECD TG 460 - Teste de Permeagéao de Fluoresceina.

- Para avaliagao do potencial de Fototoxicidade:
Método OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.

IV - Para avaliacéo da absorgao cutanea:
Método OECD TG 428 - Absorgao Cutanea método in vitro.

- Para avaliagao do potencial de sensibilizagao cutanea:
a) Método OECD TG 429 - Sensibilizagdo Cutanea:

Ensaio do Linfonodo Local; e Método OECD TG 442A e 442B - Versbes nao ra-
dioativas do Ensaio do Linfonodo Local.

- Para avaliaggo de toxicidade aguda:

Método OECD TG 420 - Toxicidade Aguda Oral - Procedimento de Doses Fixas;
Método OECD TG 423 - Toxicidade Aguda Oral - Classe Toxica Aguda;
Método OECD TG 425 - Toxicidade Aguda Oral - procedimento “Up and Down”; e

Método OECD TG 129 - estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda
oral sistémica.

- Para avaliacdo de genotoxicidade:
Método OECD TG 487 - Teste do Micronucleo em Célula de Mamifero in vitro.
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Art. 3°. As aplicagbes especificas de cada um dos métodos previstos no art.
2° desta Resolugéo Normativa, bem como a determinacéo de se destinarem a
substituicao total, a substituigao parcial ou a redugéo, encontram-se descritas no
proprio método e, como tal, devem ser respeitadas.

Art. 4°. Os métodos alternativos descritos no art. 2° desta Resolugdo Normati-
va encontram-se formalmente validados por centros internacionais de validacéao,
seguindo a Diretriz 34 da OECD, e possuem aceitacao regulatéria internacional.

Paragrafo Unico. Com o reconhecimento dos métodos alternativos descritos no art.
2° desta Resolugao Normativa, fica estabelecido o prazo de até 05 (cinco) anos como
limite para a substituicdo obrigatéria do método original pelo método alternativo.

Art. 5°. Esta Resolucdo Normativa entra em vigor na data de sua publi-
cagéo no Diario Oficial da Unido. CLELIO CAMPOLINA DINIZ (D.O.U. de
25/09/2014, Secéao |, Pag. 9.)

Nota Explicativa do CONCEA sobre a Resolugao Normativa n°® 17, de 3 de
julho de 2014.

O CONCEA, criado pela Lei n® 11.794, de 2008, e regulamentado pelo Decreto
n° 6.899, de 2009, é a autoridade nacional responsavel por formular e zelar pelo
cumprimento das normas relativas a utilizagdo humanitaria de animais com finali-
dade de ensino ou pesquisa cientifica, tendo o dever de definir os critérios, limites
e definicdes estabelecidas por aquela Lei.

A Resolugao Normativa n° 17, publicada em 3 de julho de 2014, suprindo a au-
séncia da definicdo na Lei n°® 11.794 de 2008 do que seriam Métodos Alternativos,
em seu artigo 2° considera:

— Meétodo Alternativo: qualquer método que possa ser utilizado para substituir,
reduzir ou refinar o uso de animais em atividades de pesquisa;

— Método Alternativo Validado. método cuja confiabilidade e relevancia para de-
terminado proposito foram determinadas por meio de processo que envolve es-
tagios de desenvolvimento, pré-validacéo, validacéo e reviséo por especialistas,
em conformidade com os procedimentos realizados por Centros para Validagao



Legislacao e regulamentacao

de Métodos Alternativos ou por estudos colaborativos internacionais, podendo
ter aceitagao regulatéria internacional; e

Método Alternativo Reconhecido: é o método alternativo validado que foi reco-
nhecido pelo CONCEA.

Em outras palavras, no entendimento do CONCEA, que considera o principio dos
3R’s e observa o art 2° do Decreto n°® 6.899/2009, constitui-se método alternativo
procedimentos validados e internacionalmente aceitos que garantam resultados
semelhantes e com reprodutibilidade para atingir, sempre que possivel, a mesma
meta dos procedimentos substituidos por metodologias que utilizem animais; usem
animais de diferentes Ordens; empreguem menor nimero de animais; utilizem sis-
temas orgéanicos ex-vivos; ou, ao menos, diminuam ou eliminem o desconforto.

Contudo, é importante enfatizar que a validacéo de métodos alternativos é restrita
aos testes utilizados em pesquisa cientifica, ndo existindo processo de validagéo
para métodos alternativos para ensino.

Como um todo, a Resolucao Normativa n° 17/2014 foi elaborada reforcando a pri-
meira preocupacéo do CONCEA, que é o bem-estar animal e cujas acdes visam
assegurar a dignidade e o respeito a vida. Dessa forma a Resolugdo Normativa
n° 17/2014 vai além de se dedicar a substituicdo total dos métodos que utilizam
animais sencientes. Sua redacao procura contemplar a perspectiva dos 3R’s, in-
dicando que Métodos Alternativos podem, além de substituir, reduzir ou refinar a
utilizagdo de animais sencientes, sem contudo, relevar a necessidade ética da se-
guranca da avaliacado de produtos, tais como novos medicamentos e vacinas ou
diagndstico e controle de doengas infecciosas para todas as espécies animais.

Assim, além de definir o que é método alternativo validado, a Resolucdo Norma-
tiva n° 17/2014 estabelece que a partir do seu reconhecimento pelo CONCEA,
seja dado um prazo maximo de 5 anos para que seu uso seja obrigatério em
todo o territério brasileiro. Esse periodo é importante para que toda a cadeia
produtiva, isto é, capacitacdo técnica de pessoal, adequagéo de processos e
equipamentos, que dependa das avaliacdes obtidas por esses métodos, possa
se adaptar corretamente, sem comprometer, inclusive, a confianga nos métodos
reconhecidos pelo CONCEA.

49



50

» ACFB/ANF ABDI

Tendo em vista duas representagdes contrarias a Resolugdo Normativa n°
17/2014, alegando que a definicdo de métodos alternativos, engloba além da
substituicao, reducédo ou refinamento no uso de animais em atividades de ensino
ou pesquisa cientifica, quando, no entender das Procuradorias, método alterna-
tivo seria apenas aquele que leva a substituicdo de animais, a Consultoria Juri-
dica do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagao — MCTI elaborou o parecer
explicativo n°® 838/2014/CONJUR-MCTI/CGU/AGU/ffs. Esse parecer conclui, de
maneira muito bem fundamentada, sobre a legalidade e constitucionalidade da
Resolugao Normativa n® 17/2014, reforgando que consiste em um importante ins-
trumento para a introdugao, validagédo e implementagédo de métodos alternativos
ao uso de animais em atividade de ensino ou de pesquisa cientifica no Pals.

O parecer esclarece que ndo ha, como afirmado pelo Ministério Pdblico, uma
autorizagao aos laboratérios a cometerem crime por maus-tratos, uma vez que
as atividades dos referidos laboratérios sdo monitoradas pelo CONCEA e devem
seguir 0s preceitos preconizados pela Lei n° 11.794/2008.

O parecer esclarece que o CONCEA nao esta atuando no sentido oposto ao
desejado pela sociedade e preconizado pela legislagcdo, mas sim permitindo que
haja, de forma segura, uma significativa reducdo do nimero de animais utiliza-
dos, e que gradativamente, a medida em que ocorre 0 avango da ciéncia e tec-
nologia, resulte na sua substituicao.

Exemplificando, um teste alternativo validado e reconhecido permite reduzir o
nUmero de animais. Além disso, amostras de tecidos, células isoladas ou 6rgaos
retirados de carcagas destinadas a alimentacdo obtidos em abatedouros ou fri-
gorificos podem ser utilizados nesses protocolos. Reitera-se que a validacéo e
o reconhecimento dos métodos alternativos garante a seguranca exigida pelas
agéncias governamentais responsaveis pela disponibilizacdo dos produtos tes-
tados a populacéo.

Dessa forma, o parecer conclui manifestando-se pela legalidade e constituciona-
lidade da Resolugao Normativa n® 17, de 3 de julho de 2014.
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Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagcées e Comunicagoes
CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL
RESOLUGAO NORMATIVA N° 31, DE 18 DE AGOSTO DE 2016

Reconhece métodos alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa
no Brasil.

O CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL -
CONCEA, no uso das atribuicées que Ihe confere o art. 5°, inciso lll, da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, resolve:

Art. 1°, Esta Resolugdo Normativa reconhece o uso no pais de métodos alterna-
tivos validados, que tenham por finalidade a reducéo, a substituicdo ou o refina-
mento do uso de animais em atividades de pesquisa, nos termos do inciso lll, do
art. 5°, da Lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008, e sua regulamentacao.

Art. 2°. Para os efeitos desta Resolugdo Normativa, o Conselho Nacional de Con-
trole de Experimentagao Animal - CONCEA reconhece os 7 (sete) métodos alter-
nativos agrupados nos 4 (quatro) desfechos a seguir:

| - Avaliag&o do potencial de irritacéo e corrosao ocular:

a) Método OECD TG 491 - Teste in vitro de curta duracéo para danos
oculares;
b) Método OECD TG 492 - Epitélio corneal humano reconstruido;

Il - Avaliagao do potencial de sensibilizagao cutanea:

Método OECD TG 442C - Sensibilizagcao cuténea in chemico;
Método OECD TG 442D - Sensibilizagao cuténea in vitro;

Il - avaliagado de toxicidade reprodutiva:

Método OECD TG 421 - Teste de triagem para toxicidade reprodutiva e do
desenvolvimento;

Método OECD TG 422 - Estudo de toxicidade repetida combinado com teste de
toxicidade reprodutiva; e
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IV - Avaliagdo da contaminagéo pirogénica em produtos injetaveis:

a) Teste de Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira).
Art. 3° As aplicagdes especificas de cada um dos métodos previstos no art. 2°
desta Resolucao Normativa, bem como a determinacéo de se destinarem a subs-
tituicao total, a substituicdo parcial ou a reducéo, encontram-se descritas no proé-
prio método e, como tal, devem ser respeitadas.

Art. 4° Os métodos alternativos descritos no art. 2° desta Resolugao Normativa
encontram-se formalmente validados por centros internacionais de validacao, se-
guindo o Guia 34 da OECD, e possuem aceitagao regulatoria internacional.

Paragrafo Unico. Com o reconhecimento dos métodos alternativos descritos no art. 2°
desta Resolugao Normativa, fica estabelecido o prazo de até 05 (cinco) anos como
limite para a substituicdo obrigatéria do método original pelo método alternativo.

Art. 5° Esta Resolucdo Normativa entra em vigor na data de sua publicagéo no
Diério Oficial da Unido. GILBERTO KASSAB (DOU de 19/08/2016, Secao |, Pag.04

Ministério da Saude - MS
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA

RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N° 35, DE 7
DE AGOSTO DE 2015

(Publicada no DOU n° 151, de 10 de agosto de 2015)

Dispde sobre a aceitagdo dos métodos alternativos de experimentagdo animal
reconhecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal -
Concea.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso das
atribuicdes que lhe conferem os incisos lll e IV, do art. 15, da Lei n°® 9.782, de 26
de janeiro de 1999, inciso V e §§ 1° e 3° do art. 58 do Regimento Interno aprova-
do nos termos do Anexo | Resolugao da Diretoria Colegiada - RDC n° 29, de 21
de julho de 2015, publicada no D.O.U de 23 de julho de 2015, tendo em vista o
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disposto nos incisos lll, do art. 2°, lll e IV, do art. 7° da Lei n© 9.782, de 1999, e 0
Programa de Melhoria do Processo de Regulamentagéo da Agéncia, instituido
por Portaria n® 422, de 16 de abril de 2008, em Reuniao Ordinéria Publica — ROP
014, realizada em 30 de julho de 2015, adota a seguinte Resolugao da Diretoria
Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicagéo:

Art. 1° Esta Resolugao dispbe sobre a aceitagdo pela Agéncia Nacional de Vi-
gilancia Sanitaria — Anvisa dos métodos alternativos de experimentagdo animal
reconhecidos no Brasil pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal — Concea, que objetivam a substituicao, a reducao ou o refinamento do
uso de animais em atividades de pesquisa, nos termos da Lei N° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, e sua regulamentacao.

Art. 2° Nas peticdes submetidas a andlise pela Anvisa sdo aceitos os métodos
alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa reconhecidos pelo
Concea, nos termos da Resolucdo Normativa N° 17, de 03 de julho de 2014.

Paragrafo Unico. Excetuam-se do previsto no caput deste artigo os casos especificos
em que a Anvisa, mediante justificativa técnica devidamente fundamentada, apre-

sente a inadequacéo e inaplicabilidade dos métodos reconhecidos pelo Concea.

Art. 3° As regras previstas no Art. 2° aplicam-se também as petigdes pendentes
de analise na data de publicagao desta Resolugao no Diario Oficial da Uni&o.

Art. 4° Esta Resolugao entra em vigor na data da sua publicacéo no Diério Oficial
da Uni&o.

JARBAS BARBOSA DA SILVA JR.

DIRETOR-PRESIDENTE
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Corrosao da pele in vitro: método de teste
de resisténcia elétrica transcutanea (TER)

Adotado: 28 de julho de 2015

Diretriz da OECD Para o Ensaio
de Substancias Quimicas - 430

Corroséao cutanea in vitro: método de teste
de resisténcia elétrica transcutanea (TER)

INTRODUCAO

1. A corroséo cutanea refere-se a produgéo de danos irreversiveis na pele que
se manifestam como necrose visivel através da epiderme e na derme, apos a
aplicagéo de uma substancia quimica de teste [definido pelo Sistema Global de
Harmonizacao de Classificacao e Rotulagem das Nacoes Unidas (ONU) de subs-
tancias quimicas (GHS)]". Esta Diretriz 430 atualizada fornece um procedimento
in vitro que permite a identificacdo de substancias e misturas nao-corrosivas e
corrosivas de acordo com o GHS da ONU®,

2. A avaliacao da corrosividade da pele envolve normalmente a utilizagéo de ani-
mais de laboratério (OECD Diretriz 404 foi originalmente adotada em 1981 e
revista em 1992, 2002 e 2015)®@. Além da atual Diretriz 430, outros métodos de
testes in vitro para testar o potencial de corrosao da pele de substancias quimicas
foram validados e adotados como Diretriz 431® e 435% da OECD, que também
sdo capazes de identificar subcategorias de substancias quimicas corrosivas, se
necessario. Diversos métodos validados de testes in vitro foram adotados como
OECD Diretriz 439%), para serem usados no teste de irritacdo cutanea. Um do-
cumento sobre Abordagens Integradas de Testes e Avaliacado (AITA) para cor-
roséo e irritagédo da pele descreve varios médulos que agrupam diversas fontes
de informacao e ferramentas de andlise, fornecendo orientacéo sobre: (i) como
integrar e usar dados de teste e ndo-teste existentes para avaliagéo da irritagao
da pele e potenciais de corrosao cutanea de substancias quimicas e (ii) propde
uma abordagem quando s&o necessarios mais testes®,

3. Esta diretriz aborda a corrosdo terminal da pele na salde humana. Baseia-
-se no método de teste de resisténcia elétrica transcutanea da pele do rato
(TER), que utiliza discos de pele para identificar produtos corrosivos pela sua
capacidade de produzir uma perda de integridade da camada cérnea normal
e fungdo de barreira. Esta diretriz foi originalmente adotada em 2004 e atuali-
zada em 2015 para se referir ao documento de orientagao da AITA.
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4. Para avaliar o teste de corros&o cutanea in vitro para fins regulatérios, foram con-
duzidos estudos de pré-validagao”, seguido de um estudo formal de validacdo do
método TER de pele de rato para avaliar a corroséo da pele®'. O resultado desses
estudos levou a recomendacéo de que o método de teste TER (denominado Mé-
todo de Referéncia Validado - VRM) poderia ser usado para fins regulatérios para a
avaliagdo da corrosividade cutanea in vivo(214),

5. Antes que, para fins regulatérios, se possa usar um método de teste in vitro
TER, similar ou modificado, para corrosdo cutanea diferente do VRM, devem
ser determinadas sua confiabilidade, relevancia (precisao) e limitagbes para
0 USO proposto para assegurar sua similaridade com o VRM, de acordo com
os requisitos dos Padroes de Desempenho™., A Aceitacdo Mutua de Dados
somente sera garantida depois que qualquer método de teste, novo ou atuali-
zado, tenha sido revisado e incluido seguindo o PS do Guia ter sido revisado
e incluido nesta diretriz.

DEFINICOES

6. As definicbes utilizadas sao fornecidas no anexo 1.

CONSIDERACOES INICIAIS

7. Um estudo de validacdo? e outros estudos publicados(®'” relataram que o
método de teste TER da pele de rato é capaz de diferenciar corrosivos cutaneo-
conhecidos e nao-corrosivos, com uma sensibilidade global de 94% (51/54) e
especificidade de 71% (48/68) para uma base de dados de 122 substancias.

8. Esta diretriz de teste aborda a corroséao cutanea in vitro. Permite a identificacéo
de substancias quimicas de teste nao-corrosivos e corrosivos de acordo com
o0 GHS da ONU®. Uma limitacao desta diretriz, como demonstrado pelos estu-
dos de validagao®'", é que ela nao permite a subcategorizagao de substancias
corrosivas e misturas de acordo com o GHS da ONU®™. O marco regulatério nos
paises membros decidira como esta diretriz sera usada. Embora esta diretriz nao
forneca informagdes adequadas sobre a irritagao cutanea, deve ser notado que a
OECD Diretriz 439 aborda especificamente o efeito sobre a salde da irritagao da
pele in vitro®. Para uma avaliagdo completa dos efeitos locais da pele apds uma
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Unica exposicdo dérmica, deve ser consultado o Documento de Orientacdo n°
203 sobre Abordagens Integradas para Testes de Avaliagao®.

9. Uma vasta gama de substancias quimicas, que representam principalmente subs-
tancias, foi testada na validacéo subjacente a esta diretriz e a base de dados empirica
do estudo de validagéo totalizou 60 substancias, abrangendo uma ampla gama de
classes de substancias quimicas®®. Com base nos dados gerais disponiveis a Dire-
triz & aplicavel a uma diversa gama de classes quimicas e estados fisicos, incluindo
liquidos, semi-sdlidos, sélidos e ceras. Todavia, uma vez que para alguns estados fi-
sicos especfificos dados de referéncia adequados nao estéao disponiveis, deve-se ter
em mente que um nUmero pequeno de ceras e sélidos corrosivos foi avaliado durante
a validagdo. Os liquidos podem ser aquosos ou nao aquosos; os sélidos podem ser
sollveis ou insolUveis em agua. Nos casos em que possam ser demonstradas provas
da n&o aplicabilidade da Diretriz a uma categoria especifica de substancias a Diretriz
ndo deve ser utilizada para essa categoria. Além disso, presume-se que esta diretriz
seja aplicavel a misturas como uma extenséo de sua aplicabilidade a substancias. No
entanto, devido ao fato de as misturas abrangerem um amplo espectro de categorias e
composicao, e que atualmente apenas estao disponiveis informagoes limitadas sobre
0 teste de misturas, n&o se deve usar a Diretriz nos casos em que podem ser demons-
tradas provas da n&o aplicabilidade desta diretriz aquela categoria especifica de mis-
turas (seguindo uma estratégia como proposta por Eskes et al., 2012, por exemplo)('®.
Antes de usar a Diretriz em uma mistura para gerar dados com finalidade regulatéria,
deve-se considerar se, € por quais razoes, ela pode fornecer resultados adequados
para essa finalidade. Tais consideragdes ndo séo necessarias quando ha uma exigén-
cia regulamentar para o teste da mistura. Gases e aerossois ainda néo foram avaliados
em estudos de validagao®?. Embora seja concebivel que possam ser testados usando
o método de teste TER, o Guia de Teste atual ndo permite testes de gases e aerossois.

PRINCIPIO DO TESTE

10. A substancia quimica em estudo é aplicada durante 24 horas nas superficies
epidérmicas dos discos de pele, num sistema de teste de dois compartimentos,
no qual os discos de pele funcionam como a separagéo entre os compartimentos.
Os discos de pele sao retirados de ratos eutanasiados, com idades entre 28 e 30
dias. As substancias quimicas corrosivas séo identificados por sua capacidade de
produzir uma perda da integridade e fungdo de barreira do estrato cérneo normal,
que é medida como uma redugéo no TER abaixo de um limiar® (ver paragrafo 32).
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Para o TER da pele de rato, um valor de corte de 5kQ foi selecionado com base em
dados extensivos para uma ampla gama de substancias, onde a grande maioria
dos valores estava claramente bem acima (frequentemente >10kQ), ou bem abai-
xo (frequentemente <3k€) deste valor(®. Geralmente, as substancias quimicas de
teste que n&o sdo corrosivas em animais, mas sao irritantes ou ndo irritantes, nao
reduzem o TER abaixo deste valor de corte. Além disso, o uso de outras prepara-
¢Oes para a pele ou outros equipamentos pode alterar o valor de corte, necessitan-
do de validacéo adicional.

71. Um passo de ligagédo de corante é incorporado no procedimento de teste
para testes de confirmagéo de resultados positivos no TER, incluindo valores em
torno de 5kQ. A etapa de ligacdo do corante determina se o aumento da per-
meabilidade iénica é devido a destruicao fisica do estrato cérneo. O método TER
utilizando pele de rato mostrou ser preditivo de corrosividade in vivo no coelho
avaliado sob a Diretriz 404® da OECD.

DEMONSTRAGAO DE PROFICIENCIA

12. Antes do uso rotineiro do método de teste TER de pele de rato que atende a
esta Diretriz, os laboratérios devem demonstrar proficiéncia técnica, classificando
corretamente as doze Substancias de Proficiéncia recomendadas na tabela 1.
Em situagbes onde uma substancia listada nao esta disponivel ou quando justi-
ficavel, pode ser usada outra substancia para a qual estejam disponiveis dados
de referéncia in vivo e in vitro adequados (por exemplo, da lista de substancias
quimicas de referéncia®), desde que sejam aplicados os mesmos critérios de
selecao descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Lista de substancias de proficiéncia

Cat. UN GHS | Cat. VRM
P Classe baseada em baseada em | Estado 7]
TSI Golintile] Quimica®? | resultados resultados fisico pH
in vitro® in vitro
Corrosivos in vivo
N, N-Dimetil -
dipropilenotriamina 10563-29-8 Base organica | 1A 6XC L 8.3
1,2-diaminopropano 78-90-0 Base organica | 1A 6XC L 8.3
Acido sulfdrico a 10% 7664-93-9 | Acido (10) 1B/1C 5%C 1XNC L 12
inorganico
Hidroxido de potéssio Acido
(10% aq) 1310-58-3 inorganico (1A) 1B/1C 6XC L 13.2
Acido Octanoico 124-07-2 Base organica | 1B/1C 6XC L 36
(Caprilico)
2-tert-butilfenol 88-18-6 Fenol 1B/1C 4xC 2xNC L 39
Nao-corrosivos in vivo
Acio isoestedrico o724-585 | Acido NC 6XNC L 36
organico
4-Amino-1,2,4-triazol 584-13-4 Base organica | NC 6xNC S 5.5
Brometo de fenetilo 103-63-9 Eletrofilo NC 6xNC L 3.6
4- (Metiltio) - benzaldeido | 3446-89-7 Eletréfilo NC 6xNC L 6.8
1,9-decadiene 1647-16-1 | Organico NC 6XNC L 39
neutro
2-tert-butilfenol 127184 | Organico NG 6XNC L 45
neutro

Abreviaturas: aq = aquoso; CASRN = Numero do Registro do Chemical Abstracts Service; UN GHS =
Sistema Global de Harmonizagdo das Nagées Unidas™; VRM = Método de Referéncia Validado; ND =
né&o determinado.

" As substancias de proficiéncia, classificadas primeiro por corrosivas versus ndo corrosivas, depois
por subcategoria corrosiva e depois por classe quimica, foram selecionadas das substancias utiliza-
das no estudo de validagdo do ECVAM do método de teste TER em pele de rato®?. Salvo indicacéo
em contrério, as substancias foram testadas no nivel de pureza obtido quando compradas de uma
fonte comercial®. A selecéo incluiu, na medida do possivel, substancias que: (i) s&o representativas
da gama de respostas de corrosividade (ndo-corrosivas; fracas a fortes) que o VRM é capaz de medir
ou prever; (i) s&o representativas das classes quimicas utilizadas no estudo de validagao; (iii) refletir
as caracteristicas de desempenho do VRM; (iv) ter estruturas quimicas bem definidas; (v) induzir re-
sultados definitivos no método de teste de referéncia in vivo; (vi) estdo comercialmente disponiveis; e
(vii) n&o estéao associados a custos proibitivos de descarte.

2Classe quimica atribuida por Barratt et al.®.

3 Os grupos de embalagem da ONU correspondentes sao |, Il e Ill, respectivamente, para o GHS 1A,
1B e 1C da ONU.

4 Os valores de pH foram obtidos de Fentem et al.® e Barratt et al.®.
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PROCEDIMENTO

13. Os Procedimentos Operacionais Padrao (Standard Operating Procedures - SOP)
para o método de teste de corroséo cutanea na pele de rato ja estao disponiveis.
Os métodos de teste TER de pele de rato abrangidos por esta diretriz devem cumprir
as seguintes condicoes:

Animais

14. Ratos devem ser usados porque a sensibilidade de sua pele a substancias
neste método de teste foi previamente demonstrada™ e é a Unica fonte de pele
que foi formalmente validada®®. A idade (quando a pele é coletada) e a linhagem
do rato s&o particularmente importantes para garantir que os foliculos capilares
estejam na fase de dorméncia antes do inicio do crescimento do pelo em adultos.

15. Os pelos dorsal € lateral de ratos jovens, com aproximadamente 22 dias de ida-
de, machos ou fémeas (descendentes de Wistar ou uma estirpe comparavel), sdo
cuidadosamente removidos com pequenos tosquiadores. Em seguida, os animais
séo lavados cuidadosamente, mergulhando a &rea raspada em solucéo antibioti-
ca (contendo, por exemplo, estreptomicina, penicilina, cloranfenicol e anfotericina,
em concentracoes eficazes para inibir o crescimento bacteriano). Os animais sao
lavados com antibiéticos novamente no terceiro ou quarto dia apds a primeira lava-
gem e sao utilizados dentro de 3 dias apods a segunda lavagem, quando o estrato
corneo se recuperou da depilacéo.

Preparacéo dos discos de pele

16. Animais sdo eutanasiados quando tém 28-30 dias de idade; essa idade é cri-
tica. A pele dorso-lateral de cada animal é removida e retirada do excesso de gor-
dura subcutanea, removendo com cuidado. Os discos de pele, com um didmetro
de aproximadamente 20mm cada, sado removidos. A pele pode ser armazenada
antes de usa-la nos discos, dado que ja foi comprovado que os dados de controle
positivo e negativo séo equivalentes aqueles obtidos com a pele fresca.

17. Cada disco de pele é colocado sobre uma das extremidades de um tubo de
PTFE (politetrafluoretileno), assegurando que a superficie epidérmica esteja em
contato com o tubo. Um anel de borracha “O” é encaixado na extremidade do
tubo para manter a pele no lugar e o excesso de tecido € removido. O anel de
borracha “O” é entéo cuidadosamente selado até o final do tubo de PTFE com
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vaselina. O tubo € apoiado por um clipe de mola dentro de uma cémara recep-
tora contendo solucao de MgSO4 (154mM) (figura 1). O disco de pele deve estar
totalmente submerso na solucéo de MgSO4. Até 10-15 discos de pele podem ser
obtidos a partir de uma Unica pele de rato. As dimensdes do tubo e do anel “O”
sao mostradas na figura 2.

18. Antes do inicio do teste, o TER de dois discos de pele é medido como um pro-
cedimento de controle de qualidade para cada pele do animal. Ambos os discos
devem fornecer valores de resisténcia elétrica maiores que 10kQ para o restante
dos discos a serem usados para o método de teste. Se o valor da resisténcia for
menor que 10kQ, os discos remanescentes dessa pele devem ser descartados.

Aplicacao das substancias quimicas e de controle de teste

19. Controles positivos e negativos simultaneos devem ser usados em cada en-
saio para assegurar 0 desempenho adequado do modelo experimental. Discos
de pele de um Unico animal devem ser usados em cada execugéo. As substan-
cias quimicas de teste de controle positivos e negativos sugeridas sao 10M de
acido cloridrico e agua destilada, respectivamente.

20. As substancias quimicas de teste liquidos (150uL) s&o aplicadas uniformemen-
te na superficie epidérmica dentro do tubo. Ao testar materiais sélidos, uma quanti-
dade suficiente do sélido é aplicada uniformemente ao disco para garantir que toda
a superficie da epiderme seja coberta. Agua deionizada (150ul) é adicionada por
cima do sélido e o tubo é suavemente agitado. Para atingir o maximo contato com
a pele, os sdlidos podem precisar ser aquecidos a 300°C para derreter ou amolecer
a substancia quimica em teste ou serem moidos para produzir um material ou p6
granular.

21. Trés discos de pele sdo usados para cada teste e substancia quimica de con-
trole em cada teste. As substancias quimicas de teste sdo aplicadas durante 24
horas a 20-230°C. A substancia quimica em teste é removida por lavagem com um
jato de &gua corrente a temperatura ambiente até nao haver mais outros materiais
para remocao.

Medicbées TER

22. A impedancia cutanea é medida como TER usando uma ponte de Wheats-
tone de baixa tenséo e corrente alternada™®. As especificacdes gerais da ponte
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sdo tensdo de operacéo de 1-3 volts, corrente alternada sinusoidal ou retangular de
50 - 1000Hz e faixa de medicao de pelo menos 0,1 - 30kQ. O banco de dados utili-
zado no estudo de validagdo mediu a indutancia, a capacitancia e a resisténcia até
os valores de 2000H, 2000F e 2MQ, respectivamente, nas frequéncias de 100Hz ou
1kHz, utilizando valores em série ou paralelos. Para efeitos do ensaio de corrosivida-
de TER, as medigdes sao registradas em resisténcia, a uma frequéncia de 100Hz e
utilizando valores de série. Antes de medir a resisténcia elétrica, a tenséo superficial
da pele é reduzida pela adigao de um volume suficiente de etanol a 70% para cobrir
a epiderme. Apds alguns segundos, o etanol é removido do tubo e o tecido é entdo
hidratado pela adicao de 3mL de solugéo de MgSO4 (154mM). Os eletrodos de ponte
séo colocados em cada lado do disco de pele para medir a resisténcia em kQ/disco
de pele (figura 1). As dimensodes do eletrodo e o comprimento do eletrodo exposto
abaixo dos clipes “jacaré” s&o mostrados na figura 2. O clipe conectado ao eletrodo
interno esta apoiado na parte superior do tubo de PTFE durante a medicéo da resis-
téncia para garantir que um comprimento consistente de eletrodo esteja submerso
na solugédo de MgSQO4. O eletrodo externo é posicionado dentro da camara do re-
ceptor, de modo que fique no fundo da cé&mara. A distancia entre o clipe de mola e a
parte inferior do tubo de PTFE é mantida constante (figura 2), porque essa distancia
afeta o valor de resisténcia obtido. Conseguentemente, a distancia entre o eletrodo
interno e o disco da pele deve ser constante e minima (1-2mm).

23. Se o valor da resisténcia medida for superior a 20kQ, isso pode ser devido
aos restos do revestimento quimico de teste da superficie epidérmica do disco
da pele. A remocao adicional deste revestimento pode ser tentada, por exemplo,
vedando o tubo de PTFE com um polegar enluvado e agitando-o durante apro-
ximadamente 10 segundos; a solugado de MgSO4 é descartada e a medicéo da
resisténcia é repetida com MgSO4 fresco.

24. As propriedades e dimensoes do aparato de teste e o procedimento expe-
rimental usado podem influenciar os valores de TER obtidos. O limiar corrosivo
de 5kQ foi desenvolvido a partir de dados obtidos com o equipamento e proce-
dimentos especificos descritos nesta diretriz. Diferentes valores de limiar e de
controle podem ser usados se as condi¢Oes do teste forem alteradas ou se for
utilizado um aparelho diferente. Portanto, é necessario calibrar a metodologia e
os valores do limiar de resisténcia testando uma série de substancias de pro-
ficiéncia escolhidas entre as substancias utilizadas no estudo de validagao®?,
ou de classes quimicas semelhantes as substancias investigadas. Um conjunto
de Substéancias de Proficiéncia adequadas ¢é identificado na tabela 1.
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Meétodos de ligacao de corante

25. A exposigao de certos materiais ndo-corrosivos pode resultar em uma redu-
¢ao da resisténcia abaixo do ponto de corte de 5kQ, permitindo a passagem de
fons através do estrato corneo, reduzindo assim a resisténcia elétrica®. Por exem-
plo, substancias organicas neutras e substancias que possuem propriedades
tensoativas (incluindo detergentes, emulsificantes e outros surfactantes) podem
remover os lipidios da pele, tornando a barreira mais permeavel aos ions. Assim,
se os valores de TER produzidos por essas substancias quimicas forem menores
ou cerca de 5kQ na auséncia de danos visualmente perceptiveis aos discos de
pele, uma avaliagao da penetragcdo do corante deve ser realizada nos tecidos de
controle e nos tecidos tratados para determinar se os valores de TER obtidos foram
o resultado do aumento da permeabilidade cutanea ou da corroséo cutanea™?.
No caso deste Ultimo, quando o estrato cérneo é rompido, o corante sulforhoda-
mina B, aplicado na superficie da pele, penetra rapidamente e mancha o tecido
subjacente. Este corante em particular é estavel a uma ampla gama de substan-
cias e ndo é afetado pelo procedimento de extracdo descrito abaixo.

Aplicacao e remogéo de corante Sulforhodamina B

26. Apbs a avaliagao do TER, o sulfato de magnésio é descartado do tubo e a
pele é cuidadosamente examinada quanto a danos evidentes. Se nao houver ne-
nhum dano mais evidente (como perfuragao), 150ul de uma diluicao de 10% (p/v)
em agua destilada do corante sulforhodamina B (acido vermelho 52; ClI 45100;
numero CAS 3520-42-1), € aplicado na superficie epidérmica de cada disco por
2 horas. Estes discos de pele sao lavados com agua corrente a temperatura am-
biente por aproximadamente 10 segundos para remover qualquer corante em ex-
cesso/ nao absorvido. Cada disco de pele é cuidadosamente removido do tubo
de PTFE e colocado num frasco (como um frasco de vidro de cintilacdo de 20mL)
contendo agua deionizada (8mL). Os frascos s&o agitados suavemente durante 5
minutos para remover qualquer corante adicional nao ligado. Este procedimento
de enxague € repetido, os discos de pele sdo removidos e colocados em frascos
contendo 5ml de dodecilsulfato de sddio (SDS) a 30% (p/v) em agua destilada e
sao incubados durante a noite a 600°C.

27. Apbs a incubacao, cada disco de pele é removido e descartado e a solugao
remanescente € centrifugada por 8 minutos a 210°C (forca centrifuga relativa ~
175 x g). Uma amostra de 1ml do sobrenadante é diluida 1 em 5 (v/v) [i.e. TmL
+ 4mL] com 30% (w/v) de SDS em agua destilada. A densidade 6ptica (DO) da
solugéo é medida a 565nm.
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Célculo do teor de corante

28. O teor de corante sulforhodamina B por disco é calculado a partir dos valores
de DO(9) (coeficiente de extincdo molar do corante sulforhodamina B a 565nm
= 8,7 x 104; peso molecular = 580). O teor de corante € determinado para cada
disco de pele pelo uso de uma curva de calibracdo apropriada e o teor médio de
corante é calculado para as réplicas.

Critérios de aceitacao

29. Os resultados médios de TER s&o aceitos se os valores de controle positivo e
negativo concomitantes estiverem dentro dos limites aceitaveis para o método no
laboratério. As faixas de resisténcia aceitaveis para a metodologia e o aparelho
descritos acima séo dadas na tabela a seguir:

30. Os resultados médios de ligagdo do corante sdo aceitos desde que os valo-
res do controle concorrente se situem dentro dos intervalos aceitaveis para o mé-
todo. Os intervalos de teor de corantes aceitaveis, sugeridos para as substancias
de controle para a metodologia e o aparelho descritos acima, s&o apresentados
no seguinte quadro:

Interpretacao de resultados

Controle Substancia Faixa de Resisténcia (k)
Positivo 10M é&cido cloridrico 0,5-1,0
Negativo Agua destilada 10-25

31. O valor de corte do TER que diferencia substancias quimicas de teste cor-
rosivas das ndo-corrosivas foi estabelecido durante a otimizagcdo do método de
teste, avaliado durante uma fase de pré-validacédo e confirmado em um estudo
de validagao formal.

Controle Substancia Faixa de conteido de corante (ug/disco)
Positivo 10M dcido cloridrico 40-100
Negativo Agua destilada 10-25

32. O modelo de previsao para o método de ensaio de corrosao “d” em pele de
rato®'9, associado ao sistema de classificagao UN GHS™, & dado a seguir:
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A substancia quimica em estudo é considerada n&o-corrosiva para a pele:

i) se o valor médio do TER obtido para a substancia quimica em teste for supe-
rior a (>) 5kQ, ou

i) o valor médio do TER obtido para a substancia quimica em teste é inferior ou
igual a (<) 5kQ e
» 0s discos da pele ndo apresentarem danos evidentes (perfuracéo); e

* 0 teor médio de corante do disco for inferior (<) ao teor médio do disco de
corante do HCI 10M de controle positivo, obtido simultaneamente (ver paréa-
grafo 30 para valores positivos de controle).

A substancia quimica em estudo é considerada corrosiva para a pele:

i) se o valor médio do TER obtido para a substancia quimica em teste for
inferior ou igual a (<) 5kQ e a pele nos discos esta claramente danificada
(perfurada); ou

i) o valor médio do TER obtido para a substancia quimica em teste é inferior ou
igual a (<) 5kQ; e
» 0s discos de pele ndo apresentam danos evidentes (perfuragdo), mas

* 0 teor médio de corante do disco & maior ou igual a (=) o teor médio de
corante do disco do controlo positivo de 10M HCI obtido concorrentemente
(ver paragrafo 30 para valores de controle positivos).

33. Um ensaio composto por, pelo menos, trés discos de pele replicados deve ser
suficiente para uma substancia quimica de ensaio se a classificagdo é inequivoca.
No entanto, nos casos de resultados limitrofes, como medidas repetidas nao con-
cordantes e/ou média de TER igual a 5 = 0,5kQ, um segundo teste independente
deve ser considerado, assim como um terceiro, no caso de resultados discordan-
tes entre os dois primeiros testes.

DADOS E RELATORIOS

Dados

34. Valores de resisténcia (kQ) e valores de teor de corante (ug/disco) para
a substancia quimica em teste, bem como para controles positivos e nega-
tivos devem ser relatados em forma tabular, sempre que apropriado, incluin-
do dados para cada disco replicado individual em cada teste de execugao
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e valores médios = desvio-padrao (SD). Todos os experimentos repetidos
devem ser relatados. Danos observados nos discos de pele devem ser rela-
tados para cada substancia quimica de teste.

Relatdrio de teste
35. O relatério do teste deve incluir as seguintes informagoes:

Substancias quimicas de teste e de controle:

* Substancia monoconstituinte: identificacdo quimica, como nome IUPAC ou
CAS, nimero CAS, cddigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza, identi-
dade quimica de impurezas conforme apropriado e possivel, etc.;

* Substancia multiconstituinte, UVCB e mistura: caracterizada, na medida do
possivel, por identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e proprie-
dades fisico-quimicas relevantes dos constituintes;

* Aparéncia fisica, solubilidade em agua e outras propriedades fisico-quimicas
relevantes;

* Fonte, nimero do lote, se disponivel;

» Tratamento da substancia quimica de teste/ substancia de controle antes do
teste, se aplicavel (aquecimento, moagem);

* Estabilidade da substancia quimica em estudo, data limite de uso ou data para
reanalise, se conhecida;

» Condigoes de armazenamento.

Animais de Teste:

* Linhagem/ raca e sexo usado;

* |dade dos animais se usados como animais doadores;
» Origem, condigao de moradia, dieta, etc.;

* Detalhes da preparagéo da pele.

Condicoes de teste:

* Curvas de calibragem dos aparelhos de teste;

* Curvas de calibragem para desempenho de teste de ligagao de corante, pas-
sagem de banda usada para medir os valores de DO e intervalo de linearidade
do dispositivo de medigao (por exemplo, espectrofotdbmetro), se apropriado;

* Detalhes do procedimento de teste usado para medicdes do TER;
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Detalhes do procedimento de teste utilizado para a avaliagéo da ligagao do
corante, se apropriado;

Doses de teste utilizadas, duragao do(s) periodo(s) de exposicdo e temperatu-
ra(s) de exposicao;
Detalhes do procedimento de lavagem utilizado apds o periodo de exposicéo;

Numero de discos de pele replicados usados por produto quimico e controles
(positivo e negativo);

Descricao de qualquer modificacdo do procedimento de teste;

Referéncia aos dados histdricos do modelo. Isso deve incluir, mas néo esta
limitado a:

i) Aceitabilidade dos valores de TER do controle positivo e negativo (em kQ)
com referéncia as faixas de resisténcia do controle positivo e negativo;

i) Aceitabilidade dos valores do conteldo do corante de controle positivo e
negativo (em ug/disco) com referéncia a faixas de contelldo de corante de
controle positivo e negativo;

iii) Aceitabilidade dos resultados do teste com referéncia a variabilidade histo-
rica entre os replicados do disco de pele.

Descricao dos critérios de decisdo/ modelo de previséo aplicado.

Resultados:

Tabulacdo dos dados dos ensaios de ligacao TER e corante (se apropriado)
para substancias quimicas e controles individuais, para cada teste e cada dis-
co de pele replicado (animais individuais e amostras de peles individuais), mé-
dias, SDs e CVs;

Descricao de quaisquer efeitos observados;

A classificagao derivada com referéncia ao modelo de previsao/ critérios de
decisdo usada.

Discusséao dos resultados

Conclusées
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Figura 1: Aparelho para o ensaio TER da pele de rato
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Figura 2: Dimensbes dos tubos e eletrodos utilizados para politetrafluo-
roetileno (PTFE) e receptores usados

10m
l

3mm L —
0,5mm Posigéo do anel em “O
fmm - 13mm - Tmm
0,5mm
[ A —
S A A
Clip jacaré
81mm
75mm 78mm
= Y S |
A A
1mm 3mm

71



72

» ACFB/ANF ABDI

Fatores criticos do aparelho mostrado ao lado:

¢ O diametro interno do tubo de PTFE;

* O comprimento dos eletrodos em relagéo ao tubo de PTFE e ao tubo receptor,
de modo que o disco de pele ndo seja tocado pelos eletrodos e que um com-
primento padrao de eletrodo esteja em contato com a solugao de MgSO4;

* A quantidade de solucao de MgSO4 no tubo receptor deve ter alguma profun-
didade de liquido, em relagé&o ao nivel no tubo de PTFE, como mostrado na
figura 1;

* O disco de pele deve ser bem fixado o suficiente no tubo de PTFE, de modo
que a resisténcia elétrica seja uma medida real das propriedades da pele.

ANEXO 1
Definicoes

Precisdo: a proximidade da concordancia entre os resultados do método de teste
e os valores de referéncia aceitos. E uma medida do desempenho do método
de teste e um aspecto de relevancia. O termo é frequentemente usado de for-
ma intercambiavel com “concordancia” para significar a proporgao de resultados
corretos de um método de teste®.

C. corrosivo.
Substéancia quimica: significa produto quimico ou mistura.

Concordancia: esta € uma medida do desempenho do método de teste que for-
necem um resultado categdrico e € um dos aspectos de relevancia. O termo ¢ al-
gumas vezes usado de forma sinénima a precisao e € definido como a proporcao
de todas as substancias quimicas testadas que sao classificadas corretamente
como positivas ou negativas. A concordancia é altamente dependente da preva-
léncia de positivos nos tipos de substancias quimicas testadas®.

GHS (Sistema Global de Harmonizagéo de Classificagéo e Rotulagem de Subs-
tancias Quimicas (ONU)): um sistema que propde a classificagdo de substancias
quimicas (substancias e misturas) de acordo com os tipos e niveis padronizados
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de riscos fisicos, de salde e ambientais, abordando elementos de comunicacéo
correspondentes, como pictogramas, palavras-sinal, declaracdes de perigo, de-
claragbes de precaucao e fichas de seguranca, para transmitir informacoes sobre
0s seus efeitos adversos com vista a proteger as pessoas (incluindo empregado-
res, trabalhadores, transportadores, consumidores e socorristas) e o ambiente®,

AITA: Abordagem Integrada em Teste e Avaliacao.

Mistura: significa uma mistura ou solugdo composta por duas ou mais substan-
cias nas quais elas nao reagem.

Substéncia monoconstituinte: substancia definida pela sua composigao quanti-
tativa, na qual um constituinte principal esta presente em pelo menos 80% (p/p).

Substancia multiconstituinte: substancia definida pela sua composicéo quantita-
tiva, em que mais de um constituinte principal esta presente numa concentragao
=10% (p/p) e <80% (p/p). Uma substancia multiconstituinte € o resultado de um
processo de fabricacdo. A diferenca entre mistura e substancia multiconstituinte €
gue uma mistura é obtida pela mistura de duas ou mais substancias sem reagao
quimica. Uma substancia multiconstituinte é o resultado de uma reagao quimica.

NC: nao-corrosivo.
DO: densidade optica.

PC: controle positivo (do inglés Positive Control), um replicado contendo todos os
componentes de um sistema de teste e tratado com uma substancia conhecida
por induzir uma resposta positiva. Para garantir que a variabilidade na resposta
do controle positivo ao longo do tempo possa ser avaliada, a magnitude da res-
posta positiva n&o deve ser excessiva.

Padrées de desempenho (PS). padroes, baseados em um método de teste vali-
dado, que fornecem uma base para avaliar a comparabilidade de um método de
teste proposto que é mecanica e funcionalmente similar. Inclui: (i) componentes
essenciais do método de teste; (ii) uma lista minima de Substancias Quimicas
de Referéncia selecionados dentre as substancias quimicas utilizados para de-
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monstrar o desempenho aceitdvel do método de teste validado; e (iii) os niveis
semelhantes de confiabilidade e preciséo, com base no que foi obtido para o
método de teste validado, e que o método de teste proposto deve demonstrar
quando avaliado usando a lista minima de Substancias Quimicas de Referéncia.

Relevancia: descrigao da relacdo do método de teste com o efeito de interesse
e se é significativo e Util para uma finalidade especifica. E a maneira em que o
método de teste mede ou prevé corretamente o efeito bioldgico de interesse.
Relevancia incorpora a consideragao da precisao (concordancia) de um método
de teste®,

Confiabilidade: mede a extensdo em gue um método de teste pode ser executa-
do replicavelmente dentro e entre laboratérios ao longo do tempo, quando rea-
lizado usando 0 mesmo protocolo. E avaliado pelo calculo da reprodutibilidade
intra e interlaboratorial®.

Sensibilidade: a proporcao de todas as substancias quimicas positivas/ ativas
que sao classificadas corretamente pelo método de teste. E uma medida de pre-
cisdo para um método de teste que produz resultados categoéricos e € uma con-
sideragao importante na avaliagao da relevancia de um método de teste®?.

Corroséo da pele in vivo: a producao de danos irreversiveis da pele; isto é, necro-
se visivel através da epiderme e na derme, apdés a aplicagdo de uma substancia
quimica teste por até quatro horas. As reagbes corrosivas sao caracterizadas
por Ulceras, sangramento, feridas sangrentas e, ao final da observacgéo, aos 14
dias, por descoloracéo devido ao branqueamento da pele, areas completas de
alopecia e cicatrizes. A histopatologia deve ser considerada para avaliar lesées
questionaveis.

Especificidade: a proporcéo de todas as substancias quimicas negativas/ inati-
vas que s&o classificadas corretamente pelo método de teste. E uma medida de
precisao para um método de teste que produz resultados categoricos e € uma
consideracédo importante na avaliacdo da relevancia de um método de teste®.

Substancia: significa os elementos quimicos e seus compostos no estado natural
ou obtidos por qualquer processo de producao, incluindo qualquer aditivo neces-
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sario para preservar a estabilidade do produto e quaisquer impurezas derivadas
do processo usado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado
sem afetar a estabilidade da substancia ou alteragao da sua composigao.

(Teste) executado: um Unico teste quimico testado simultaneamente em um mini-
mo de trés discos de pele replicados.

Teste quimico. significa o que esta sendo testado.

Resisténcia Elétrica Transcutanea (TER). é uma medida da impedéancia elétrica da
pele, como um valor de resisténcia em kilo Ohms. Um método simples e robusto
de avaliar a fungdo de barreira, registrando a passagem de fons através da pele
usando um aparelho ponte de Wheatstone.

UVCB: substancias de composicéo desconhecida ou variavel, produtos de rea-
cao complexos ou materiais biolégicos.
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Adotado: 29 de julho de 2016

DIRETRIZ DA OECD PARA O ENSAIO
DE SUBSTANCIAS QUIMICAS - 431

Corrosao cutanea in vitro: método de teste de
epiderme humana reconstruida
(RHE, Recunstructed Human Epidermis)

INTRODUGAO

1. A corrosao cutanea refere-se a produgdo de danos irreversiveis na pele, que
se manifestam como necrose visivel, através da epiderme e na derme, apds a
aplicacéo de uma substancia quimica [como definido pelo Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Substancias Quimicas (GHS) das
Nacgbes Unidas (ONU)]™. A Diretriz de Teste 431 atualizada fornece um procedi-
mento in vitro que permite a identificacdo de substancias e misturas ndo corrosi-
vas e corrosivas, de acordo com o GHS da ONU®. Também permite a subcate-
gorizagao parcial de corrosivos.

2. A avaliacdo do potencial de corrosao cutanea das substancias quimicas envol-
ve a utilizacao de animais de laboratério (Diretriz de Teste (DT) 404, originalmente
adotada em 1981 e revista em 1992, 2002 e 2015)@. Além da atual DT 431, dois
outros métodos de teste in vitro para testar o potencial de corrosao de substancias
quimicas foram validados e adotados como Guia de Teste 430® e Guia de Teste
435@, Além disso, o teste in vitro TG 439® foi adotado para avaliar o potencial de
irritagao cutanea. Um documento sobre Abordagens Integradas para Testes e Ava-
liagao (AITA), para corroséo e irritacao da pele, descreve varios mddulos que agru-
pam fontes de informacéo e ferramentas de andlise, fornecendo orientagao sobre:
(i) como integrar e usar dados de teste e de nao teste existentes para avaliagao de
irritagdo cutanea e potenciais de corroséo cutanea de substancias quimicas e (i)
proposta de uma abordagem para quando sao necessarios mais testes®,

3. Esta Diretriz de Teste aborda a corrosao cutanea do ponto final da salde hu-
mana. Utiliza a epiderme humana reconstruida (RhE) (obtida a partir de quera-
tinéeitos epidérmicos ndo transformados derivados de humanos) que imita de
perto as propriedades histoldgicas, morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas das
partes superiores da pele humana, isto é, a epiderme. Esta Diretriz de Teste, origi-
nalmente adotada em 2004, foi atualizada em 2013 para incluir métodos de teste
adicionais, usando os modelos RhE, e pela possibilidade de usar os méetodos
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para apoiar a subcategorizagdo de substancias quimicas corrosivas. Foi nova-
mente atualizada em 2015, para se referir ao documento de orientacao da AlTA e
para apresentar o uso de um procedimento alternativo para medir a viabilidade.

4. Quatro métodos de teste validados usando modelos de RhE disponiveis no
mercado estdo incluidos nesta Diretriz de Teste.

Estudos de pré-validagao”, seguidos de um estudo formal de validagao para
avaliar a corroséo da pele®'? foram conduzidos"'? com dois destes testes dis-
poniveis, o EpiSkinTM Standard Model (SM) e o EpiDerm™ SkinCorrosivity Test
(SCT) (EPI-200) (referido no texto a seguir como métodos de referéncia valida-
dos — MRV, Validated Reference Methods em inglés). O resultado desses estu-
dos levou a recomendacéo de que os dois MRV mencionados acima poderiam
ser usados para fins regulatérios na distingao entre substancias corrosivas (C) e
nao corrosivas (NC) e que o EpiSkin™ poderia ser usado como suporte a subca-
tegorizacéo de substancias corrosivas®'®. Outros dois métodos de teste RHE
comercialmente disponiveis para testar corrosao cutanea in vitro mostraram re-
sultados similares ao MRV do EpiDerm™, de acordo com a validagdo baseada
em procedimento padrao'®'®. Sao o SkinEthic™MRHE' e o epiCSF (previamente
conhecido como ES-1000), os quais também podem ser usados para finalidades
regulatorias, na distingdo entre substancias corrosivas e nao corrosivas(®?, Es-
tudos de pds-validacéo, realizados pelos produtores do modelo RhE nos anos
de 2012 a 2014, com um protocolo refinado, corrigindo interferéncias de redugéo
inespecifica de MTT pelas substancias quimicas, melhoraram o desempenho,
tanto da discriminacédo de C/NC quanto dando suporte a subcategorizagao de
corrosivos®'?, Andlises estatisticas adicionais dos dados de pés-validacéo ge-
rados com o EpiDerm™SCT, o SkinEthic™RHE e o epiCSF foram realizadas, para
identificar modelos de predicdes alternativas que melhorassem a capacidade
preditiva de subcategorizagao®.

7. Antes de se usar um método de teste de RhE, similar ou modificado, para a
corroséo da pele, que seja diferente dos MRV, para fins regulatérios, sua confia-
bilidade, sua relevancia (preciséo) e suas limitacdes para o uso proposto devem
ser determinadas para garantir sua similaridade com os MRV, em cumprimento
aos requisitos das Normas de Desempenho (NF standard procedures/SP, em
inglés)® estabelecidas em conformidade com os principios do Documento de
Orientagao n° 34@. A Aceitagdo Mutua de Dados somente sera garantida apos
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qualquer método de teste proposto, novo ou atualizado, que siga as NP, ter sido
revisado e incluido nesta Diretriz de Teste. Os métodos de testes incluidos nesta
Diretriz de Teste podem ser usados para avaliar exigéncias dos paises quanto a
resultados de testes in vitro para a corrosao da pele, enquanto se beneficiem da
aceitacdo mutua de dados.

" A abreviatura RhE (= Epiderme humana reconstruida) € utilizada para todos os modelos
baseados na tecnologia RhE. A abreviatura RHE, tal como utilizada em conjunto com o
modelo SkinEthicTM, significa o mesmo, mas, como parte do nome deste método de teste
especifico, tal como comercializado, esta escrito tudo em maiusculas.

DEFINICOES

6. As definicbes utilizadas s&o fornecidas no anexo 1.

CONSIDERACOES INICIAIS

7. Esta Diretriz de Teste permite a identificacdo de substancias e misturas nao
corrosivas e corrosivas, de acordo com o GHS da ONU®™. Esta Diretriz de Tes-
te também apoia a subcategorizagdo de substancias e misturas corrosivas na
Subcategoria 1A opcional, de acordo com o GHS da ONU®™, bem como uma
combinacéo das subcategorias 1B e 1C®?"23, Uma limitagdo desta Diretriz de Tes-
te & nao permitir discriminar entre subcategoria 1B e subcategoria 1C quanto
a corrosividade cutanea, de acordo com o GHS da ONU®, devido ao conjunto
conhecido de substancias quimicas corrosivas cutanea in vitro da subcategoria
1C. Os testes EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ RHE e epiCS® s&o capazes de
subcategorizar as substancias (1A versus 1B —e — 1C versus NC).

8. Ampla gama de substancias quimicas, representando principalmente substan-
cias individuais, foi testada na validagao que apoia os méetodos de teste incluidos
nesta Diretriz de Teste, ao serem usadas para identificagdo de n&o corrosivos e
corrosivos; a base de dados empiricos do estudo de validacéo foi de 60 subs-
tancias quimicas, cobrindo ampla gama de classes quimicas®'%. Os testes para
demonstrar a sensibilidade, a especificidade, a precisao e a replicabilidade dentro
do laboratério, para a subcategorizagéo, foram realizados pelos desenvolvedores
do método de teste e os resultados foram revisados pela OECD®?9, Com base
nos dados gerais disponiveis, a Diretriz de Teste € aplicavel a ampla gama de clas-



Corroséao cutanea in vitro: método de teste de epiderme
humana reconstruida (RHE, Recunstructed Human Epidermis)

ses quimicas e estados fisicos, incluindo liquidos, semissdlidos, sélidos e ceras.
Os liquidos podem ser aquosos ou Nao aquosos; 0s solidos podem ser sollveis
ou insollveis em agua. Sempre que possivel, os solidos devem ser moidos até
se tornarem um po fino antes da aplicagdo; nenhum outro tratamento prévio da
amostra é necessario. Nos casos em que evidéncias demonstrarem a nao aplica-
bilidade dos métodos de ensaio incluidos na Diretriz a uma categoria especifica
de substancias quimicas de teste, estes métodos de ensaio nao devem ser utili-
zados para essa categoria especifica de substancias quimicas. Além disso, pre-
sume-se que esta Diretriz de Teste seja aplicavel a misturas como uma extensao
de sua aplicabilidade a substancias. No entanto, as misturas abrangem amplo es-
pectro de categorias e composicdo, para as quais as informacdes disponiveis na
atualidade séo limitadas quanto aos testes com elas. Nos casos em que podem
ser demonstradas provas da nao aplicabilidade da Diretriz de Teste a categoria de
misturas (seguindo uma estratégia como proposto na referéncia de literatura 26),
a diretriz ndo devera ser utilizada para essa categoria especifica de misturas.

Antes de usar a Diretriz de Teste em uma mistura, para gerar dados para uma
finalidade regulatéria pretendida, deve-se considerar se e por que ela pode for-
necer resultados adequados para essa finalidade. Tais consideracdes nao sao
necessarias quando ha uma exigéncia regulamentar para o teste da mistura. Ga-
ses e aerossois ainda nao foram avaliados em estudos de validagao®'?. Embora
seja concebivel que possam ser testados usando-se a tecnologia RhE, a Diretriz
de Teste atual ndo permite testes de gases e aerossois.

9. Substancias quimicas de teste que absorvem luz na mesma faixa do MTT for-
mazan e aquelas capazes de reduzir diretamente o corante vital MTT (para MTT
formazan) podem interferir nas medicdes de viabilidade tecidual e precisam do
uso de controles adaptados para correcdes. O tipo de controles adaptados que
podem ser necessarios variara dependendo do tipo de interferéncia produzida
pelo substancia quimica de teste e do procedimento usado para medir o MTT
formazan (ver paragrafos 25-31).

70. Embora esta Diretriz de Teste nao forneca informagdes adequadas sobre ir-
ritagao cutanea, deve-se notar que a DT 439 aborda especificamente o efeito da
irritac&o sobre a saude cutanea in vitro e é baseada no mesmo sistema de teste
RhE, embora usando outro protocolo®. Para a avaliagdo completa dos efeitos lo-
cais na pele apds uma Unica exposicao dérmica, o Documento de Orientagao N°
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203, sobre Abordagens Integradas para Testes de Avaliacao, deve ser consulta-
do®. Esta abordagem da AITA inclui a realizagéo de testes in vitro para a corroséo
cutanea (como descrito nesta Diretriz de Teste) e para a irritagcao cutéanea antes
de considerar testes em animais vivos. E reconhecido que o uso de pele humana
esta sujeito a consideracdes e condigbes éticas nacionais e internacionais.

PRINCIiPIO DO TESTE

11. O substancia quimica em estudo é aplicada topicamente a um modelo tri-
dimensional de RhE, constituido por queratinécitos epidérmicos nao transfor-
mados, derivados de humanos, que foram cultivados para formar um modelo
altamente diferenciado da epiderme humana em multicamadas. Consiste de ca-
madas basais, espinhosas e granulares organizadas e de um estrato cérneo mul-
ticamadas, contendo camadas lipidicas intercelulares lamelares, representando
as principais classes de lipidios analogas as encontradas in vivo.

12. O método de teste de RHE baseia-se na premissa de que substancias quimi-
cas corrosivas sao capazes de penetrar no estrato codrneo por difusdo ou erosao
e s&o citotoxicas para as células nas camadas subjacentes. A viabilidade celular
& medida por conversao enzimatica do corante vital MTT brometo de 3-(4,5-dime-
til-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio; CAS nimero 298-93-1], num sal de azul de
formazan que é quantitativamente medido apds extragao de tecidos®”.

As substancias quimicas corrosivas sédo identificadas pela sua capacidade de
diminuir a viabilidade celular abaixo dos limites definidos (ver paragrafos 35 e
36). Os métodos de teste de corrosdo cutanea baseados em RhE demonstraram
ser preditivos dos efeitos de corrosdo cutanea in vivo avaliados em coelhos, de
acordo com a Diretriz de Teste 404@ da OECD.

DEMONSTRAGAO DE PROFICIENCIA

13. Antes do uso rotineiro de qualquer um dos quatro métodos de teste de RhE
validados por este Guia de Teste, os laboratérios devem demonstrar proficiéncia
técnica, classificando corretamente as 12 Substancias de Proficiéncia listadas na
tabela 1. No caso do uso de um método para subclassificacdo, também a sub-
categorizagao correta deve ser demonstrada. Em situacdes em que uma subs-
tancia listada nao esteja disponivel ou quando seja justificavel, pode ser utilizada
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outra substancia para a qual estejam disponiveis dados de referéncia in vivo e in
vitro adequados (como da lista de substancias quimicas de referéncia®), desde
que os mesmos critérios de selegao descritos na tabela 1 sejam aplicados.

Tabela 1:
Lista de Substéancias de Proficiéncia’
g | cat.vAm
s | oS | PEE | oo | DA | Fetr | et
resultados vitro*
in vivo®
Subcategoria 1A corrosiveis in vivo
Acido bromoacético 79-08-3 | Acido organico 1A (3) 1A - S
gé Elodrgato de trifluoreto 1?213 m(ﬁ;gdnc;m 1A (3) 1A ) L
Fenol 108-95-2 Fenol 1A (3) 1A - S
dicloroacetil 79-36-7 Eletrdfilo 1A (3) 1A - L
Combinagao de corrosivos de subcategorias 1A - e - 1B
Brometo de fenetilo 103-63-9 Eletréfilo NC (3)NC Y L
4-Amino-1,2,4-triazol 584-13-4 | Base organica NC (3)NC - S
4- (metiltio) - benzaldeido | 3446-89-7 Eletréfilo NC (3)NC Y L
Acido laurico 143-07-7 | Acido organico NC (3) NC - S

Abreviaturas: CASRN = Numero de registro do Chemical Abstracts Service; UN GHS =
Sistema Globalmente Harmonizado das Nagbes Unidas®; VRM = Método de Referéncia

Validado; NC = Néo-Corrosivo

" As substancias de proficiéncia, classificadas primeiro por corrosivos versus ndo-corrosi-
vos, depois por subcategoria corrosiva e depois por classe quimica, foram selecionadas
dentre as substancias usadas nos estudos de validagdo ECMVAM de EpiSkinTM e EpiD-
DermTM®19 e de estudos de pés-validagéo, baseados em dados fornecidos pelo EpiS-
kinTM@2, desenvolvedores de EpiDermTM, SkinEthicTM e epiCS®®3. Salvo indicagcdo em
contrario, as substancias foram testadas no nivel de pureza obtido quando compradas de
uma fonte comercial®19.

A selecéo inclui, na medida do possivel, substancias que: (i) s&o representativas da faixa de
respostas de corrosividade (por exemplo, nao-corrosivas; fracas a fortemente corrosivas)
que os VRMs sé&o capazes de medir ou prever; (ii) sGo representativos das classes quimicas
utilizadas nos estudos de validacéo; (i) ter estruturas quimicas bem definidas; (iv) induzir
resultados reprodutiveis no MRV: (v) induzir resultados definitivos no método de teste de
referéncia in vivo,; (vi) estdo comercialmente disponiveis; e (vii) nao estdo associados a
custos proibitivos de descarte.
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2 Classe quimica atribuida por Barrat al.®.

3 Os grupos de embalagern da ONU correspondentes séo I, Il e lll, respectivamente, para
0 GHS 1A, 1B e 1C da ONU.

4 As previs6es VRM in vitro relatadas nesta tabela foram obtidas com os métodos de teste
EpiSkinTM e EpiDermTM (VRMs) durante os testes pos-validagéo realizados pelos desen-
volvedores do método de teste.

5Os valores de viabilidade obtidos nos Estudos de Validagdo da Corrosdo cutanea do EC-
VAM néo foram corrigidos para a redugéo direta do MTT (controles dos mortos néo foram
realizados nos estudos de validagdo). No entanto, 0s dados de pds-validagao gerados pe-
los desenvolvedores do método de teste que s&o apresentados nesta tabela foram obtidos

com controles adaptados®.

14. Como parte do exercicio de proficiéncia, recomenda-se que o usuéario verifi-
que as propriedades de barreira dos tecidos apés o recebimento, conforme es-
pecificado pelo fabricante do modelo RhE. Isso é particularmente importante se
os tecidos forem enviados em periodos de longa distancia/tempo. Depois de um
método de teste ter sido estabelecido com sucesso e de a proficiéncia em seu
uso ter sido demonstrada, tal verificacdo nao sera mais necessaria. No entanto,
ao usar um método de teste com frequéncia, recomenda-se continuar a avaliar
as propriedades da barreira em intervalos regulares.

PROCEDIMENTO

15. A seguir, temos uma descrigdo genérica de componentes e procedimentos
dos métodos de teste de RhE para avaliagdo da corrosdo cutanea abrangidos
por esta Diretriz de Teste. Os modelos de RhE endossados como cientificamente
validos para uso dentro desta Diretriz de Teste, ou seja, os modelos EpiSkin™
(SM), EpiDerm™ (EPi-200), SkinEthic™MRHE e epiCS®16-19.2831.39) ' nodem ser obti-
dos de fontes comerciais. Os Procedimentos Operacionais Padréao (POP, em in-
glés Standard Operational Procedures) para estes quatro modelos de RhE estao
disponiveis®+%" e seus principais componentes s&o resumidos no anexo 2. Re-
comenda-se que o POP pertinente seja consultado ao se implementar e se usar
um desses métodos no laboratério. Os testes com os quatro métodos de teste de
RhE cobertos por esta Diretriz de Teste devem estar de acordo com o seguinte:

COMPONENTES DO METODO DE TESTE RhE

Condicées Gerais
16. Os queratindcitos humanos nao transformados devem ser usados para re-
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construir o epitélio. Mlltiplas camadas de células epiteliais viaveis (camada ba-
sal, estrato espinhoso, estrato granuloso) devem estar presentes sob um estrato
corneo funcional. O estrato corneo deve ser multicamadas, contendo o perfil li-
pidico essencial para produzir uma barreira funcional com robustez para resistir
a penetracéo rapida de substancias quimicas citotdxicas de referéncia, como o
dodecil-sulfato de sodio (SDS) ou o Triton X-100. A funcéo de barreira deve ser
demonstrada e pode ser avaliada pela determinacdo da concentragdo na qual
uma substancia quimica de referéncia reduz a viabilidade dos tecidos em 50%
(IC,,), apbs um tempo de exposicao fixo, ou pela determinagao do tempo de ex-
posicao necessario para reduzir a viabilidade em 50% (ET, ), mediante a aplica-
¢ao da substancia quimica de referéncia numa concentracéo fixa e determinada
(ver paragrafo 18). As propriedades de contengéo do modelo RhE devem impedir
a passagem de material ao redor do estrato corneo para o tecido viavel, o que le-
varia a modelagem inadequada da exposigao da pele. O modelo RhE deve estar
livre de contaminagao por bactérias, virus, micoplasmas ou fungos.

Condigbes Funcionais
Viabilidade

17. O teste utilizado para quantificar a viabilidade dos tecidos € o ensaio MTT®@",
As células viaveis da construgao de tecido RhE reduzem o corante vital MTT
em um precipitado de azul de formazan MTT, que é extraido do tecido, usando
isopropanol (ou um solvente similar). A Densidade Optica (DO) do solvente de
extracdo em si deve ser suficientemente pequena, ou seja, DO <0,1. O MTT
formazan extraido pode ser quantificado, usando uma medicéo de absorbancia
(DO) padréao ou um procedimento de espectrofotometria por HPLC (Cromatogra-
fia Liquida de Alta Resolucao, em inglés High Pressure Liquid Chromatography)
/ UPLC (Cromatografia Liquida de Ultrapressao, em inglés, Ultra Pressure Liquid
Chromatography)®®. Os usuarios do modelo RhE devem garantir que cada lote
do modelo RhE usado atenda aos critérios definidos para o controle negativo.
Uma faixa de aceitabilidade (limites superior € inferior) para os valores DO de
controle negativo deve ser estabelecida pelo fabricante/fornecedor do modelo
RhE. As faixas de aceitabilidade para os valores DO do controle negativo, para
os quatro métodos de teste de RhE validados incluidos nesta Diretriz de Teste,
sao fornecidos na tabela 2.

Um usuario de espectrofotometria por HPLC/UPLC deve usar as faixas de DO de
controle negativo fornecidas na tabela 2 como critério de aceitacéo para controle
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negativo. Deve ser documentado que os tecidos tratados com controle negativo
séo estaveis em cultura (proporcionam medicdes DO similares) durante o perio-
do de exposicao.

Tabela 2: Intervalos de aceitabilidade para valores de DO de controle nega-
tivo para controlar a qualidade do lote

Limite inferior de aceitacao | Limite superior de aceitacao
EpiSkin™ (SM) =06 <15
EpiDerm™ SCT (EPI-200) =08 <28
SkinEthic™ RHE =0,8 <30
epiCsS® =08 =28

Func&o de barreira

18. O estrato cérneo e a sua composigao lipidica devem ser suficientes para
resistir a penetracdo rapida de determinadas substancias quimicas citotéxicas
de referéncia (por exemplo, SDS ou Triton X-100), conforme estimado por IC_, ou
ET,, (tabela 3). A func&o de barreira de cada lote do modelo RhE usado deve ser
demonstrada pelo desenvolvedor/fornecedor do modelo RhE quando do forneci-
mento dos tecidos ao usuério final (ver paragrafo 21).

Morfologia

19. O exame histolégico do modelo de EHE deve ser realizado, demonstrando-
-se a estrutura em epiderme humana em multicamadas, contendo estrato basal,
estrato espinhoso, estrato granuloso e estrato cérneo, e deve exibir perfil lipidico
semelhante ao da epiderme humana. O exame histoldégico de cada lote do mo-
delo de RhE usado, demonstrando a morfologia apropriada dos tecidos, deve
ser fornecido pelo desenvolvedor/fornecedor do modelo de RhE no momento do
fornecimento dos tecidos ao usuario final (ver paragrafo 21).

Replicabilidade

20. Os usuérios do método de teste devem demonstrar a replicabilidade dos mé-
todos ao longo do tempo com os controles positivos e negativos.

Além disso, o método de teste deve ser usado somente se o desenvolvedor/
fornecedor do modelo RhE fornecer dados que demonstrem sua replicabilidade
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ao longo do tempo, com substancias quimicas corrosivas e ndo-corrosivas da
lista de substancias de proficiéncia (tabela 1). No caso do uso de um método de
teste para subcategorizagdo, a replicabilidade em relagdo a subcategorizacéo
também deve ser demonstrada.

Controle de qualidade (CQ)

21. O modelo RhE s6 deve ser utilizado se o fabricante/fornecedor demonstrar
que cada lote do modelo RhE utilizado satisfaz os critérios definidos para a libe-
racéo da produgao, entre os quais, 0s mais relevantes séo: viabilidade (paragrafo
17), fungéo de barreira (paragrafo 18) e morfologia (paragrafo 19). Esses dados
sao fornecidos aos usuarios do método de teste, para que possam incluir essas
informagdes no relatério de teste. Somente os resultados produzidos com lotes
de tecidos aceitos pelo CQ podem ser aceitos para uma previsdo confiavel da
classificacéo corrosiva. Um intervalo de aceitabilidade (limites superior e inferior)
para o IC_, ou o ET,, é estabelecido pelo fabricante/fornecedor do modelo RhE.
Os intervalos de aceitabilidade para os quatro métodos de teste validados sdo
apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Critérios de liberagao do lote do CQ

Limite inferior de aceitagao | Limite superior de aceitacao
coisn” (SWD (atamento 1C,, = 1.0 mg/mL C,, = 3.0 my/mL
Epﬁrirg: )f_%é)ﬁfj)‘zoo) ET,, = 4.0 horas ET,, = 8,7 horas
(S1k(ﬂ/L‘ETtrﬂi§;MXF;HOEO)(35) ET,, = 4.0 horas ET, =10.0 horas
epiCS® (1% Triton X-100)¢% ET,, = 2.0 horas ET,, = 7.0 horas

Aplicagéao das Substéncias Quimicas e de Controle de Teste

22. No minimo, duas réeplicas de tecido devem ser usadas para cada substancia
quimica em teste e de controle em cada periodo de exposicéo. Para substan-
cias quimicas, bem como sélidas, deve ser aplicada quantidade suficiente de
substancia quimica de teste, para cobrir uniformemente a superficie da epiderme,
evitando uma dose infinita, i.e., no minimo, 70uL/cm? ou 30mg/cm? devem ser
usados. Dependendo dos métodos, a superficie da epiderme deve ser umede-
cida com &gua deionizada ou destilada antes da aplicagéo de substancias qui-
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micas solidas, para melhorar o contato entre a substancia quimica de teste e a
superficie da epiderme®+39, Sempre que possivel, os sélidos devem ser testados
como um po fino.

O método de aplicacéo deve ser apropriado para a substancia quimica em es-
tudo (ver referéncias 34 a 37). No final do periodo de exposigéo, a substancia
quimica em estudo deve ser cuidadosamente lavada da epiderme com um tam-
pao(*) aquoso ou NaCl a 0,9%. Dependendo de qual dos quatro métodos de tes-
te RhE validados é usado, dois ou trés periodos de exposigao séo empregados
por substancia quimica de teste (para todos os quatro modelos RhE validos: 3
min e 1 hora; para EpiSkin™, o tempo de exposicao adicional de 4 horas). De-
pendendo do método de teste utilizado e do periodo de exposicéo avaliado, a
temperatura de incubacgao durante a exposicao pode variar entre a temperatura
ambiente e 37°C.

23. Controles negativos (CN) e positivos simultaneos (CP) devem ser usados em
cada execugao para demonstrar que a viabilidade (com controles negativos), a
fungéo de barreira e a sensibilidade tecidual resultante (com o CP) dos tecidos es-
tao dentro de uma faixa de aceitagao historica definida. Os substancias quimicas
sugeridas para CP sao acido acético glacial ou KOH 8N (hidroxido de potassio),
dependendo do modelo de RhE usado. Deve notar-se que o KOH 8N é um redutor
de MTT direto, que pode requerer controles adaptados, como descrito nos para-
grafos 25 e 26. Os controles negativos sugeridos sdo 0,9% (p/v) de NaCl ou agua.

N. da Trad. Tampao aqui se refere a buffer, uma solugéo que resiste a mudangas no pH
quando acido ou alcali é adicionado a ele. Buffers tipicamente envolvern um acido fraco ou
alcalino juntamente com um dos seus sais.

Medidas de Viabilidade Celular

24. O ensaio MTT, que é um ensaio quantitativo, deve ser utilizado para medir a
viabilidade celular sob orientacéo desta Diretriz de Teste®. A amostra de tecido é
colocada em solugao de MTT de concentragao apropriada (0,3 ou Tmg/mL) por
3 horas. O produto precipitado azul de formazan é extraido do tecido usando-se
um solvente (por exemplo, isopropanol, acido isopropanol) e a concentragdo de
formazan é medida através da determinagéo da DO a 570nm usando-se um filtro
de passagem de banda maxima de =30nm, ou por um procedimento de espec-
trometria por HPLC/UPLC (ver paragrafos 30 e 31)®9,
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25. Testes quimicos podem interferir no ensaio MTT, seja por reducéo direta do
MTT em azul de formazan e/ou por interferéncia de cor, se a substancia quimica
em teste absorver, naturalmente ou devido a procedimentos de tratamento, na
mesma faixa de formazan (570 + 30nm, principalmente substancias quimicas
azuis e roxas). Devem ser usados controles adicionais para detectar e corrigir
uma possivel interferéncia destas substancias quimicas de teste, como o controle
de reducéo de MTT néo especifico (NSMTT, Non specific MTT) e o controle de cor
nao especifica (NSC non-specific color) (ver paragrafos 26 a 30). Isto é especial-
mente importante quando uma substancia quimica de teste ndo é completamen-
te removida do tecido por enxague ou quando ela penetra na epiderme, estando
presente nos tecidos quando o teste de viabilidade do MTT é realizado. A descri-
cao detalhada de como corrigir a reducao direta do MTT e as interferéncias dos
agentes corantes esta disponivel nos POP para os métodos de teste®+37,

26. Para identificar redutores diretos de MTT, cada substancia quimica de teste
deve ser adicionada ao meio MTT preparado na hora®+®). Se a mistura de MTT,
contendo o composto quimico, ficar azul ou roxa, presume-se que o teste quimico
reduz diretamente o MTT e uma verificagéo funcional adicional na epiderme nao
viavel deve ser realizada, independentemente da medig&o de absorbancia padrao
(DO) ou de procedimento de espectrofotometria por UPLC/HPLC. Esta verificagao
funcional adicional emprega tecidos mortos, que possuem apenas atividade me-
tabdlica residual, mas absorvem a substancia quimica em quantidade semelhante
aos tecidos viaveis. Cada substancia quimica redutora de MTT é aplicada em,
pelo menos, duas réplicas de tecidos mortos por periodo de exposicao ao teste
de corroséo da pele. A verdadeira viabilidade tecidual é calculada como a por-
centagem de viabilidade tecidual obtida com tecidos vivos expostos ao redutor
de MTT, menos a porcentagem de redugao nao especifica de MTT obtida com
os tecidos mortos expostos ao mesmo redutor de MTT, calculada em relagéo ao
controle negativo executado simultaneamente ao teste a ser corrigido (% NSMTT).

27. Deve-se fazer uma andlise espectral da substancia quimica de teste em agua
(meio ambiente durante a exposicao) e/ou isopropanol (solugao extratora), para
identificar possiveis interferéncias por substancias quimicas coloridas ou testa-
das que ficam coloridas quando em contato com agua ou com isopropanol, para
decidir sobre a necessidade de controles adicionais. Se a substancia quimica
em teste em agua e/ou isopropanol absorver luz na faixa de 570 =30nm, devem
ser realizados controles adicionais de colorantes ou, alternativamente, um proce-
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dimento de espectrofotometria por HPLC/UPLC pode ser usado, quando esses
controles ndo séo necessarios (ver paragrafos 30 e 31). Ao realizar a medicéo
da absorbancia padrédo (DO), cada substancia quimica colorida interferente é
aplicada em, pelo menos, duas réplicas de tecido viaveis por periodo de expo-
sicao, sendo submetidas a todo o teste de corrosdo da pele, sendo incubados
com solugéo de meio em vez de MTT, durante a etapa de incubagéo MTT, para
gerar o controle de cores nao especificas (NSC,, ). O controle NSC,  precisa
ser executado simultaneamente, pelo periodo de exposicéo por cada teste qui-
mico colorido (em cada execucgéo), devido a variabilidade bioldgica inerente dos
tecidos vivos. A verdadeira viabilidade tecidual é calculada como a porcentagem
de viabilidade tecidual obtida com tecidos vivos expostos a substancia quimica
interferente e incubada com solugéo de MTT, menos a porcentagem de cor nao
especifica obtida com tecidos vivos expostos a substancia quimica interferente
e incubada com meio sem MTT, executados simultaneamente, para o teste a ser
corrigido (% NSC,, ).

28. As substancias quimicas de teste, identificadas como produtoras de redu-
cao direta de MTT (ver paragrafo 26) e interferéncia de cores (ver paragrafo 27),
também exigirdo um terceiro conjunto de controles, além dos controles NSMTT e
NSCIiving descritos nos paragrafos anteriores, ao aplicar a medigao de absorban-
cia (DO). Este é geralmente o caso de substancias quimicas de teste de cores
escuras que interferem com o teste MTT (por exemplo, azul, roxo, preto), porque
sua cor intrinseca impede a avaliagdo de sua capacidade de reduzir diretamente
o MTT, conforme descrito no paragrafo 26. Estas substancias quimicas podem
se ligar a tecidos vivos e mortos e, portanto, o controle NSMTT pode nao apenas
corrigir a potencial redugao direta do MTT, pela substéncia quimica em teste, mas
também a interferéncia da cor decorrente da ligacdo da substancia quimica em
teste aos tecidos mortos. Isso poderia levar a dupla corregao de interferéncia de
cor, uma vez que o controle NSC,,  ja corrige a interferéncia de cor decorrente da
ligagdo da substancia quimica em teste aos tecidos vivos.

Para evitar uma possivel dupla correcéo para interferéncia de cores, um terceiro
controle para cores nao especificas em tecidos mortos (NSC,, ) precisa ser rea-
lizado. Neste controle adicional, a substancia quimica em teste é aplicada em,
pelo menos, duas réplicas de tecido morto por tempo de exposicéo, que séo
submetidos a todo o procedimento de teste, mas sdo incubados com meio em
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vez de solugédo MTT durante o passo de incubagao. Um Unico controle NSC,,_, €
suficiente por teste quimico, independentemente do nimero de testes/execugbes
independentes feitas, mas deve ser realizado simultaneamente ao controle NS-
MTT e, quando possivel, com o mesmo lote de tecido. A verdadeira viabilidade
tecidual é calculada como a porcentagem de viabilidade tecidual obtida com
tecidos vivos expostos a substancia quimica de teste, menos a porcentagem
de NSMTT, menos a porcentagem de NSC,, . mais a porcentagem de cor nao
especifica obtida com tecidos mortos expostos a substancia quimica interferente
e incubados com meio sem MTT, calculada em relagao ao controle negativo exe-
cutado simultaneamente ao teste sendo corrigido (% NSC,,_ ).

29. E importante notar que a redugao nao especifica do MTT e as interferéncias
de cor néo especificas podem aumentar as leituras do extrato de tecido acima da
faixa de linearidade do espectrofotémetro. Nesta base, cada laboratério deve de-
terminar o intervalo de linearidade do seu espectrofotbmetro com MTT formazan
(CAS # 57360-69-7) de uma fonte comercial, antes de iniciar o teste de substan-
cias quimicas para fins regulatérios. Em particular, a medigao de absorbancia pa-
drao (DO) usando-se um espectrofotébmetro é apropriada para avaliar redutores
MTT diretos e substancias quimicas de teste de interferéncia de cor quando as
DO dos extratos de tecido, obtidos com a substancia quimica teste sem qualquer
corregao para reducao direta de MTT e/ou interferéncia de cor, estdo dentro da
faixa linear do espectrofotébmetro ou quando a viabilidade percentual nao corrigi-
da, obtida com a substancia quimica em teste, ja o definiu como corrosivo (ver
paragrafos 35 e 36). Apesar de tudo, os resultados para substancias quimicas de
teste que produzem % NSMTT e/ou % NSC, . =50% de controle negativo devem
ser tomados com cautela.

living

30. Para substancias quimicas de teste coloridas, que ndo sdo compativeis com
a medicao de absorbancia padrao (DO), devido a forte interferéncia com o en-
saio MTT, o procedimento alternativo de espectrofotometria por HPLC/UPLC para
medir o MTT formazan pode ser empregado (ver paragrafo 31)®. O sistema de
espectrofotometria por HPLC/UPLC permite a separacao do MTT formazan da
substancia quimica em teste antes da sua quantificagao®. Por esse motivo, os
controles NSC. . ou NSC, . nunca sao necessarios ao se usar a espectrofoto-

living killed
metria HPLC/UPLC, independentemente da substancia quimica a ser testada.
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Os controles NSMTT devem, no entanto, ser usados se houver suspeita de que
a substancia quimica em teste reduza diretamente o MTT ou tenha uma cor que
impega a avaliagao da capacidade de reduzir diretamente o MTT (conforme des-
crito no paragrafo 26). Quando se utiliza espectrofotometria por HPLC/UPLC para
medir o MTT formazan, calcula-se a percentagem de viabilidade tecidual como
percentagem da area do pico do MTT formazan obtida com tecidos vivos ex-
postos a substancia quimica em teste, relativamente ao pico do MTT formazan
obtido com o controle negativo concorrente. Para substancias quimicas de teste
capazes de reduzir diretamente o MTT, a viabilidade tecidual real é calculada
como a porcentagem de viabilidade tecidual obtida com tecidos vivos expostos a
substancia quimica de teste, menos %NSMTT. Finalmente, deve-se notar que os
redutores de MTT diretos — que também podem interferir com a cor, sendo retidos
nos tecidos apds o tratamento e reduzindo o MTT tao fortemente que levam a DO
(usando medicdo DO padrao) ou areas de pico (usando-se espectrofotometria
por UPLC/HPLC) dos extratos de tecidos testados que nao se enquadram na
gama de linearidade do espectrofotbmetro — ndo podem ser avaliados, embora
se espere que ocorram apenas em situacdes muito raras.

31. A espectrofotometria por HPLC/UPLC também pode ser utilizada com todos
os tipos de substancias quimicas de teste (redutores coloridos, ndo coloridos,
MTT e ndo MTT) para a medicao de MTT formazan®. Devido a diversidade de
sistemas de espectrofotometria HPLC/UPLC, a qualificagéo do sistema de espec-
trofotometria HPLC/UPLC deve ser demonstrada antes de seu uso, para quanti-
ficar o MTT formazan a partir de extratos de tecido, atendendo aos critérios de
aceitacdo para um conjunto de pardmetros de qualificagdo padrao, baseados
naqueles descritos na orientagcdo da Food and Drug Administration (FDA) dos
EUA para a indUstria sobre validagdo de método bioanalitico®3. Estes parame-
tros-chave e seus critérios de aceitagdo sdo mostrados no anexo 4. Uma vez que
os critérios de aceitagao definidos no anexo 4 sejam satisfeitos, o sistema de es-
pectrofotometria por HPLC/UPLC é considerado qualificado e pronto para medir
o MTT formazan sob as condi¢des experimentais descritas nesta Diretriz de Teste.

Critérios de Aceitacao

32. Para cada método de teste usando modelos RhE validos, os tecidos tratados
com o controle negativo devem exibir as DO que reflitam a qualidade dos tecidos,
conforme descrito na tabela 2, e nao devem estar abaixo dos limites historica-
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mente estabelecidos. Os tecidos tratados com o CP, como acido acético glacial
ou 8N KOH, devem refletir sua capacidade para responder a uma substancia
quimica corrosiva sob as condicdes de teste (ver anexo 2).

A variabilidade entre as repeticbes da substancia quimica e/ou das substancias de
controle deve estar entre os limites aceitaveis para cada modelo valido de RhE (ver
anexo 2) — por exemplo, a diferenga de viabilidade entre as duas réplicas de tecido
nao deve exceder 30%. Se tanto o controle negativo, quanto o CP incluido em uma
execugao estiverem fora dos intervalos aceitos, a execugao sera considerada néo
qualificada e devera ser repetida. Se a variabilidade das substancias quimicas de
teste estiver fora do intervalo definido, seus testes devem ser repetidos.

Interpretagdo de Resultados e Modelo de Predicao

33. Os valores de DO obtidos para cada substancia quimica em teste devem ser
usados para calcular a porcentagem de viabilidade relativa ao controle negativo,
que é estabelecido em 100%. No caso de ser utilizada espectrofotometria por
HPLC/UPLC, a percentagem de viabilidade tecidual é calculada como a area
do pico de % MTT formazan obtida com tecidos vivos expostos a substancia
quimica em teste, relativamente ao pico de MTT formazan obtido com o controle
negativo concorrente.

A percentagem de corte dos valores de viabilidade celular, que distingue a subs-
tancia quimica corrosiva da nédo corrosiva (ou que discriminam entre diferentes
subcategorias corrosivas), € definida nos paragrafos 35 e 36 — para cada um dos
métodos de ensaio abrangidos por esta Diretriz de Teste — e deve ser usada para
interpretar os resultados.

34. Uma Unica execugéo de ensaio composta por, pelo menos, duas réplicas de
tecidos deve ser suficiente para uma substancia quimica em estudo, quando a
classificacéo resultante for inequivoca. No entanto, em casos de resultados limi-
trofes, como medigdes replicadas nao concordantes, uma segunda execugao
pode ser considerada, assim como uma terceira, no caso de resultados discor-
dantes entre as duas primeiras execugoes.

35. O modelo de predicdo para o método de teste de corrosdo cutanea EpiS-
kin®3422) associado ao sistema de classificagao UN GHS™, é mostrado na tabela 4:
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Tabela 4: Modelo de predicéo do EpiSkin™

Viabilidade medido apos intervalos de tempo de
exposicao (t = 3, 60 e 240 minutos)

Previsao a ser considerada

Corrosivo

<35% depois de exposicdo de 3 minutos

Subcategoria 1A opcional *

=35% depois de exposigdo de 3 minutos E

<35% depois de exposigao de 240 minutos

<35% depois de exposicdo de 60 minutos Corrosivo
ou Combinagao de subcategorias 1IN e 1C
> 35% depois de exposicdo de 60 minutos E opcional

= 35% depois de exposicdo de 240 minutos N&o-corrosivo

(*) De acordo com os dados gerados, tendo em vista a

valiar a utilidade dos métodos de

teste de RhE para apoiar a subcategorizagcdo, foi demonstrado que cerca de 22% dos re-
sultados da Subcategoria 1A do método de teste EpiSkinTM podem realmente constituir
Subcategoria 1B ou Substancias/ misturas da Subcategoria 1C (sobre classificagbes) (ver

anexo 3).

36. Os modelos de predicéo para a corrosao cutanea EpiDerm SCT(192339 o Ski-
nEthicTM RHE(7182336) ¢ g epiCS®16:2337, Os métodos de teste, associados ao
sistema de classificacdo UN GHS®, sdo mostrados na tabela 5:

Tabela 5: EpiDermTMSCT, SkinEthicTM RHE e epiCS®

Viabilidade medido apos intervalos
de tempo de exposicao (t = 3 e 60 minutos)

Previsao a ser considerada

PASSO 1 PARA EpiDerm TM SCT, para SkinEthicTM RHE e epiCS®

<50% depois de 3 minutos de exposigao

Corrosivo

=50% depois de 3 minutos de exposigdo E

<15% depois de 60 minutos de exposigdo

Corrosivo

=>50% depois de 3 minutos de exposigao E

=15% depois de 60 minutos de exposigdo

N&o-corrosivo

PASSO 2 PARA EpiDerm TM SCT - para substancias/ misturas iden

tificadas como Corrosivas no Passo 1

<25% depois de 3 minutos de exposigao

Subcategoria 1A opcional

=25% depois de 3 minutos de exposigao

Uma combinagdo de subcategorias

1B e 1C opcional
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Viabilidade medido apos intervalos
de tempo de exposicao (t = 3 e 60 minutos)

PASSO 2 PARA SkinEthicTM RHE - para substancias/ misturas identificadas como Corrosivas no Passo 1

Previsao a ser considerada

<18% depois de 3 minutos de exposigdo Subcategoria 1A opcional
=18% depois de 3 minutos de exposigao Uma combm.agao de subcategorias
1B e 1C opcional
PASSO 2 PARA SepiCS® - para substancias/
misturas identificadas como Corrosivas no Passo 1
<15% depois de 3 minutos de exposigdo Subcategoria 1A opcional
0 . . . Uma combinagao de subcategorias
>15% depois de 3 minutos de exposigdo 1B ¢ 1C opcional

* De acordo com os dados gerados para avaliar a utilidade dos métodos de teste de RhE
para apoiar a subcategorizacao, foi demonstrado que cerca de 29%, 31% e 33% dos resul-
tados da subcategoria 1A dos métodos EpiDerm™ SCT, SkinEthic™ RHE e epiCS®, respec-
tivamente, podem, na verdade, constituir substancias/ misturas da subcategoria 1B ou da
subcategoria 1C (ou seja, super-classificagdes) (ver anexo 3).

DADOS E RELATORIOS

Dados

37. Para cada teste, os dados das replicaces teciduais individuais (os valores
de DO e a percentagem calculada de viabilidade celular para cada substancia
quimica em estudo, incluindo a classificacdo) devem ser relatados em forma de
tabela, incluindo dados de experiéncias repetidas, conforme apropriado. Além
disso, as médias e as faixas de viabilidade e os CV entre os tecidos replicados
para cada teste devem ser relatados. As interacOes observadas com o reagente
MTT por redutores MTT diretos ou substancias quimicas de teste coloridos de-
vem ser relatadas para cada substancia quimica testada.

Relatorio de teste
38. O relatério do teste deve incluir as seguintes informagoes:

Testar substancias quimicas e de controle:

* Substancia monoconstituinte: identificacdo quimica, como nome IUPAC ou
CAS, numero CAS, codigo SMILES ou InChl, férmula estrutural, pureza, identi-
dade quimica de impurezas conforme apropriado € praticamente viavel, etc.;
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Substancia multiconstituinte, UVCB e mistura: caracterizada tanto quanto pos-
sivel por identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e proprieda-
des fisico-quimicas relevantes dos constituintes;

Aparéncia fisica, solubilidade em agua e quaisquer outras propriedades fisico-
-quimicas relevantes;

Fonte, nimero do lote, se disponivel;

Tratamento da substancia quimica/ substancia de controle antes do teste, se
aplicavel (por exemplo, aquecimento, moagem);

Estabilidade da substancia quimica em estudo, data limite de uso ou data para
reanalise, se conhecida;

Condicdes de armazenamento.

Modelo de RhE e protocolo usado e justificativa para isso (se aplicavel)
Condicoes de teste:

Modelo de RhE utilizado (incluindo o nimero do lote);

Informagéo de calibragem para dispositivo de medicédo (espectrofotdbmetro),
comprimento de onda e passagem de banda (se aplicavel) utilizada para
quantificar MTT formazan e a gama de linearidade do dispositivo de medicao;

Descricdo do método usado para quantificar o MTT formazan;
Descricao da qualificagao do sistema de espectrofotometria HPLC / UPLC, se
aplicavel;
Informagbes completas de suporte para o modelo RhE especifico usado, in-
cluindo seu desempenho. Isso deve incluir, mas n&o estéa limitado a:

i) Viabilidade;

i) Funcao de barreira;

i) Morfologia;

iv) Reprodutibilidade e capacidade preditiva;

v) Controles de qualidade (CQ) do modelo.

Referéncia aos dados histéricos do modelo. Isso deve incluir, mas nao se limita
a aceitabilidade dos dados de CQ com referéncia aos dados histéricos do lote;

Demonstracéo de proficiéncia na realizacdo do método de teste antes do uso
rotineiro, testando as substancias de proficiéncia.
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Procedimento de Teste:

Detalhes do procedimento de teste utilizado (incluindo procedimentos de lava-
gem usados apds o periodo de exposicéo);

Doses de substancias quimicas e de controle utilizadas;

Duracao do(s) periodo(s) de exposicao e temperatura(s) de exposicao;
Indicagao dos controles utilizados para os redutores MTT diretos e/ou os qui-
micos de ensaio de coloracéo, se aplicavel;

Numero de réplicas de tecido usadas por substancia quimica de teste e con-
troles (PC, controle negativo € NSMTT, NSCMving e NSC,,,. se aplicavel), por
tempo de exposicao;

Descrigao dos critérios de decisdo / modelo de predigao aplicados com base
no modelo de RhE utilizado;

Descricao de quaisquer modificagbes do procedimento de teste (incluindo
procedimentos de lavagem).

Critérios de aceitacao de execucao e teste:

Valores médios de controle positivo e negativo e faixas de aceitagéo, baseado
em dados histéricos;

Variabilidade aceitavel entre réplicas de tecidos para controle positivo e negativo;

Variabilidade aceitavel entre réplicas de tecido de substancia quimica de teste.

Resultados:

Tabulagdo de dados para substancia quimicas de teste e de controles por
individuo, para cada periodo de exposicao, cada execugao e cada medicao
replicada, incluindo area do pico da OD ou MTT formazan, percentagem de
viabilidade do tecido, percentagem média de viabilidade do tecido, diferencas
entre réplicas, SDs e/ou CVs, se aplicavel,

Se aplicavel, os resultados dos controles utilizados para os redutores MTT dire-
tos e/ou substancias quimicas para coloragao, incluindo a area do pico da OD
ou MTT formazan,% NSMTT,% NSCliving,% NSCkilled, diferencas entre as répli-
cas, SDs e/ou CVs (se aplicavel), e viabilidade tecidual percentual final correta;
Resultados obtidos com o(s) produto(s) quimico(s) de teste e substancias de
controle em relagao aos critérios de aceitagao definidos;
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» Descricao de outros efeitos observados;

* A classificagdo derivada com referéncia ao modelo de previsao/ critérios de

decisao utilizados.

Discussé&o dos resultados

Conclusées

LITERATURA

M

UN. (2013). United Nations Globally Harmonized System of Classification and Label-
ling of Chemicals (GHS), Fifth Revised Edition, UN New York and Geneva. Available
at: [http://www.unece.org/trans/danger/publi/ghs/ghs_rev05/05files_e.html]

OECD. (2015). Guideline for Testing of Chemicals. (N° 404.): Acute Dermal Irritation,
Corrosion, Organisation for Economic Cooperation and Development, Paris.

OECD. (2015). Guideline for the Testing of Chemicals (N° 430.): In Vitro Skin Corro-
sion: Transcutaneous Electrical Resistance (TER). Organisation for Economic Coop-
eration and Development, Paris.

OECD. (2015). Guideline for the Testing of Chemicals (N° 435.): In Vitro Membrane
Barrier Test Method. Organisation for Economic Cooperation and Development, Par-
is.

OECD. (2015). Guideline for the Testing of Chemicals (N° 439.): In Vitro Skin Irritation:
Reconstructed Human Epidermis Test Method. Organisation for Economic Coopera-
tion and Development, Paris.

OECD. (2014). Guidance Document on Integrated Approaches to Testing and As-
sessment of Skin Irritation/Corrosion. Environment, Health and Safety Publications,
Series on Testing and Assessment, (N° 203.) Organisation for Economic Cooperation
and Development, Paris.

Botham PA., Chamberlain M., Barratt M.D., Curren R.D., Esdaile D.J., Gardner J.R.,
Gordon V.C., Hildebrand B., Lewis R.W.,, Liebsch M., Logemann P, Osborne R., Ponec
M., Regnier J.F,, Steiling W., Walker A.P, and Balls M. (1995). A Prevalidation Study on
In Vitro Skin Corrosivity Testing. The report and Recommendations of ECVAM Work-
shop 6.ATLA23, 219-255.

Barratt M.D., Brantom PG., Fentem J.H., Gerner |., Walker A.P, and Worth A.P. (1998).
The ECVAM International Validation Study on In Vitro Tests for Skin Corrosivity. 1. Se-
lection and distribution of the Test Chemicals. Toxicol.In Vitro 12, 471-482.



Corroséao cutanea in vitro: método de teste de epiderme
humana reconstruida (RHE, Recunstructed Human Epidermis)

(1)

(12)

(17)

Fentem J.H., Archer G.E.B., Balls M., Botham PA., Curren R.D., Earl L.K., Esdaile
D.J., Holzhutter H.- G., and Liebsch M. (1998). The ECVAM International Validation
Study on In Vitro Tests for Skin Corrosivity. 2. Results and Evaluation by the Manage-
ment Team. Toxicol.In Vitro 12, 483-524.

Liebsch M., Traue D., Barrabas C., Spielmann H., Uphill, P, Wilkins S., Wiemann C.,
Kaufmann T., Remmele M. and Holzhutter H. G. (2000). The ECVAM Prevalidation
Study on the Use of EpiDerm for Skin Corrosivity Testing, ATLA 28, pp. 371-401.

Balls M., Blaauboer B.J., Fentem J.H., Bruner L., Combes R.D., Ekwall B., Fielder R.J.,
Guillouzo A., Lewis R.W., Lovell D.P, Reinhardt C.A., Repetto G., Sladowski D., Spiel-
mann H. et Zucco F. (1995). Practical Aspects of the Validation of Toxicity Test Proce-
dures. The Report and Recommendations of ECVAM Workshops, ATLA 23, 129-147.

ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Meth-
ods). (1997). Validation and Regulatory Acceptance of Toxicological Test Methods.
NIH Publication N° 97-3981. National Institute of Environmental Health Sciences, Re-
search Triangle Park, NC, USA. Available at: [http://www.iccvam.niehs.nih.gov/docs/
guidelines/validate.pdf].

ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Meth-
ods). (2002). ICCVAM evaluation of EpiDermTM (EPI-200), EPISKINTM (SM), and the
Rat Skin Transcutaneous Electrical Resistance (TER) Assay: In Vitro Test Methods for
Assessing Dermal Corrosivity Potential of Chemicals. NIH Publication N° 02-4502.
National Toxicology Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative Tox-
icological Methods, National Institute of Environmental Health Sciences, Research
Triangle Park, NC, USA.Availableat:[http://www.iccvam.niehs.nih.gov/methods/epid-
docs/epis_brd.pdf].

EC-ECVAM. (1998). Statement on the Scientific Validity of the EpiSkinTM Test (an In
Vitro Test for Skin Corrosivity), Issued by the ECVAM Scientific Advisory Committee
(ESAC10), 3 April 1998. Available at: [http://www.ecvam.jrc.ec.europa.eu.html].
EC-ECVAM. (2000). Statement on the Application of the EpiDermTM Human Skin
Model for Skin Corrosivity Testing, Issued by the ECVAM Scientific Advisory Commit-
tee (ESAC14), 21 March 2000. Available at: [http://ecvam.jrc.ec.europa.eu].
Hoffmann J., Heisler E., Karpinski S., Losse J., Thomas D., Siefken W., Ahr H.J., Vohr
H.W. and Fuchs H.W. (2005). Epidermal-Skin-Test 1000 (EST-1000)-A New Recon-
structed Epidermis for In Vitro Skin Corrosivity Testing.Toxicol.In Vitro 19, 925-929.
Kandarova H., Liebsch M., Spielmann,H., Genschow E., Schmidt E., Traue D., Guest
R., Whittingham A., Warren N, Gamer A.O., Remmele M., Kaufmann T., Wittmer E.,
De Wever B., and Rosdy M. (2006). Assessment of the Human Epidermis Model Ski-

97



98

» ACFB/ANF ABDI

(1)

(23)

(24)

(29)

nEthic RHE for In Vitro Skin Corrosion Testing of Chemicals According to New OECD
TG 431.Toxicol.In Vitro 20, 547 559.

Tornier C., Roquet M. and Fraissinette A.B. (2010).Adaptation of the Validated Skin-
EthicTM Reconstructed Human Epidermis (RHE) Skin Corrosion Test Method to 0.5
cm2 Tissue Sample.Toxicol. In Vitro 24, 1379-1385.

EC-ECVAM. (2006). Statement on the Application of the SkinEthicTM Human Skin
Model for Skin Corrosivity Testing, Issued by the ECVAM Scientific Advisory Com-
mittee (ESAC25), 17 November 2006. Available at: [http://www.ecvam.jrc.ec.europa.
eu.html].

EC-ECVAM. (2009). ESAC Statement on the Scientific Validity of an In-Vitro Test
Method for Skin Corrosivity Testing: the EST-1000, Issued by the ECVAM Scientific
Advisory Committee (ESAC30), 12 June 2009. Available at: [http://www.ecvam.jrc.
ec.europa.eu.html].

OECD. (2013). Summary Document on the Statistical Performance of Methods in
OECD Test Guideline 431 for Sub-categorisation.Environment, Health, and Safety
Publications, Series on Testing and Assessment (N° 190).Organisation for Economic
Cooperation and Development, Paris.

Alépée N., Grandidier M.H., and Cotovio J. (2014). Sub-Categorisation of Skin Cor-
rosive Chemicals by EpiSkinTM Reconstruction Human Skin Epidermis Test method
according toUN GHS Revision of OECD Test Guideline 431.Toxicol. In Vitro 28, 131-
145.

Desprez B., Barroso J., Griesinger C., Kandarova H., Alépée N., and Fuchs, H. (2015).
Two Novel Prediction Models Improve Predictions of Skin Corrosive Sub-categories
by Test Methods of OECD Test Guideline N° 431.Toxicol. In Vitro 29, 2055-2080.

OECD. (2015). Performance Standards for the Assessment of Proposed Similar or
Modified In Vitro Reconstructed Human Epidermis (RHE) Test Methods For Skin Cor-
rosion in Relation to OECD TG 431. Environmental Health and Safety Publications,
Series on Testing and Assessment (N° 219). Organisation for Economic Cooperation
and Development, Paris.

OECD. (2005). Guidance Document on the Validation and International Acceptance
of New or Updated Test Methods for Hazard Assessment..Environment, Health and
Safety Publications, Series on Testing and Assessment (N° 34.), Organisation for
Economic Cooperation and Development, Paris.

Eskes C. et al. (2012). Regulatory Assessment of In Vitro Skin Corrosion and Irritation
Data Within the European Framework: Workshop Recommendations. Regul.Toxicol.
Pharmacol. 62, 393-403.



Corroséao cutanea in vitro: método de teste de epiderme
humana reconstruida (RHE, Recunstructed Human Epidermis)

(27)

(28)

(32)

(33)

Mosmann T. (1983). Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival: Appli-
cation to Proliferation and Cytotoxicity Assays. J. Immunol. Methods 65, 55-63.

Tinois E., et al. (1994). The Episkin Model: Successful Reconstruction of Human Epi-

dermis In Vitro. In: In Vitro Skin Toxicology. Rougier A., Goldberg A.M and Maibach
H.l. (Eds): 133-140.

Cannon C. L., Neal RJ., Southee J.A., Kubilus J. and Klausner M. (1994), New Epider-
mal Model for Dermal Irritancy Testing. Toxicol.In Vitro 8, 889 - 891.

Ponec M., Boelsma E, WeeRhEim A, Mulder A, Bouwstra J and Mommaas M. (2000).
Lipid and Ultrastructural Characterization of Reconstructed Skin Models. Inter. J.
Pharmaceu. 2083, 211-225.

Tinois E., Tillier, J., Gaucherand, M., Dumas, H., Tardy, M. and Thivolet J. (1991). In
Vitro and Post Transplantation Differentiation of Human Keratinocytes Grown on the
Human Type IV Collagen Film of a Bilayered Dermal Substitute. Exp. Cell Res. 193:
310-319.

Parenteau N.L., Bilbo P Nolte CJ, Mason VS and Rosenberg M. (1992). The Organo-
typic Culture of Human Skin Keratinocytes and Fibroblasts to Achieve Form and
Function. Cytotech. 9, 163-171.

Wilkins L.M., Watson SR, Prosky SJ, Meunier SF and Parenteau N.L. (1994). De-
velopment of a Bilayered Living Skin Construct for Clinical Applications.Biotech.Bio-
eng.43/8, 747-756.

EpiSkingTM, (December 2011), SOP, INVITTOX Protocol (N° 118). EpiSkiTM Skin Cor-
rosivity Test, Available at: [http://www.ecvam.jrc.ec.europa.eu.hm;].

EpiDermTMSOR (February 2012), Version MK-24-007-0024Protocol for: In VitroEpi-
DermTMCorrosion Test (EPI-200-SCT), for Use with MatTek Corporation’s Recon-
structed Human Epidermal.

SkinEthicTM RHE SOPR, INVITTOX Protocol (January 2012). SkinEthicTM Skin Corro-
sivity Test. Available at: [http://www.ecvam.jrc.ec.europa.eu.html].

EpiCS® SOP, Version 4.1 (January 2012). In Vitro Skin Corrosion: Human Skin Model
Test Epidermal Skin Test 1000 (epiCS®)CellSystems. Available at: [http://www.ec-
vam.jrc.ec.europa.eu.html].

Alépée N., Barroso J., De Smedt A., De Wever B., Hibatallah J., Klaric M., Mewes K .R.,
Millet M., Pfannenbecker U., Tailhardat M., Templier M., and McNamee P. Use of HPLC/
UPLC- spectrophotometry for Detection of MTT Formazan in In Vitro Reconstructed
Human Tissue (RhT)- based Test Methods Employing the MTT Assay to Expand their
Applicability to Strongly Coloured Test Chemicals. Manuscript in Preparation.

99



100

» ACFB/ANF ABDI

(89) USFDA. (2001). Guidance for Industry: Bioanalytical Method Validation. U.S. Depart-
ment of Health and Human Services, Food and Drug Administration. (May 2001).
Available at: [http://www.fda.gov/downloads/Drugs/Guidances/ucm070107.pdf].

ANEXO 1

Definicoes

Preciséo: a proximidade da concordancia entre os resultados do método de teste
e os valores de referéncia aceitos. E uma medida do desempenho do método
de teste e um aspecto de relevancia. O termo é frequentemente usado de for-

ma intercambiavel com “concordancia” para significar a proporgao de resultados
corretos de um método de teste®,

Viabilidade celular: pardmetro que mede a atividade total de uma populacéo celu-
lar, como a capacidade de as desidrogenases mitocondriais celulares reduzirem
o corante vital MTT (brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio, azul
de tiazolilo), que, dependendo do ponto final medido e do desenho de teste utili-
zado, correlaciona-se com o nimero total e/ou vitalidade das células vivas.

Substancia quimica: significa uma substancia ou mistura.

Concordancia: esta é uma medida do desempenho do método para testes que
fornecem um resultado categérico e é um aspecto de relevancia. O termo ¢ al-
gumas vezes usado de forma intercambiavel com preciséo e € definido como a
proporgao de todos os substancias quimicas testadas que s&o classificados cor-
retamente como positivos ou negativos. A concordancia é altamente dependente
da prevaléncia de positivos nos tipos de substancias quimicas testadas®.

ET50: pode ser estimado pela determinagdo do tempo de exposigao necessario
para reduzir a viabilidade celular em 50% apos a aplicagao do substancia quimica
de referéncia em uma concentracéo fixa e especificada. Consulte também 1C50.

GHS: (Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de
Substancias quimicas): um sistema que propde a classificacdo de substancias
quimicas (substancias e misturas) de acordo com os tipos € niveis padronizados



Corroséao cutanea in vitro: método de teste de epiderme
humana reconstruida (RHE, Recunstructed Human Epidermis)

de riscos fisicos, de salde e ambientais, e enderega os elementos de comunica-
¢cao correspondentes, tais como pictogramas, palavras, declaracdes de perigo,
declaracbes de precaucao e fichas de dados de seguranca, para transmitir infor-
magoes sobre 0s seus efeitos adversos com vista a proteger as pessoas (incluin-
do empregadores, trabalhadores, transportadores, consumidores e socorristas)
e 0 ambiente®.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Performance.
IATA: Abordagem Integrada em Teste e Avaliacao.

IC50: Pode ser estimado pela determinagao da concentragao na qual um subs-
tancia quimica de referéncia reduz a viabilidade dos tecidos em 50% (IC50) apds
um tempo de exposicéo fixo, ver também ET50.

Dose infinita: Quantidade de substancia quimica de teste aplciada a epiderme
excedendo a quantidade necessaria para cobrir completa e uniformemente a su-
perficie da epiderme.

Mistura: significa uma mistura ou solugédo composta por duas ou mais substan-
cias nas quais elas ndo reagem.

Substancia monoconstituinte: substancia definida pela sua composicéo quantitativa,
em gue um das principais constituintes esta presente em, pelo menos, 80% (p/p).

MTT: brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazodlio; Brometo de tetra-
z6lio ,azul de tiazolilo.

Substancia multiconstituinte: substancia definida pela sua composi¢céo quantita-
tiva, na qual mais de um constituinte principal estao presentes na concentracao
>10% (p/p) e <80% (p/p). Uma substancia constituinte é o resultado de um pro-
cesso de fabricagao. A diferenca entre mistura e substancia multiconstituinte € que
uma mistura é obtida pela combinagéo de duas ou mais substancias sem reagao
guimica. Uma substancia multiconstituinte é o resultado de uma reagéo quimica.

NC: nao-corrosivo.
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Controle NSC,,,_ - controle nao especifico de cores em tecidos mortos.
Controle NSC,,, - controle nao especifico de cores em tecidos vivos.
NSMTT: redugéo de MTT nao especifica.

DO: densidade optica.

PC: Controle Positivo (em inglés, Positive Control), € um replicado contendo to-
dos os componentes de um sistema de teste e tratado com uma substancia
conhecida por induzir uma resposta positiva. Para garantir que a variabilidade na
resposta do controle positivo ao longo do tempo possa ser avaliada, a magnitude
da resposta positiva ndo deve ser excessiva.

Padrées de desempenho (PS):padrbes, baseados em um método de teste va-
lidado, que fornecem uma base para avaliar a comparabilidade de um método
de teste proposto que € mecanicamente e funcionalmente similar. Incluido s&o:
(i) componentes essenciais do método de teste; (i) uma lista minima de Subs-
tancias quimicas de Referéncia selecionados dentre os substancias quimicas
utilizados para demonstrar o desempenho aceitavel do método de teste valida-
do; e (iii) os niveis semelhantes de confiabilidade e precisdo, com base no que
foi obtido para o método de teste validado, que o método de teste proposto
deve demonstrar quando avaliado usando a lista minima de Substancias quimi-
cas de Referéncia®,

Relevancia: descrigao da relagado do método de teste para o efeito de interesse e se
é significativo e Util para uma finalidade especifica. E a medida em que o método
de teste mede ou prevé corretamente o efeito biologico de interesse. Relevancia
incorpora a consideragao da preciséo (concordancia) de um método de teste®),

Confiabilidade: mede a extensdo em que um método de teste pode ser executa-
do replicavelmente dentro e entre laboratérios ao longo do tempo, quando rea-
lizado usando 0 mesmo protocolo. E avaliado pelo célculo da reprodutibilidade
intra e interlaboratorial®.
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Execugdo: consiste em um ou mais substancias quimicas de teste testadas si-
multaneamente com um controle negativo e com um PC.

Sensibilidade: a proporcdo de todos os substancias quimicas positivas/ ativas
que sao classificadas corretamente pelo método de teste. E uma medida de pre-
cisdo para um método de teste que produz resultados categéricos e € uma con-
sideragao importante na avaliagao da relevancia de um método de teste®.

Corroséo cuténea in vivo: a produgao de danos irreversiveis da pele; isto &, necro-
se visfvel através da epiderme e na derme, apds a aplicacdo de um substancia
quimica de teste por até quatro horas. As reacdes corrosivas sdo caracterizadas
por Ulceras, sangramento, escaras sanguinolentas e, ao final da observacéo aos
14 dias, por descoloragéo devido ao branqueamento da pele, areas completas
de alopecia € cicatrizes. A histopatologia deve ser considerada para avaliar le-
sbes questionaveis.

Especificidade: a proporgao de todos os substancias quimicas negativas/ inati-
vas que sdo classificadas corretamente pelo método de teste. E uma medida de
precisao para um método de teste que produz resultados categoricos e € uma
consideracéo importante na avaliacdo da relevancia de um método de teste®.

Substancia: significa os elementos quimicos e seus compostos no estado natural
ou obtidos por qualquer processo de producao, incluindo qualquer aditivo neces-
sario para preservar a estabilidade do produto e quaisquer impurezas derivadas
do processo usado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado
sem afetar a estabilidade da substancia ou alteragao da sua composigao.

Substancia quimica de Teste: significa o que esta sendo testado.
UPLC: Cromatografia Liquida de Ultra-Alto Desempenho.

UVCB: substancias de composicéo desconhecida ou variavel, produtos de rea-
cao complexos ou materiais biolégicos.
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ANEXO 2

Componentes do método de teste principal dos métodos de
teste de RhE validados para testes de corrosao na pele

Componentes do método
de teste

EpiSkin™

EpiDerm™ SCT

Superficie do modelo

0,38 cm?

0,63 cm?

Namero de replicados de tecido

Pelo menos, 2 por periodo de exposicao

2 a 3 por periodo de exposicdo

Doses ¢ aplicagdo

Liquidos e viscosos: 50 uL =+ 3 L (131.6 uL/cm?)

Liquidos: 50 uL (79.4 uL/cm?) com ou sem rede de nylon

Sélidos: 20 + 2 mg (52.6 mg/cm?) + 100 L = 5ul NaCl
solution (9 g/L)

Pré-teste de compatibilidade do produto quimico de teste
com rede de nylon

Cerosos/ espessos: 50 + 2 mg (131.6 mg/cm?) com rede
de nylon

Semi-sélidos: 50 uL (79.4 uL/cm?) )

Solidos: 25 uL H,0 (ou mais se necessario) + 25 mg
(39.7 mg/cm?)

Ceras: peca plana tipo disco de ca. 8 mm de diametro co-
locado sobre o tecido umedecido com 15uL de H,0

Pré-verificaco para reducao
MTT direta

50 uL (liquido) ou 20 mg (sélido)

50 ul (liquido) ou 25 mg (solido) + 1 mL MTT

+2mLMTT

Solugdo de 1 mg/mL por 60 min a 37°C, 5% C02, 95% RH

solugdo de 0.3 mg/mL s para 180

Se a solugdo se tornar azul ou roxa, deve-se realizar o con-
trole adaptado de morte por congelamento

5 min at 37°C, 5% CO,, 95% RH

Se a solugdo se tornar azul ou roxa, deve-se realizar o con-
trole adaptado de morte por dgua

Pré-verificagdo para interferén-
cia de cores

10 L (liquido) ou 10 mg (solido) + 90 uL H,0 misturado
por 15 min em RT

50 L (liquido) ou 25 mg (sdlido) + 300 uL H,0 or 60 min
a37°C, 5% de CO,, 95% RH

Se a solucao ficar colorida, deve-se relizar controles vivos
adaptados

Se a solucdo ficar colorida, deve-se relizar controles vivos
adaptados

Tempo e temperatura de exposicao

3min, 60min (+ 5min) e 240 min (+ 10 min) em cabine
ventilada

3 minem RT e 60 min a 37°C, 5% CO,, 95% RH

Temperatura da sala (RT, 18 - 280C)

Enxague

25 mL 1 x PBS (2 mL/em jato)

20 vezes com fluxo constante de ] 1x PBS

Controle Negativo

50 uL de solugao de NaCl (9 g/L) Testado com cada tempo
de exposicao

50 1L de H,0

Testado com cada tempo de exposicdo

Testado com cada tempo de exposicdo

Controle Positivo

50 L de écido acético glacial

- 50 uL 8N KOH

Testar por apenas 4 horas

Testado com cada tempo de exposicdo

Solugao MTT

2mL 0.3 mg/mL

300 L 1 m/mL

Tempo de incubagdo e tempera-
tura do MTT

180 min (+ 15 min) a 37°C, 5% CO,, 95% RH

80 min a 37°C, 5% CO,, 95% RH




Corroséao cutanea in vitro: método de teste de epiderme
humana reconstruida (RHE, Recunstructed Human Epidermis)

SkinEthic™ RHE

epiCsS®

0,5 cm?

0,6 cm?

Pelo menos, 2 por periodo de exposicao

Pelo menos, 2 por periodo de exposicao

Liquidos e viscosos: 40 uL = 3ul (80 uL/cm?) usando rede de nylon

Liquidos: 50 uL (83.3 uL/cm?)usando rede de nylon

Pré-teste de compatibilidade do produto quimico de teste com rede de nylon

Pré-teste de compatibilidade do produto quimico de teste com rede de nylon

S6lidos: 20uL = 2uIH20+20 3mg (40 mg/om?)

Semi-sélidos: 50 uL (83.3 uL/cm?)

Cerosos e espessos: 20 + 3 mg (40 mg/cm?) usando rede de nylon

Solidos : 25 mg (41.7 mg/cm?) + 25 ul H,0 (ou mais, se ncessério)

Cerosos: pega plana tipo disco de ca. 8 mm de diametro colocado sobre o
tecido umedecido com 15uL de H,0

40 uL (liquido) ou 20 mg (sélido)

50 pL (liquido) ou 25 mg (sélido) + 1 mL MTT

+1mLMTT

Solugao de 1 mg/mL por 60 min a 37°C, 5% CO,, 95% RH

Solugao de 1 mg/mL por 180 + 15 mina 37°C, 5% CO,, 95% RH

Se a solucao se tornar azul ou roxa, deve-se realizar o controle adaptado de
morte por congelamento

Se a solugdo se tornar azul ou roxa, deve-se realizar o controle adaptado de
morte por congelamento

40 L (liquido) ou 20mg (solido) + 300 uL H,0 misturado por 60 min em RT

50 L (liquido) ou 25 mg sélido) + 300 uL H,0 por 60 min a 37°C, 5%
€0,, 95% RH

Se a solugdo ficar colorida, deve-se relizar controles vivos adaptados

Se a solugdo ficar colorida, deve-se relizar controles vivos adaptados

3 minem RT e 60 min a 37°C, 5% CO,, 95% RH

3 min em RT e 60 min a 37°C, 5% CO,, 95% RH

20 vezes com fluxo constante de | 1x PBS

20 vezes com fluxo constante de | 1x PBS

50 ul de H,0

40l de H,0

Testado com cada tempo de exposigdo

Testado com cada tempo de exposicao

40 L de H,0

50 ul de H,0

Testado com cada tempo de exposicao

Testado com cada tempo de exposicao

300 uL 1 mg/mL

300 pL 1 mg/mL

180 min (= 15 min) a 37°C, 5% CO,, 95% RH

180 mina 37°C, 5% CO,, 95% RH
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ANEXO 3

Desempenho dos métodos de ensaio para subcategorizagao

A tabela abaixo fornece os desempenhos dos quatro métodos de teste, calcula-
dos com base em um conjunto de 80 substancias quimicas testadas pelos quatro
desenvolvedores de teste. Os célculos foram realizados pelo Secretariado da
OECD, revisados e acordados por um subgrupo de especialistas®'2),

Os métodos de teste EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthicTMeepiCS® sdo capazes de
subcategorizar (ou seja, 1A versus 1B e 1C versus NC)

Performances, taxas de superclassificagdo, taxas de subclassificagao e precisao
(capacidade preditiva) dos quatro métodos de teste com base em um conjunto de
80 substancias quimicas testadas em 2 ou 3 execugdes em cada método de teste:



Corroséao cutanea in vitro: método de teste de epiderme
humana reconstruida (RHE, Recunstructed Human Epidermis)

ESTATISTICAS SOBRE PREDIGOES OBTIDAS EM TODO O CONJUNTO DE PRODUTOS QUIMICOS

(n = 80 produtos quimicos testados em duas execugdes independentes para epiCS® ou 3 séries inde-
pendentes para EpiDerm™ SCT, EpiSkin™ e SkinEthic™ RHE, respectivamente, classificagbes 159* ou 249

*um produto quimico testado uma vez em epiCS® por conta de indisponibilidade®®

EpiSkin™ | Epiderm™ | SkinEthic™ | epiCS®
Superclassificagao
1B e 1C superclassificado com 1A 21.5% 29.0% 31.2% 32.8%
NC superclassificado com 1B e 1C 20.7% 23.4% 27.0% 28.4%
NC superclassificado com 1A 0.0%% 2.7% 0.0% 0.0%
Corr. De superclassificagao 20.7% 26.1% 27.0 28.4%
Taxa de superclassificagdo global 17.9% 23.3% 24.5% 25.8%
Subclassificagao
1A subclassificado como 1B e 1C 16.7% 26.7% 16.7% 12.5%
1A subclassificado como NC 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
1B e 1C subclassificado com NC 2.2% 0.0% 7.5% 6.6%
Taxa de subclassificagdo global 3.3% 2.5% 5.4% 4.4%
Classificagoes Corretas
1A corretamente classificado 83.3% 83.3% 83.3% 87.4%
1B e 1C corretamente classificado 76.3% 71.0% 61.3% 60.7%
NC corretamente classificado 79.3 73.9% 73.0% 71.62%
Precisdo geral 78.8% 74.2% 70.0% 69.8%

NC: ndo-corrosivo
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ANEXO 4

Parametros-chave e critérios de aceitagao para qualificacao
de um sistema de espectrofotometria de HPLC / UPLC para
medicao de MTT formazan extraido de tecidos de RhE

. . . Critérios
(37-38)
Parametro Protocolo derivado do Guia FDA de Aceitagao
Andlise de isopropanol, vazio vivo (extracto de
Seletividade isopropanol a partir de tecidos de RhE vivos sem Area .. < 20%
qualquer tratamento), vazio morto (extrato de isopropanol da Area, '

de tecidos RhE mortos sem qualquer tratamento)

Controles de qualidade (ou seja, MTT formazan a 1,6 ug
Precisdo /mL, 16 ug/ mL e 160 ug / mL)
em isopropanol (n = 5)

CV = 15% ou
<20% para 0 LLOQ

V) 0
Acuracidade Controles de qualidade no ispropanol (n = 5) % Dev = 15% ou

<20% para LLOQ
V) H 170/
Efeito de Matriz Controles de qualidade no vazio vivo (n = 5) 85% = E<fe|1t(1)5d; mattizk
= 0
0/
Transferéncia Anélise de isopropanol depois de USLOQ? padrao At = 12%
da Area,

3 curvas de calibragao independentes (com base em
6 diluigOes de 1/3 consecutivas de MTT formazan em
isopropanol comegando em ULOQ, isto &, 200 ug / mL);
Controles de qualidade em isopropanol (n = 5)

Curva de calibragdo do dia 1: 1 & controles de qualidade |  Gurva de calibragao:

em isopropanol (n = 3) Zﬁ [Z)SX/ ia:zfﬁgl(]]
0

Replicabilidade (intra-dia)

Curva de calibragdo do dia 2: 1 e controles de qualidade

Replicabilidade (inter-dia) em isopropanol (n = 3)

Curva de calibragdo do dia 3: 1 e controles de qualidade
em isopropanol (n = 3)

Estabilidade de curto prazo Controles de Qualidade em vazio vivo (n = 3),
do MTT formazan no extrato analisados no dia da preparacdo e ap6s 24 horas de % Dev < 15%
RhE de tecido armazenamento a temperatura ambiente

Estabilidade de longo prazo
do MTT formazan no extrato
RhE de tecido,
se exigido

Controles de Qualidade em vazio vivo (n = 3),
analisados no dia da preparagdo e apos varios dias de % Dev < 15%
armazenamento a temperatura de 4°C, -20°C, -80°C

'LLOQ: Limite inferior de quantificag&o, definido para cobrir 1-2% de viabilidade tecidual,
ou seja, 0,8ug/mL.

2ULOQ: Limite Superior de Quantificagao, definido como sendo pelo menos duas vezes
superior a concentragdo de MTT formazan mais elevada esperada em extratos de isopro-
panol a partir de controles negativos, isto é, 200ug/mL.
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Adotado: 28 de julho de 2015

Guia da OECD para o Ensaio
de Substancias Quimicas - 435

Teste de membrana de barreira
in vitro para corroséo da pele

INTRODUCAO

1. Corroséo cutanea refere-se a produgao de danos cutaneos irreversiveis, mani-
festando-se como necrose visivel através da epiderme e na derme, que acontece
apods a aplicagdo de um teste quimico, conforme definido pelo Sistema Global
de Harmonizagao de Classificagao e Rotulagem das Nagdes Unidas (ONU) de
substancias quimicas (GHS)". Esta Diretriz 435 atualizada fornece um método de
teste de membrana de barreira in vitro que pode ser usado para identificar subs-
tancias quimicas corrosivas. O método de teste utiliza uma membrana artificial
projetada para responder a substancias quimicas corrosivas de maneira similar
a da pele do animal in situ.

2. A corrosividade da pele tem sido tradicionalmente avaliada aplicando-se a
substancia quimica em teste na pele de animais vivos e avaliando-se a extensédo
do dano tecidual apds periodo fixo de tempo®. Além da presente Diretriz, varios
outros métodos de teste in vitro foram adotados como alternativas® ao proce-
dimento padrao de pele de coelho in vivo (OECD TG 404) usado para identificar
substancias quimicas corrosivas®. A estratégia de testes e avaliagdo do GHS da
ONU, para avaliacéo e classificagdo da corrosividade cuténea, e o documento
de orientagdo da OECD sobre Abordagens Integradas para Testes e Avaliagéao
(AITA) para Irritagao/Corrosdo da Pele recomendam o uso de métodos de teste
validados e aceitos in vitro nos médulos 3 e 49, A AITA descreve varios médulos
que agrupam fontes de informacéo e ferramentas de analise e fornece orienta-
¢oes sobre: (i) como integrar € usar 0s dados de teste e ndo teste existentes
para avaliagdo dos potenciais de irritacéo e corroséo cutaneas e (i) propde uma
abordagem quando mais testes sdo necessarios, incluindo quando resultados
negativos séo encontrados®. Nessa abordagem modular, resultados positivos de
métodos de testes in vitro podem ser usados para classificar um produto quimico
COmo corrosivo, sem a necessidade de testes em animais, reduzindo e refinando
0 Uso de animais e evitando a dor e o sofrimento que poderiam ocorrer se ani-
mais fossem usados para este fim.
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3. Estudos de validagao foram concluidos para o método de teste de barreira
in vitro comercialmente disponivel como Corrositex®®®, mostrando precisédo ge-
ral para prever a corrosividade cutanea de 79% (128/163), sensibilidade de 85%
(76/89) e especificidade de 70% (52/74) para um banco de dados de 163 subs-
tancias e misturas”. Com base na sua validade reconhecida, este método de
teste de referéncia validado (VRM) foi recomendado para uso como parte de uma
estratégia de testes em camadas para avaliar o potencial de risco de corrosédo
dérmica de substancias quimicas®”. Antes que um método de teste de barrei-
ra in vitro para corroséo cutanea possa ser usado para fins regulatérios, suas
confiabilidade, relevancia (precisao) e limitagdes, para o uso proposto, devem
ser determinadas, para assegurar que seja similar aquele do VRM®, de acordo
com os padrdes de desempenho pré-definidos (PS)1%. A Aceitacdo Mutua de
Dados somente sera garantida apos qualquer método de teste novo ou atualiza-
do proposto apds o PS desta Diretriz ter sido revisado e incluido nesta Diretriz.
Atualmente, apenas um método de ensaio in vitro é abrangido por esta Diretriz— o
método de teste Corrositex® comercialmente disponivel.

4. Outros métodos de ensaio para efeitos de corrosdo cuténea baseiam-se na
utilizagao de pele humana reconstituida (OECD TG 431)® e pele de rato isolada
(OECD TG 430)“. Esta Diretriz também fornece subcategorizacéo de substan-
cias quimicas corrosivas nas trés subcategorias de corrosividade do GHS da
ONU e nos trés grupos de embalagem de transporte da ONU para riscos de
corrosividade. Esta Diretriz foi originalmente adotada em 2006 e atualizada em
2015, para se referir ao documento de orientagdo da AITA e atualizar a lista de
substancias de proficiéncia.

DEFINICOES

5. As definigbes utilizadas s&o fornecidas no anexo 1.

CONSIDERAGCOES INICIAIS E LIMITACOES

6. O teste descrito neste guia permite a identificagao de substancias quimicas de
teste corrosivas e permite a subcategorizagao de substancias quimicas de teste
corrosivas de acordo com o GHS da ONU (tabela 1)®. Além disso, esse método
de ensaio pode ser utilizado para tomar decisdes sobre a corrosividade e a nao-
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-corrosividade de classes especificas de produtos quimicos; por exemplo, acidos
organicos e inorganicos, derivados acidos' e bases para determinados testes de
transporte” 112, Esta Diretriz descreve um procedimento genérico semelhante ao
método de teste de referéncia validado!”. Embora esta Diretriz ndo fornega infor-
macdes adequadas sobre a irritagao da pele, deve ser notado que a Diretriz 439
aborda especificamente o efeito, sobre a salde, da irritagdo cutanea in vitro®d.
Para a avaliacdo completa dos efeitos locais da pele apds uma Unica exposigao
cuténea, o Documento de Orientagcao n® 203, sobre Abordagens Integradas para
Testes de Avaliagao, deve ser consultado®.

Tabela 1. Categoria e Subcategorias Corrosivas da Pele do GHS da ONU™

Categoria Corrosiva Subcategorias Corrosivo em =1 de 3 animais
(catggona 1) apllga-se a potenc!almente corrosivas Exposigao Observagao
autoridades que nao usam (aplica-se somente a
subcategorias) algumas autoridades)
Corrosivo Subcategoria corrosiva 1A < 3 minutos < 1hora
Subcategoria corrosiva 1B > 3 minutos/ < 1 hora | < 14 dias
Subcategoria corrosiva 1C > 1 hora/ 4 horas < 14 dias

" *Derivado acido” & uma designagdo de classe ndo especifica e é amplamente definido
como um &cido produzido a partir de uma substancia quimica, seja diretamente ou por
modificacao ou substituicdo parcial. Esta classe inclui anidridos, halo &cidos, sais e outros

tipos de produtos quimicos.

7. Uma limitagdo do método de teste de referéncia validado®” é que muitas subs-
tancias quimicas ndo corrosivas, e algumas substancias quimicas corrosivas,
podem nao se qualificar para testes, com base nos resultados do teste de com-
patibilidade inicial (ver paragrafo 13). Substancias quimicas aquosas, com pH na
faixa de 4,5 a 8,5, muitas vezes ndo se qualificam para testes; no entanto, 85%
das substancias quimicas testadas nessa faixa de pH nao foram corrosivas em
testes em animais”. Os métodos de teste de membrana de barreira in vitro po-
dem ser utilizados para testar sélidos (sollveis ou insollveis em agua), liquidos
(aquosos ou ndo aquosos) e emulsdes. No entanto, as substancias quimicas de
teste que ndo causam alteracdo detectavel no teste de compatibilidade (isto é,
alteragédo de cor no Sistema de Detecgao Quimica do método de teste de referén-
cia validado) ndo podem ser testadas com o método de membrana de barreira e
devem ser testadas usando-se outros métodos de teste.
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PRINCIiPIO DO TESTE

8. O sistema de teste compreende dois componentes: uma biobarreira macro-
molecular sintética e um sistema de detecgao quimica (CDS); este método de
ensaio detecta, através da membrana de barreira CDS, os danos causados por
substancias quimicas corrosivas apés a aplicacdo da substancia quimica em
teste, na superficie da membrana de barreira sintética macromolecular”, presu-
mivelmente, pelo mesmo mecanismo de corrosao que opera na pele viva.

9. A penetracéo através da membrana de barreira (ou ruptura) pode ser medida
por um numero de procedimentos ou CDS, incluindo uma mudanga na cor de um
corante indicador de pH ou em alguma outra propriedade da solugao indicadora
abaixo da barreira.

10. A membrana de barreira deve ser determinada como sendo valida, isto &, re-
levante e confiavel, para seu uso pretendido. Isto inclui assegurar que diferentes
preparagdes s&o consistentes em relacao as propriedades de barreira, capazes
de manter uma barreira contra substancias quimicas nao-corrosivas, capazes
de categorizar as propriedades corrosivas de substancias quimicas nas varias
subcategorias de corrosividade do GHS da ONU®. A classificagao atribuida ba-
seia-se no tempo que uma substancia quimica leva para penetrar através da
membrana de barreira até a solugao indicadora.

DEMONSTRAGAO DE PROFICIENCIA

11. Antes do uso rotineiro do método de teste de membrana de barreira in vitro,
os laboratérios devem demonstrar proficiéncia técnica, ao classificar corretamen-
te as doze Substancias de Proficiéncia recomendadas na tabela 2. Em situagoes
nas quais uma substancia listada nao esteja disponivel ou quando seja justi-
ficavel, outra substancia, para a qual estejam disponiveis dados de referéncia
adequados in vivo e in vitro (por exemplo, da lista de substancias quimicas de
referéncia?), pode ser utilizada, desde que sejam aplicados os mesmos critérios
de selecdo descritos na tabela 1.
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Tabela 2: Substéncias de Proficiéncia’

A s - Sub categoria | Subcategoria UN
2
Substancia CASRN Classe Quimica UN GHS i vivo GHS in vitro
Di-hidrato de o
wrifluoreto de boro 13319-75-0 Acido inorganico 1A 1A
Acido nitrico 7976-37-2 Acido inorganico 1A 1A
Pentacloreto de 10026-13-8 Precursor de 4cido 1A 1A
fosforo inorganico
Cloreto de valeril 638-29-9 Cloreto de Acido 1B 1B
Hidréxido de Sddio 1310-73-2 Base inorganica 1B 1B
1- (2-aminoetil) . .
piperazina 140-31-8 Aminas alifaticas 1B 1B
Cloreto de benze- -
nossulfonilo 98-09-9 Cloreto de Acido 1C 1C
N, N-Dimetil 103-83-3 Anilinas 1c 1c
benzilamina
Tetraetlenopen- 112-57-2 | Aminas alifaticas 10 10
tamina
Eugenol 97-53-0 Fendis NC NC
Actilato de nonil 2664-55-3 | Norlalos/ meta- NC NC
crilatos
Bicarbonato de S
sodio 144-55-8 Sais inorganicos NC NC

'As doze substancias listadas acima contém trés substancias de cada uma das trés subcategorias
do GHS da ONU para substéncias corrosivas e trés substancias ndo-corrosivas que estao disponiveis
em fornecedores comerciais; a subcategoria GHS da ONU é baseada nos resultados de testes in vivo
de alta qualidade. Estas substancias séo retiradas da lista de 40 substancias de referéncia, incluidas
na lista minima de substancias quimicas identificadas por demonstrar a exatiddo e confiabilidade dos
métodos de ensaio estrutural e funcionalmente semelhantes ao método validado de ensaio de refe-
réncia, e foram selecionadas da referéncia de 163 substancias quimicas originalmente utilizadas para
validar o método de teste de referéncia (Corrositex®) 9. O objetivo deste processo de selegéo era
incluir, na medida do possivel, substancias quimicas que: representassem a faixa de respostas de cor-
rosividade (ndo-corrosivos, corrosivos dos Grupos de Embalagem |, Il e Il da ONU) que o método de
teste de referéncia validado é capaz de medir ou prever; foram representativos das classes quimicas
utilizadas durante o processo de validag&o, tem estruturas quimicas que foram bem definidas; induzem
resultados reproduziveis no método de teste de referéncia validado, resultados definitivos induzidos no
teste de referéncia in vivo, estavam comercialmente disponiveis; e ndo estavam associados a custos
proibitivos de descarte™.

2Substancias testadas puras ou com pureza proxima a 90%.
30s grupos de embalagem da ONU correspondentes sao |, Il e Ill, respectivamente, para as Subcate-
gorias 1A, 1B e 1C do GHS da ONU.

NC: Nao-corrosivo.
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PROCEDIMENTO

12. Os paragrafos seguintes descrevem os componentes e os procedimentos
de um método de teste de membrana de barreira artificial para avaliacdo de cor-
rosividade”', com base no VRM atual, ou seja, o Corrositex® comercialmente
disponivel. A membrana de barreira de membrana e as solugbes de compatibili-
dade/indicador e categorizagdo podem ser construidas, preparadas ou obtidas
comercialmente, como no caso do VRM Corrositex®. Um protocolo de método de
teste de amostra para o método de teste de referéncia validado esta disponivel®.
Os testes devem ser realizados a temperatura ambiente (17 a 25°C) e os compo-
nentes devem atender as seguintes condicoes:

Teste de Compatibilidade do Produto Quimico

13. Antes do teste de membrana de barreira, é realizado um teste de compatibili-
dade para determinar se a substancia quimica de teste é detectavel pelo CDS. Se
0 CDS nao detectar a substancia quimica em estudo, o método de teste da mem-
brana de barreira ndo é adequado para avaliar a potencial corrosividade dessa
substancia quimica em particular e deve ser utilizado um método de ensaio dife-
rente. O CDS e as condigbes de exposicdo usadas para o teste de compatibili-
dade devem refletir a exposicao no teste de membrana de barreira subsequente.

Teste de categoria de escala de tempo de teste de substancias quimicas

14. Se for apropriado para o método, uma substancia quimica que tenha sido
qualificada pelo teste de compatibilidade deve ser submetida a um teste de ca-
tegoria por prazo, ou seja, um teste de triagem para distinguir entre &cidos ou
bases fortes e fracos. Por exemplo, no método de teste de referéncia validado,
um teste de categorizagéo por prazo é usado para indicar qual dos dois crono-
gramas deve ser usado com base na detecgéo de reserva acida ou alcalina sig-
nificativa. Devem ser utilizados dois prazos de avango diferentes para determinar
a corrosividade e a subcategoria de corrosividade cutanea UN GHS, com base
na reserva &cida ou alcalina da substancia quimica em estudo.

Componentes do Método de Teste de Membrana de Barreira
Membrana de Barreira

15. A membrana de barreira consiste em dois componentes: um gel aquoso ma-
cromolecular proteico e uma membrana de suporte permeavel. O gel proteico
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deve ser impermeavel a liquidos e solidos, mas pode ser corrosivel e permeéavel.
A membrana de barreira totalmente construida deve ser armazenada sob condi-
¢Oes pré-determinadas, que impegam a deterioracdo do gel — como secagem,
crescimento microbiano, deslocamento, fissuragao —, o que degradaria o seu
desempenho. O periodo de armazenamento aceitavel deve ser determinado e as
preparagbes de membrana de barreira ndo devem ser usadas apos esse periodo.

16. A membrana de suporte permeavel fornece suporte mecanico ao gel proteico
durante o processo de gelificacéo e exposicao a substancia quimica em teste.
A membrana de suporte deve impedir a flacidez ou o deslocamento do gel e ser
prontamente permeavel a todas as substancias quimicas de teste.

17. O gel proteico, composto por proteina, queratina, colageno ou misturas de
proteinas, formando uma matriz de gel, serve como o alvo para a substancia
quimica de teste. O material proteico é colocado na superficie da membrana de
suporte e deixado para gelificar antes de se colocar a membrana de barreira so-
bre a solugao indicadora. O gel proteico deve ter espessura e densidade iguais,
sem bolhas de ar ou defeitos que possam afetar sua integridade funcional.

Sistema de Deteccao Quimica (CDS)

18. A solugéo indicadora, que € a mesma solugao usada para o teste de compa-
tibilidade, deve responder a presenca de uma substancia quimica em teste. Deve
ser usado um corante indicador de pH ou uma combinacdo de corantes, por
exemplo, cresol vermelho e laranja de metila, que mostrara uma mudanga de cor,
em resposta a presenca da substancia quimica em teste. O sistema de medicéo
pode ser visual ou eletronico.

19. Os sistemas de deteccéo desenvolvidos para indicar a passagem da substan-
cia quimica em teste através da membrana de barreira devem ser avaliados quan-
to a sua relevancia e sua confiabilidade, a fim de demonstrar a gama de substan-
cias quimicas que podem ser detectadas e os limites quantitativos de deteccéo.

DESEMPENHO DO TESTE

Montagem dos Componentes do Método de Teste
20. A membrana de barreira é posicionada em um frasco (ou tubo) contendo a
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solugao indicadora, de modo que a membrana de suporte esteja em contato total
com a solucéo indicadora e sem a presenca de bolhas de ar. Deve-se ter cuidado
para garantir que a integridade da barreira seja mantida.

Aplicacao do teste quimico

21. Uma quantidade adequada da substancia quimica em teste, por exemplo,
500ul de um liquido ou 500mg de um solido finamente pulverizado®, é cuidado-
samente colocada em camadas na superficie superior da membrana de barrei-
ra e distribuida uniformemente. NUmero apropriado de replicados, por exemplo,
quatro®”, é preparado para cada substancia quimica de teste e seus controles
correspondentes (ver paragrafos 23 a 25). O tempo de aplicagao da substancia
quimica em teste na barreira de membrana ¢ registrado. Para garantir que os
tempos curtos de corrosao sejam registrados com precisédo, os tempos de apli-
cagao da substancia quimica em teste nos frascos replicados séo escalonados.

Medicao de Penetragbes na Membrana de Barreira

22. Cada frasco é adequadamente monitorizado, sendo registrado o momento
da primeira alteracdo na solucéo indicadora, isto é, penetracéo através da bar-
reira, e sendo determinado o tempo decorrido entre a aplicacdo e a penetracao
através da membrana de barreira.

Controles

23. Em testes que envolvam o uso de um veiculo ou de solvente com a substan-
cia quimica em teste, o veiculo ou o solvente deve ser compativel com o sistema
de membrana de barreira; ou seja, ndao deve alterar a integridade do sistema de
membrana de barreira e ndo deve mudar a corrosividade da substancia quimica
em teste. Quando aplicavel, o controle do solvente (ou do veiculo) deve ser tes-
tado concomitantemente com a substancia quimica em teste, para demonstrar a
compatibilidade do solvente com o sistema de membrana de barreira.

24. Um controle positivo (corrosivo) com atividade de corrosividade intermediaria,
por exemplo, 110 + 15mg de hidréxido de sédio (UN GHS Corrosivo Subcate-
goria 1B)?, deve ser testado simultaneamente com a substancia quimica em
estudo, para se avaliar se o sistema esta ocorrendo de maneira aceitavel. Um
segundo controle positivo, da mesma classe quimica do produto em teste, pode
ser Util para avaliar o potencial de corrosividade relativa de um produto corrosivo.
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Deve(m) ser selecionado(s) controle(s) positivo(s) que seja(m) intermediario(s)
em sua corrosividade (por exemplo, UN GHS Subclasse 1B), para detectar mu-
dancas no tempo de penetragcdo, que podem ser inaceitavelmente maiores ou
menores do que o valor de referéncia estabelecido, indicando assim que o sis-
tema de teste ndo esta funcionando corretamente. Para este propdsito, elemen-
to extremamente corrosivo (UN GHS Subcategoria 1A) ou substancias quimicas
nao-corrosivas sao de utilidade limitada. Uma substancia quimica corrosiva da
subcategoria 1B do GHS da ONU permitiria a detecgdo de um tempo de rup-
tura muito répido ou muito lento. Um corrosivo fraco (Subcategoria 1C do GHS
do UN) pode ser empregado como controle positivo para medir a capacidade
do método de teste de distinguir consistentemente entre substancias quimicas
fracamente corrosivas e nao-corrosivas. Independentemente da abordagem utili-
zada, uma faixa de resposta de controle positiva aceitavel deve ser desenvolvida
com base na faixa histérica de tempos de avanco para o(s) controle(s) positivo(s)
empregado(s), como a média = 2-3 desvios-padrao. Em cada estudo, o tempo
de ruptura exato deve ser determinado para o controle positivo, de modo que os
desvios fora da faixa aceitavel possam ser detectados.

25. Um controle negativo (ndo-corrosivo), por exemplo, 10% de acido citrico, 6%
de acido propidnico”, também deve ser testado concomitantemente ao teste
quimico, como outra medida de controle de qualidade para demonstrar a integri-
dade funcional da membrana de barreira.

Critérios de Aceitagao do Estudo

26. De acordo com os parédmetros de tempo, estabelecidos para cada uma das
subcategorias de corrosividade do GHS da ONU, o intervalo (em minutos) decor-
rido entre a aplicagao de uma substancia quimica a membrana de barreira e a pe-
netragao através da barreira € usado para prever a corrosividade da substancia
quimica em teste. Para um estudo ser considerado aceitavel; o controle positivo
concorrente deve dar o tempo de resposta de penetragéo esperado (por exem-
plo, 8-16 minutos de tempo de ruptura para o hidréxido de sédio, se utilizado
como controle positivo); o controle negativo concorrente nao deve ser corrosivo
e incluido; o controle de solvente concorrente nao deve ser corrosivo e nem deve
alterar o potencial de corrosividade da substancia quimica em teste. Antes do uso
rotineiro de um método de teste que atenda a esta Diretriz, os laboratérios devem
demonstrar proficiéncia técnica, usando as doze substancias recomendadas na
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tabela 2. Para novos métodos de teste “me too” desenvolvidos sob esta Diretriz,
que sejam estrutural e funcionalmente similares ao método de teste de referéncia
validado!¥, os padrbes de desempenho pré-definidos devem ser usados para
demonstrar a confiabilidade e a precisdo do novo método de teste antes de seu
uso para testes regulatérios?,

Interpretacao de Resultados e Classificagao de Corrosividade das Subs-
tancias Quimicas de Teste

27. O tempo (em minutos) decorrido entre a aplicagado da substancia quimica em
teste a membrana de barreira e a penetragao através da barreira é utilizado para
classificar a substancia quimica em termos de subcategorias corrosivas do GHS
da ONU® e, se aplicavel, do Grupo ONU de Embalagens!®. Os valores do tempo
de corte para cada uma das trés subcategorias corrosivas sdo estabelecidos
para cada método de teste proposto. As decisdes finais sobre os horarios limites
devem considerar a necessidade de minimizar a subclassificagao do risco de
corrosao (ou seja, falsos negativos). Na presente Diretriz, os tempos de corte do
Corrositex®, conforme descrito na tabela 3, devem ser usados, pois representam
0 Unico método de teste, atualmente, dentro da diretriz de teste.

Tabela 3. Modelo de previsao do Corrositex®

Tempo médio de penetracéo

Produto quimico de teste
categoria 1' (determinado
pelo teste de categorizagao

Produto quimico de teste
categoria 22 (determinado
pelo teste de categorizagao

Previsao UN GHS 3

do método) do método)
03 min 043 min Corroswo, subcategoria
1A opcional
>3 até 60 min >3 até 30 min Corrosivo, subcategoria
1B opcional
>60 até 240 min >30 até 60 min CO"OS'YO' Subcategoria
1C opcional
> 240 min > 60 min N&o-corrosivo

T Teste de substancias quimicas com alta reserva acida/ alcalina®

2 Teste de substancias quimicas com baixa reserva acida/ alcalina®

3 UN GHS As subcategorias 1A, 1B e 1C correspondem aos grupos de embalagem I, Il e Il

da ONU, respectivamente.
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DADOS E RELATORIOS

Dados

28. O tempo (em minutos) decorrido entre a aplicacao e a penetracao da barreira
para a substancia quimica em teste e o(s) controle(s) positivo(s) devem ser re-
latados em forma de tabela como dados replicados individuais, assim como +
desvio padrao para cada ensaio.

Relatério de teste
29. O relatério do teste deve incluir as seguintes informagoes:

Substancias quimicas de teste e de controle:

¢ Substancia monoconstituinte: identificacdo quimica, como nome IUPAC ou
CAS, nimero CAS, cddigo SMILES ou InChl, formula estrutural, pureza, identi-
dade quimica de impurezas conforme apropriado e praticamente viavel, etc.;

¢ Substancia multiconstituinte, UVCB e misturas: caracterizada tanto quanto
possivel por identidade quimica (ver acima), ocorréncia quantitativa e proprie-
dades fisico-quimicas relevantes dos constituintes;

» Aparéncia fisica, solubilidade em agua e propriedades fisico-quimicas relevan-
tes adicionais;

* Fonte, nimero do lote, se disponivel;

* Tratamento do produto quimico/ substancia de controle antes do teste, se apli-
cavel (por exemplo, aguecimento, moagem);

 Estabilidade da substancia quimica em estudo, data limite de uso ou data para
reanalise, se conhecida;

* Condicoes de armazenamento.

Veiculo
* |dentificacéo, concentracdo (quando apropriado), volume utilizado;
* Justificativa para a escolha do veiculo.

Modelo de barreira de membrana in vitro e protocolo usado, incluindo a
demonstragao da precisao e confiabilidade.

Condicoes de teste:

» Descricao do aparelho e procedimentos de preparacao utilizados;
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Re

Fonte e composicao da membrana de barreira in vitro utilizada;

Composicao e propriedades da solugao indicadora;

Método de detecgao;

Volume das substancias de teste e de controle;

NUmero de replicados;

Descricao e justificativa do teste de categorizagao por prazo;

Método de aplicacéo;

Periodos de observacéo;

Descrigao dos critérios de avaliagao e classificacéo aplicados;

Demonstragao de proficiéncia na realizagdo do método de teste antes do uso
rotineiro no teste das substancias quimicas de proficiéncia.

sultados

Tabulagao de dados brutos individuais de amostras de teste e controle para
cada réplica;

Descricoes de outros efeitos observados;

A classificagdo derivada com referéncia ao modelo de previsdo/ critérios de
decis&o utilizados.

Discusséao dos Resultados
Conclusoées
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ANEXO 1

Definicoes

Preciséo: a proximidade da concordancia entre os resultados do método de teste
e os valores de referéncia aceitos. E uma medida do desempenho do método
de teste e um aspecto de relevancia. O termo é frequentemente usado de for-

ma intercambiavel com “concordancia” para significar a proporgao de resultados
corretos de um método de teste®.

Substancia quimica: significa um produto quimico ou mistura.

Sistema de Deteccdo Quimica (CDS): um sistema de medicéo visual ou eletro-
nico com uma solucéo indicadora que responde a presenga de uma substancia
quimica de teste, por exemplo, por uma mudanga no corante indicador de pH,
ou combinagao de corantes, que mostrara uma mudanca de cor em resposta a
presencga da substancia quimica em estudo ou por outros tipos de reagbes qui-
micas ou eletroquimicas.

Concordancia: esta é uma medida do desempenho do método para métodos de
teste que fornecem um resultado categoérico e € um aspecto de relevancia. O termo
€ algumas vezes usado de forma intercambiavel com preciséo e é definido como a
proporcao de todas as substancias quimicas testadas que séo classificadas cor-
retamente como positivas ou negativas. A concordancia € altamente dependente
da prevaléncia de positivos nos tipos de substancias quimicas testadas®.

GHS (Sistema Global de Harmonizagéo de Classificacao e Rotulagem de Substan-
cias Quimicas): um sistema propondo a classificagdo de substancias quimicas
(substancias e misturas) de acordo com os tipos e niveis padronizados de riscos fi-
sicos, de salde e ambientais e enderegando 0s elementos de comunicagao corres-
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pondentes, tais como pictogramas, palavras, declaragdes de perigo, declaracoes
de precaucao e fichas de dados de seguranga, para transmitir informacdes sobre
0s seus efeitos adversos com vista a proteger as pessoas (incluindo empregadores,
trabalhadores, transportadores, consumidores e socorristas) e o ambiente®.

AITA: Abordagem Integrada em Teste e Avaliagao.

Mistura: significa uma mistura ou solugédo composta por duas ou mais substan-
cias nas quais elas nao reagem.

Substéncia monoconstituinte: substancia definida pela sua composigao quanti-
tativa, na qual um constituinte principal estéa presente em pelo menos 80% (p/p).

Substéancia multiconstituinte: substancia definida pela sua composicao quantita-
tiva, em que mais de um constituinte principal esta presente numa concentracéo
=10% (p/p) e <80% (p/p). Uma substancia multiconstituinte é o resultado de um
processo de fabricagéo. A diferenca entre mistura e substancia multiconstituinte €
gue uma mistura é obtida pela mistura de duas ou mais substancias sem reagao
quimica. Uma substancia multiconstituinte é o resultado de uma reagéo quimica.

NC: Nao-corrosivo.

Padrbes de desempenho: padrdes, baseados em um método de teste validado,
que fornecem uma base para avaliar a comparabilidade de um método de teste
proposto que é mecanica e funcionalmente similar. Incluem-se: (i) componentes
essenciais do método de teste; (ii) uma lista minima de Substancias Quimicas
de Referéncia selecionados dentre as substancias quimicas utilizados para de-
monstrar o desempenho aceitavel do método de teste validado; e (iii) os niveis
semelhantes de confiabilidade e precisdo, com base no que foi obtido para o mé-
todo de teste validado, que o método de teste proposto deve demonstrar quando
avaliado usando a lista minima de Substancias Quimicas de Referéncia®.

Relevancia: descrigao da relagdo do método de teste para o efeito de interesse e
se é significativo e Util para uma finalidade especifica. E a maneira em que o méto-
do de teste mede ou prevé corretamente o efeito bioldgico de interesse. Relevancia
incorpora a consideracao da precisao (concordancia) de um método de teste®.
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Confiabilidade: mede a extenséo em que um método de teste pode ser executa-
do replicavelmente dentro e entre laboratérios ao longo do tempo, quando rea-
lizado usando 0 mesmo protocolo. E avaliado pelo calculo da reprodutibilidade
intra e interlaboratorial®.

Sensibilidade: a proporcdo de todas as substancias quimicas positivas/ ativas
que sao classificadas corretamente pelo método de teste. E uma medida de pre-
cisdo para um método de teste que produz resultados categoéricos e € uma con-
sideragao importante na avaliagdo da relevancia de um método de teste®.

Corroséo cutanea in vivo: a producéo de danos irreversiveis da pele; isto é, necrose
visivel através da epiderme e na derme, apos a aplicagdo de uma substancia qui-
mica teste por até quatro horas. As reagdes corrosivas sdo caracterizadas por Ul-
ceras, sangramento, feridas sangrentas e, ao final da observagao, aos 14 dias, por
descoloragdo devido ao brangueamento da pele, areas completas de alopecia e
cicatrizes. A histopatologia deve ser considerada para avaliar lesdes questionaveis.

Especificidade: a proporcéo de todas as substancias quimicas negativas/ inati-
vas que sao classificadas corretamente pelo método de teste. E uma medida de
precisdo para um método de teste que produz resultados categdricos e é uma
consideracao importante na avaliagao da relevancia de um método de teste®.
Substancia: significa os elementos quimicos e seus compostos no estado natural
ou obtidos por qualquer processo de producao, incluindo qualquer aditivo neces-
séario para preservar a estabilidade do produto e quaisquer impurezas derivadas
do processo usado, mas excluindo qualquer solvente que possa ser separado
sem afetar a estabilidade da substancia ou alteracdo da sua composigao.

Substancia quimica de teste: significa o que esta sendo testado.

UVCB: substancias de composicao desconhecida ou variavel, produtos de rea-
cao complexos ou materiais biolégicos.
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da epiderme humana

INTRODUCAO

1. Airritagdo cutanea refere-se a producéo de danos reversiveis na pele apds a
aplicagdo de uma substancia quimica em teste, durante até 4 horas [conforme
definido pelo Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagcao e Rotulagem de
Produtos Quimicos (GHS) das Nagdes Unidas]™. Esta diretriz fornece um procedi-
mento in vitro que pode ser usado para a identificagao de substancias quimicas ir-
ritantes (substancias e misturas), de acordo com a categoria 22 do GHS da ONU.
Nos paises membros ou regides que nao adotarem a Categoria 3 GHS opcional
da ONU (irritantes suaves), esta diretriz também pode ser usada para identificar
substancias quimicas néo classificadas. Portanto, dependendo do esquema re-
gulatério e do sistema de classificacdo em uso, esta Diretriz pode ser usada para
determinar a irritacéo cutanea por substancias quimicas, tanto como um teste in-
dependente para substituir testes de irritacdo cutanea in vivo, quanto como para a
substituicao parcial de um teste dentro de uma estratégia de avaliagao®.

2. A avaliagdo da irritagao cutanea envolve tipicamente o uso de animais de la-
boratério [OECD DIRETRIZ 404; originalmente adotada em 1981 e revisada em
1992, 2002 e 2015]“. Para o teste de corrosividade, trés métodos de teste in vitro
validados foram adotados como DIRETRIZES 430, 431 e 4356 da OECD. Um do-
cumento sobre Abordagens Integradas de Testes e Avaliacao (AITA) para corrosao
e irrtagdo cutanea descreve varios modulos que agrupam fontes de informagéo
e ferramentas de analise, fornecendo orientagbes sobre: (i) como integrar e usar
dados de teste e nao-teste existentes para avaliagdo dos potenciais de irritacao e
corrosao cutaneas de substancias quimicas e (i) propde uma abordagem integra-
da, quando s&o necessérios mais testes®.

3. Esta diretriz aborda a irritag&o cutanea no ponto final da salde humana. Baseia-
-se no sistema de teste in vitro da epiderme humana reconstruida (RhE, em inglés),
que imita de perto as propriedades bioguimicas e fisioldgicas das camadas superio-
res da pele humana, isto €, a epiderme. O sistema de teste RhE utiliza queratindcitos
nao transformados, derivados de humanos, como fonte celular para reconstruir um
modelo epidérmico com histologia e citoarquitetura representativas. Os Padroes de
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Desempenho (PD) estao disponiveis para facilitar a validacéo e avaliagédo de méto-
dos de teste, similares e modificados, baseados em RhE, de acordo com os princi-
pios do Documento de Orientag&o No. 349, Esta diretriz foi originalmente adotada
em 2010, atualizada em 2013, para incluir métodos de teste adicionais usando os
modelos RhE, e modernizada em 2015 incluindo o uso de um procedimento alterna-
tivo para medir a viabilidade ao documento de orientagcao da AlTA.

4. Os estudos de pré-validagao, otimizagdo e validagdo foram concluidos para
quatro métodos de ensaio in vitro comercialmente disponiveis(®?® com base no
sistema de teste de RhE (sensibilidade de 80%, especificidade de 70% e precisao
de 75%). Esses quatro métodos de teste estdo incluidos nesta diretriz e estéo lis-
tados no anexo 2, que também fornece informagbdes sobre o tipo de estudo usado
para validar os respectivos métodos de teste. Conforme observado no anexo 2,
o Método de Referéncia Validado (MRV) foi utilizado para desenvolver a presente
diretriz e os Padroes de Desempenho®.

5. A Aceitagdo Mutua de Dados (AMD) somente sera garantida para os métodos
de teste, validados, de acordo com os Padroes de Desempenho®, se esses meé-
todos tiverem sido revisados e adotados pela OECD. Os métodos de testes inclui-
dos nesta diretriz podem beneficiar a Aceitagdo Mutua de Dados, uma vez que
podem ser utilizados indiscriminadamente, para atender os requisitos necessarios
de paises que se utilizam de testes in vitro para irritagdo cutanea.

6. As definigdes dos termos usados neste documento sdo fornecidas no anexo 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITAGOES

7. Uma limitagdo da diretriz, como demonstrado pelo estudo completo de validacao
prospectiva que avalia e caracteriza os métodos de teste de RhE"®, é nao permitir a clas-
sificagéo de substancias quimicas na Categoria 3 da UN GHS (irritantes suaves)™. Assim,
0 esquema regulatério nos paises membros decidira como esta diretriz sera usada. Para
uma avaliagdo completa dos efeitos cutaneos apds uma Unica exposicéo, o Documento
de Orientacao No. 203 sobre Abordagens Integradas para Testes de Avaliacao deve ser
consultado®. E reconhecido que o uso da pele humana estéa suijeito a consideragdes e
condicOes éticas nacionais € internacionais.

8. Esta diretriz aborda a irritacdo cuténea no ponto de vista da salde humana. Em-
bora esta diretriz ndo forneca informacdes adequadas sobre a corrosao cutanea,
deve-se observar que a Diretriz 431 da OECD sobre a corrosao cuténea é baseada
no mesmo sistema de teste RhE, mesmo usando outro protocolo®. Esta diretriz é
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baseada em modelos RhE usando queratinécitos humanos, que portanto, represen-
tam in vitro, o érgao-alvo de interesse. Além disso, cobre diretamente a etapa inicial
do mecanismo de agao inflamatdrio (dano celular e tecidual que resulta em trauma
localizado) que ocorre durante a irritagao in vivo. Uma ampla gama de substancias
quimicas foi testada na validacéo subjacente a esta diretriz € 0 banco de dados do
estudo de validagao, totalizou 58 substancias quimicas!®'823, A diretriz & aplicavel a
solidos, liquidos, semi-sdlidos e ceras. Os liquidos podem ser aquosos ou N&o aquo-
sos; 0s solidos podem ser sollveis ou insolUveis em agua. Sempre que possivel, 0s
solidos devem ser moidos até um po fino antes da aplicagdo; nenhum outro pré-
-tratamento da amostra € necessario. Gases e aerossois ainda nao foram avaliados
em um estudo de validagao®. Embora seja concebivel que possam ser testados
usando a tecnologia RhE, a diretriz atual ndo permite testes de gases e aerossois.

9. Antes de usar a diretriz em uma mistura para gerar dados com uma finalidade
regulatéria, deve-se considerar se e porque ela pode fornecer resultados adequa-
dos para este propdsito. Tais consideragdes ndo s&o necessarias quando ha uma
exigéncia regulamentar para o teste da mistura. Ha casos nos quais se podem
demonstrar evidéncias de nao aplicabilidade da diretriz para misturas, para uma
categoria especifica, (por exemplo, seguindo uma estratégia como a proposta em
Eskes et al. 20129). Nestes casos, ndo se deve aplicar a diretriz, devido ao fato de
misturas envolverem um amplo espectro de categorias e composicoes e, porque,
apenas informagoes limitadas estao disponiveis para o teste de misturas. Cuida-
dos semelhantes devem ser tomados no caso de classes quimicas especificas ou
propriedades fisico-quimicas nao aplicaveis a diretriz atual.

10. Testes quimicos absorvendo luz na mesma faixa do MTT formazan e substan-
cias quimicas de teste capazes de reduzir diretamente o corante vital MTT (para
MTT formazan) podem interferir nas medigdes de viabilidade celular e precisam do
uso de controles adaptados para corregOes (ver paragrafos 28-34).

11. Quando a classificagao € inequivoca, um Unico ensaio, composto por trés te-
cidos replicados, deve ser suficiente para uma substancia quimica em estudo. No
entanto, nos casos de resultados limitrofes, como medigdes replicadas ndo con-
cordantes e/ou percentual médio de viabilidade igual a 50 +5%, uma segunda
execucao deve ser considerada, assim como uma terceira, no caso de resultados
discordantes entre as duas primeiras.

PRINCIPIO DO TESTE

12. A substancia quimica de teste é aplicada topicamente a um modelo tridimen-
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sional de RhE, constituido por queratindcitos epidérmicos néo transformados, de-
rivados de humanos, que foram cultivados para criar um modelo de multicamadas
altamente diferenciado da epiderme humana. Consiste em camadas basais, es-
pinhosas e granulares organizadas, e camadas lipidicas lamelares intercelulares,
contendo camadas intercelulares que representam as principais classes lipidicas
analogas as encontradas in vivo.

13. A irritacdo cutanea induzida por substancias quimicas, manifestada principal-
mente por eritema e edema, € o resultado de uma cascata de eventos que come-
gam com a penetracdo das substancias quimicas, através do estrato coérneo, onde
podem danificar as camadas subjacentes de queratinécitos e outras células cuta-
neas. As células danificadas podem liberar mediadores inflamatérios ou induzir uma
cascata inflamatéria, que também atua sobre as células da derme, particularmente
as células estromais e endoteliais dos vasos sanguineos. E a dilatagao e o aumen-
to da permeabilidade das células endoteliais que produzem o eritema e o edema
observados®. Os métodos de teste baseados em RhE, na auséncia de qualquer
vasculariza¢do no sistera de teste in vitro, medem os eventos de iniciac&o na cas-
cata, por exemplo dano celular/ tecidual®®'”, utilizando leituras de viabilidade celular.

14. A viabilidade celular em modelos de RhE é medida por conversdo enziméatica
do corante vital MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio, azul
de tiazolilo; CAS nimero 298-93-1], num sal de azul de formazan, que é quantita-
tivamente medido apds a remocao de tecidos®?. As substancias quimicas irritan-
tes s&o identificadas por sua capacidade de diminuir a viabilidade celular abaixo
dos limites definidos (isto é, <50%, para a categoria 2 do GHS da ONU). Depen-
dendo do esquema regulamentar e da aplicabilidade da diretriz, as substancias
quimicas de teste, que produzem viabilidade celular acima do limiar definido,
podem ser considerados nao irritantes (ou seja,>50%, Sem categoria UN GHS).

DEMONSTRAGAO DE PROFICIENCIA

15. Antes do uso rotineiro de qualquer um dos quatro métodos de teste validados
que seguem esta diretriz (anexo 2), os laboratérios devem demonstrar proficiéncia
técnica, usando as dez Substancias de Proficiéncia listadas na tabela 1. Em situacdes
onde, por exemplo, uma substancia da lista nao estiver disponivel, pode ser utilizada
outra para a qual estejam disponiveis dados de referéncia in vivo e in vitro adequados,
(por exemplo, a partir da propria lista de substancias quimicas de referéncia®), desde
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que sejam aplicados os mesmos critérios de selecdo descritos na tabela 1. A utiliza-
¢édo de uma substéncia de proficiéncia alternativa deve ser justificada.

16. Como parte dos testes de proficiéncia, recomenda-se que os usuarios verifi-
qguem as propriedades de barreira dos tecidos apés o recebimento, conforme es-
pecificado pelo produtor do modelo de RhE. Isso é particularmente importante se
os tecidos forem transportados por longos periodos ou grandes distancias. Uma
vez que um método de teste tenha sido estabelecido com sucesso e a proficiéncia
em seu uso tenha sido adquirida e demonstrada, tal verificagdo nao sera necessa-
ria rotineiramente. No entanto, ao usar um método de teste rotineiramente, reco-
menda-se continuar a avaliar as propriedades de barreira em intervalos regulares.

Tabela 1: Substéncias de Proficiéncia’

Escore

Substancia CASNR in vivo? Estado fisico | Categoria do GHS UN
SUBSTANCIAS NAO CLASSIFICADAS (Sem Categoria no GHS UN)

Acido acético naftaleno | 86-87-3 0,0 Sélido Sem Categoria

Isopropanol 67-63-0 0.3 Liquido Sem Categoria

Estearato de metilo 112-61-8 1.0 Solido Sem Categoria

. . . Sem Categoria
Butirato de heptilo 5870-93-9 |17 Liquido (opcional Categoria 3)°
Salicilato de hexila | 6259-76-3 | 2.0 Liquido Sem Calegoria
(opcional Categoria 3)

SUBSTANCIAS CLASSIFICADAS (Categoria 2 do GHS UN)

Aldeido de ciclamen 103-95-7 2.3 Liquido Categoria 2

1-bromohexano 111-25-1 2.7 Liquido Categoria 2

Hidroxido de potassio - .

(5% a.) 1310-58-3 | 3.0 Liquido Categoria 2

1-metil-3-feni-1-pl- | 5oz 970 |33 Selido Categoria 2

perazina

Heptanal 111-711-7 3.4 Liquido Categoria 2

"As Substancias de Proficiéncia sdo um subconjunto das substancias utilizadas no estudo
de validacao e a selecéo é baseada nos seguintes critérios: (i) as substancias quimicas es-
tao comercialmente disponiveis; (i) elas sdo representativas de toda a gama de escores de
irritabilidade de Draize (de néo irritante a forte irritante); (iii), eles tém uma estrutura quimica
bem definida; (iv) séo representativas da funcionalidade quimica utilizada no processo de
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validagao; (v) forneceram resultados reprodutiveis in vitro em mUltiplos laboratérios e multi-
plos testes; (vi) foram corretamente previstos in vitro e (vii) nao estao associados a um perfil
extremamente toxico (por exemplo, carcinogénico ou téxico para o sistema reprodutivo) e
nao estao associados a custos proibitivos de descarte.

2 Pontuagéo in vivo de acordo com a diretriz 404 da OECD®.

8 Sob esta diretriz, a Categoria 3 do GHS da ONU (irritantes suaves)” € considerada como
“Sem Categoria”.

PROCEDIMENTO

17. O que se segue € uma descricdo dos componentes e procedimentos de um
método de teste de RhE para avaliacédo da irritacdo cutanea (ver também o anexo
3 para os parametros relacionados com cada método de teste). Estdo disponi-
veis os Procedimentos Operacionais Padrao (POPs) para os quatro métodos de
teste que estdo em conformidade com esta diretriz$29,

COMPONENTES DO METODO DE TESTE RhE

Condigdes Gerais

18. Os queratinécitos humanos ndo transformados devem ser usados para re-
construir o epitélio. Multiplas camadas de células epiteliais viaveis (camada basal,
estrato espinhoso, estrato granuloso) devem estar presentes sob um estrato cor-
neo funcional. O estrato corneo deve ter multicamadas, contendo o perfil lipidico
essencial para produzir uma barreira funcional, com robustez para resistir a pe-
netragdo rapida de substancias quimicas citotéxicas de referéncia, como dode-
cil-sulfato de sédio (SDS) ou Triton X-100. A fungdo de barreira deve ser demons-
trada e pode ser avaliada tanto pela determinacao da concentragéo na qual uma
substancia quimica de referéncia reduz a viabilidade dos tecidos em 50% (IC,),
apds um tempo de exposicao fixo, quanto pela determinacdo do tempo de expo-
sic&o necessario para reduzir a viabilidade em 50% (ET,), mediante a aplicacéo
da substancia quimica de referéncia em uma concentracéo fixa e especificada. As
propriedades de contengdo do modelo RhE devem impedir a passagem de mate-
rial ao redor do estrato cérneo para o tecido viavel, o que levaria a uma modelagem
inadequada da exposigao cutanea. O modelo RhE deve estar livre de contamina-
Gao por bactérias, virus, micoplasmas ou fungos.
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Condigoes funcionais
Viabilidade

19. O ensaio usado para quantificar a viabilidade € o teste MTT®". As células viaveis
da construcao de tecido RhE podem reduzir o corante MTT vital num precipitado
de MTT azul de formazan, que é extraido do tecido usando isopropanol (ou um
solvente semelhante). A densidade 6ptica (DO) do solvente de extragéo, por si s6,
deve ser suficientemente pequena, isto é, DO <0,1. O MTT formazan extraido pode
ser quantificado, usando uma medigao de absorbancia padrao (AP) ou um proce-
dimento de espectrofotometria por HPLC/ UPLC®®). Os usuarios do modelo RhE
devem garantir que cada lote do modelo RhE usado atenda aos critérios definidos
para o controle negativo. O fabricante/ fornecedor do modelo RhE estabelecera
uma faixa de aceitabilidade (limites superior € inferior) para os valores de DO de
controle negativo (nas condigbes do Método de Teste de Irritacdo cutanea). As fai-
xas de aceitabilidade para os quatro métodos de teste de RhE validados, incluidos
nesta diretriz, sGo dadas na tabela 2. O usuario de espectrofotometria por HPLC/
UPLC deve usar as faixas de DO de controle negativo fornecidas na tabela 2, como
o critério de aceitagéo para o controle negativo. Deve ser documentado que os
tecidos tratados com o controle negativo s&o estaveis em cultura (proporcionam
medigOes de viabilidade semelhantes) durante o periodo de exposicéo ao teste.

Tabela 2: Intervalos de aceitabilidade para os valores de densidade dtica
(DO) de controle negativo. Métodos de ensaio incluidos nesta diretriz.

Limite de aceitacao inferior | Limite de aceitacao superior
EpiSkin™ (SM) =06 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) =038 <28
SkinEthic™ RHE =08 <30
LabCyte EPI-MODEL24 SIT =07 <25

Fung&o de barreira

20. O estrato coérneo e a sua composicao lipidica devem ser suficientes para resis-
tir a rapida penetracéo de substancias quimicas citotéxicas de referéncia, como o
SDS ou Triton X-100, como estimado por IC,, ou ET, (tabela 3).
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Morfologia

21. O exame histolégico do modelo de ETR deve ser fornecido, demonstrando
estrutura semelhante a epiderme humana (incluindo estrato cérneo de multiplas
camadas).

Reprodutibilidade

22. Os resultados dos controles positivos e negativos do método de teste devem
demonstrar a reprodutibilidade ao longo do tempo.

Controle de qualidade (CQ)

23. O modelo RhE s6 deve ser utilizado se o fabricante/ fornecedor demonstrar
que cada lote satisfaz os critérios de liberagcdo definidos, entre os quais os mais
relevantes séo os de viabilidade (paragrafo 19), de funcao barreira (paragrafo 20)
e de morfologia (paragrafo 21). Esses dados devem ser fornecidos aos usuéarios
do método de teste, para que eles possam incluir essas informacdes no relatorio.
Uma faixa de aceitabilidade (limite superior e inferior) para o IC,, ou o ET, deve
ser estabelecida pelo fabricante/ fornecedor do modelo RhE. Somente resultados
produzidos com tecidos qualificados podem ser aceitos para uma previsdo con-
fiavel da classificagao de irritagéo. Os intervalos de aceitabilidade para os quatro
métodos de teste incluidos nesta diretriz sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Critérios CQ para liberagao do lote dos métodos de teste inclui-
dos nesta diretriz

Limite de aceitacao inferior | Limite de aceitagao superior
6018 horas o S0 c, = 10mgii c, - 30mgini
(% T X100/ €T, = 401 T, - 67t
f%k«;f Ejtg lTCrltorT |;<E1 00) ETy, = 4.0N ET,, = 10.0h
(rtament g 18 hrs com 55 | S = 1410/ c, = 40y

Aplicagéo das Substancias Quimicas e de Controle de Teste
24. Devem ser utilizadas, pelo menos, trés réplicas para cada substancia quimica
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em estudo e para os controles em cada execugdo. Tanto para substancias quimi-
cas liquidas como sdlidas, deve-se aplicar quantidade suficiente de substancia
quimica para cobrir uniformemente a superficie da epiderme, evitando uma dose
infinita, isto &, variando de 26 a 83ul/cm? ou mg/cm? (ver anexo 3). Para substan-
cias quimicas sdlidas, a superficie da epiderme deve ser umedecida com égua
deionizada ou destilada antes da aplicag&o, para melhorar o contato entre a subs-
tancia quimica em teste e a superficie da epiderme. Sempre que possivel, os s6-
lidos devem ser testados como pé fino. Uma malha de néilon pode ser usada
para ajudar na disperséo em alguns casos (ver anexo 3). No final do periodo de
exposicao, a substancia quimica em estudo deve ser cuidadosamente lavada da
superficie da epiderme com uma solugdo aquosa tamponada ou NaCl a 0,9%.
Dependendo dos métodos de teste de RhE utilizados, o periodo de exposicéao
varia entre 15 e 60 minutos e a temperatura de incubagao entre 20 e 37°C. Estes
periodos de exposicao e temperaturas s&o otimizados para cada método de teste
de RhE individualmente e representam as diferentes propriedades intrinsecas dos
métodos de teste (por exemplo, funcéo de barreira) (ver anexo 3).

25. Controle negativo (CN) e controle positivo (CP) devem ser usados em cada
execugao para demonstrar que a viabilidade (usando o CN), a fungdo de barreira e
a sensibilidade tecidual resultante (usando o CP) dos tecidos estao dentro de uma
faixa de aceitacao histérica definida. O CP sugerido é SDS aquoso a 5%. Os CN
sugeridos s&o agua ou solugéo salina tamponada com fosfato (PBS).

Medidas de Viabilidade Celular

26. De acordo com o procedimento de teste, € essencial que a medigao da viabi-
lidade n&o seja realizada imediatamente apds a exposicéo a substancia quimica,
mas apds um periodo de incubagéao pds-tratamento, suficientemente longo, segui-
do por um enxague do tecido em meio fresco. Este periodo permite a recuperagéo
de efeitos citotoxicos fracos e o aparecimento de efeitos citotdxicos claros. Um
periodo de incubacéo de 42 horas pds-tratamento foi considerado ideal durante
a otimizagao de dois dos métodos de teste baseados em RhE subjacentes a esta
diretriz 119,

27. O teste MTT é um método quantitativo padronizado que deve ser usado para
medir a viabilidade celular sob esta diretriz. E compativel com o uso em uma cons-
trucéo de tecido tridimensional. A amostra de tecido é colocada em solugao de
MTT de concentragdo apropriada (por exemplo, 0,3-1mg/mL) durante 3 horas. O
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MTT é convertido em azul de formazan pelas células viaveis. O precipitado azul de
formazan € entao extraido do tecido, usando um solvente (por exemplo, isopropa-
nol, isopropanol acido), e a concentragao de formazan é medida determinando-se
a DO a 570nm, usando uma passagem de banda de filtro méxima de + 30nm ou
um procedimento de espectrometria por HPLC/ UPLC (ver paragrafo 34)©9,

28. As propriedades 6pticas da substancia quimica em teste ou a sua agao quimi-
ca no MTT (por exemplo, substancias quimicas podem prevenir ou reverter a ge-
racéo de cor, bem como causé-lo) podem interferir com o ensaio, levando a uma
falsa estimativa de viabilidade. Isso pode ocorrer quando uma substancia quimi-
ca especifica ndo é completamente removida do tecido pela lavagem ou quando
penetra na epiderme. Se uma substancia quimica de teste atua diretamente no
MTT (por exemplo, redutor MTT), é naturalmente colorida ou fica colorida durante
o tratamento de tecidos, controles adicionais devem ser usados para detectar e
corrigir interferéncia quimica de teste com a técnica de medigéo de viabilidade (ver
paragrafos 29 e 33). A descricao detalhada de como corrigir a redugao direta do
MTT e as interferéncias por agentes corantes esté disponivel nos POPs para os
quatro métodos de teste validados incluidos nesta diretriz®>%,

29. Para identificar os redutores diretos de MTT, cada substancia quimica de teste
deve ser adicionada a solucdo de MTT recém-preparada. Se a mistura de MTT
contendo a substancia quimica de teste ficar azul/ roxa, presume-se que o teste
quimico reduz diretamente o MTT e deve ser realizada uma verificagéo funcional
adicional nos tecidos RhE nao viaveis, independentemente do uso da medicdo de
absorbancia padrao (AP) ou de um Procedimento de UPLC/ HPLC espectrofoto-
metria. Esta verificag&o funcional adicional emprega tecidos mortos que possuem
apenas atividade metabdlica residual, mas absorvem a substancia quimica em
teste de maneira similar aos tecidos viaveis. Cada substancia quimica de teste
redutora de MTT é aplicada em, pelo menos, duas réplicas de tecidos mortos, que
passam por todo o procedimento de teste para gerar uma reducao de MTT n&o es-
pecffica (NSMTT)®%, Um Unico controle NSMTT é suficiente por ensaio quimico,
independentemente do nimero de testes/ execugdes realizadas. A verdadeira via-
bilidade tecidual é calculada como a porcentagem de viabilidade tecidual obtida
com tecidos vivos, expostos ao redutor de MTT, menos a porcentagem de reducao
nao especifica de MTT, obtida com os tecidos mortos expostos ao mesmo redutor
de MTT, calculado em relacdo ao controle negativo, executado simultaneamente
ao teste a ser corrigido (% NSMTT).



Irritagéo cutanea in vitro: método de reconstrugao da epiderme humana

30. Identificar possiveis interferéncias por substancias quimicas coloridas, substan-
cias quimicas testadas que ficam coloridas quando em contato com agua ou iso-
propanol, para decidir sobre a necessidade de controles adicionais, deve ser feita
a analise espectral da substancia quimica em teste (meio ambiente durante a expo-
sicdo) e/ou isopropanol (solugdo extratora). Se a substancia quimica em teste em
agua e/ou isopropanol absorver luz na faixa de 570 +30nm, devem ser realizados
controles adicionais de corantes ou, alternativamente, um procedimento de espec-
trofotometria por HPLC/ UPLC. Neste caso, esses controles ndo sdo necessarios
(ver paragrafos 33 e 34). Ao realizar a medicdo de absorbancia padréo (AP), cada
substancia quimica interferente colorida é aplicada em, pelo menos, duas réplicas
de tecido viaveis, que passam por todo o procedimento de teste, mas séo incuba-
das com meio em vez de solugao MTT, durante a etapa de incubacéao, para gerar um
controle de cor especffica (NSCMHQ). O controle NSCnvmg precisa ser realizado conco-
mitantemente ao teste da substancia quimica colorida e, no caso de testes multiplos,
um NSCIiving de controle independente precisa ser realizado com cada teste efetuado
(em cada execucao) devido a variabilidade biologica inerente dos tecidos vivos. A
verdadeira viabilidade tecidual é calculada como a porcentagem de viabilidade teci-
dual obtida com tecidos vivos, expostos a substancia quimica interferente e incuba-
dos com solugéo de MTT, menos a porcentagem de cor ndo especifica obtida com
tecidos vivos expostos a substancia quimica interferente e incubados com meio sem
MTT, executados simultaneamente para o teste a ser corrigido (% NSCvag).

317. As substancias quimicas de teste identificadas como produtoras, tanto da re-
dugao direta de MTT (ver paragrafo 29), quanto da interferéncia de cor (consulte
o paragrafo 30), também exigirdo um terceiro conjunto de controles, além dos
controles NSMTT e NSC,, ., descritos nos paragrafos anteriores: a medigcéo de
absorbancia padrao (AP). Este € geralmente o caso de substancias quimicas de
teste de cores escuras que interferem com o teste MTT (por exemplo, azul, roxo,
preto), porque sua cor intrinseca impede a avaliagao de sua capacidade de reduzir
diretamente o MTT descrito em paragrafo 29. Essas substancias quimicas podem
se ligar a tecidos vivos ou mortos e, portanto, o controle NSMTT pode n&o so cor-
rigir a potencial reducéo direta de MTT pela substancia quimica em teste, como
também, a interferéncia de cor resultante da ligagao da substancia quimica aos te-
cidos mortos. Isso poderia levar a uma dupla correcao de interferéncia de cor, uma
vez que o controle NSC,,  ja corrige a interferéncia de cor, decorrente da ligagéo
da substancia quimica em teste aos tecidos vivos. Para evitar uma possivel dupla
correcao para interferéncia de cores, um terceiro controle para cores nao especifi-

135



136

» ACFB/ANF ABDI

cas em tecidos mortos (NSC,, ) precisa ser realizado. Neste controle adicional, a
substancia quimica em teste € aplicada em, pelo menos, duas réplicas de tecidos
mortos, que sao submetidos a todo o procedimento de teste, mas sao incubados
com solugao de meio, em vez de MTT, durante 0 passo de incubacao de MTT. Um
Unico controle NSC,_, € suficiente por produto quimico, independentemente do
numero de testes/ execugdes realizados em separado. Porém, o controle NSC,,
deve ser realizado simultaneamente ao controle NSMTT e, quando possivel, com
o0 mesmo lote de tecido. A verdadeira viabilidade tecidual é calculada como a por-
centagem de viabilidade tecidual obtida com tecidos vivos expostos a substancia
quimica de teste, menos a porcentagem de NSMTT e menos a porcentagem de
NSC,,,,, mais a porcentagem de cor nao especifica obtida com tecidos mortos
expostos a substancia quimica interferente e incubados com meio sem MTT, cal-
culado em relacao ao controle negativo executado simultaneamente ao teste que
esta sendo corrigido (% NSC,, ).

32 E importante notar que a redugao n&o especifica do MTT e as interferéncias de
cor nao especificas podem aumentar as leituras do extrato de tecido acima da faixa
de linearidade do espectrofotdmetro. Nesta base, cada laboratério deve determinar
o intervalo de linearidade do seu espectrofotdmetro com MTT formazan (CAS #
57360-69-7) de uma fonte comercial, antes de iniciar o teste de substancias quimi-
cas para fins regulatérios. A medicao de absorbancia padrao (AP), usando um es-
pectrofotdmetro é apropriada para avaliar redutores de MTT diretos e substancias
quimicas de interferéncia de cor, quando as DOs dos extratos de tecido obtidos
com a substancia quimica teste sem qualquer corregao para reducéo direta de
MTT e/ou interferéncia de cor, estdo dentro do faixa linear do espectrofotémetro ou
quando a percentagem de viabilidade nao corrigida obtida com a substancia quimi-
ca em estudo ja é <50%. No entanto, os resultados para substancias quimicas de
teste que produzem %NSMTT e ou %NSC,, - =50% do controle negativo, devem
ser tomados com precaugao, pois este € o limite utilizado para distinguir substan-
cias quimicas classificadas de néo classificadas (ver paragrafo 36).

Para substancias quimicas de teste coloridas que ndo sédo compativeis com a me-
dicdo de absorbéancia padrao (AP) devido a forte interferéncia com o ensaio MTT, o
procedimento alternativo de espectrofotometria por HPLC/ UPLC para medir o MTT
formazan pode ser empregado (ver paragrafo 34)¢®. O sistema de espectrometria
por HPLC/ UPLC permite a separagao do MTT formazan da substancia quimica an-
tes da sua quantificacao®. Por esse motivo, os controles NSC,,,, 0uNSC,,,nunca

killed
s8o necessarios ao usar a espectrofotometria por HPLC/ UPLC, independentemen-
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te da substancia quimica a ser testada. Os controles NSMTT devem, no entanto,
ser usados se houver suspeita de que a substancia quimica em teste possa reduzir
diretamente o MTT ou tenha uma cor que impeca a avaliagdo da capacidade de
reduzir diretamente o MTT (conforme descrito no paragrafo 29). Quando se utiliza
espectrofotometria por HPLC/ UPLC para medir o MTT formazan, calcula-se a per-
centagem de viabilidade tecidual como a percentagem da area do pico do MTT
formazan obtida com tecidos vivos expostos a substancia quimica, relativamente ao
pico do MTT formazan obtido com o controle negativo concorrente. Para substan-
cias quimicas de teste, capazes de reduzir diretamente o MTT, a viabilidade tecidual
verdadeira é calculada como a porcentagem de viabilidade tecidual obtida com
tecidos vivos expostos a substancia quimica de teste menos %NSMTT. Finalmente,
deve-se notar que os redutores de MTT diretos que: i) podem interferir com a cor, i)
sao retidos nos tecidos apoés o tratamento e iii) reduzem o MTT téo fortemente que
levam a DOs (usando medigao DO padrao) ou &reas de pico (usando espectrofo-
tometria por UPLC/ HPLC) dos extratos de tecidos testados que n&o se enquadram
na gama de linearidade do espectrofotémetro ndo podem ser avaliados, embora se
espere que ocorram apenas em situagdes muito raras.

34. A espectrofotometria por HPLC/ UPLC também pode ser utilizada com todos
os tipos de substancias quimicas de teste (redutoras coloridas, ndo coloridas, MTT
e nao-MTT) para a medicdo do MTT formazan®. Devido a diversidade de siste-
mas de espectrofotometria por HPLC/ UPLC, a qualificacéo do sistema de HPLC/
UPLC deve ser demonstrada antes de seu uso para quantificar MTT formazan, a
partir de extratos de tecido atendendo aos critérios de aceitagao para um conjunto
de parametros de qualificagdo padréao, baseados naqueles descritos na orienta-
¢ao da Food and Drug Administration dos EUA para a indUstria sobre validagao
de método bioanalitico®®3. Estes parametros-chave e seus critérios de aceitagéo
s&o mostrados no anexo 4. Uma vez que os critérios de aceitagdo definidos no
anexo 4 tenham sido satisfeitos, o sistema de espectrofotometria por HPLC/ UPLC
é considerado qualificado e pronto para medir o MTT formazan, sob as condicoes
experimentais descritas nesta diretriz.

Critérios de Aceitacao

35. Para cada método de teste usando lotes validos do modelo RhE (ver paréa-
grafo 23), os tecidos tratados com o controle negativo devem exibir DO refletindo
a qualidade dos tecidos que seguiram as etapas de embarque, recebimento e
todos os processos do protocolo. Os valores de controle de DO nao devem estar
abaixo dos limites historicamente estabelecidos. Da mesma forma, os tecidos tra-
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tados com o CP, ou seja, SDS aquosa a 5%, devem refletir a sua capacidade de
responder a uma substancia quimica irritante nas condicbes do método de teste
(ver anexo 3 e para mais informacdes POPs dos quatro métodos de teste incluidos
nesta diretriz)©>%9), As medidas de variabilidade associadas e apropriadas entre as
réplicas de tecido, isto &, os desvios padrdo (DP), deverao estar dentro dos limites
de aceitagao estabelecidos para o0 método de teste utilizado (ver anexo 3).

Interpretacdo de Resultados e Modelo de Predicéo

36. Os valores de DO obtidos em cada substancia quimica em teste podem ser
usados para calcular a porcentagem de viabilidade normalizada para o controle
negativo, que é definido como 100%. No caso de ser utilizada espectrofotometria
por HPLC/ UPLC, a percentagem de viabilidade tecidual é calculada como a area
do pico de MTT formazan em percentual obtida com tecidos vivos expostos a
substancia quimica em teste, em relagdo ao pico do MTT formazan obtido com
0 controle negativo concorrente. O valor de corte da viabilidade celular em per-
centual, que diferencia substancias quimicas irritantes e nao-classificadas e o(s)
procedimento(s) estatistico(s) usado(s) para avaliar os resultados e identificar
substancias quimicas irritantes, deve ser claramente definido, documentado e
comprovar ser apropriado (ver POPs dos métodos de teste para informagéo). Os
valores de corte para a previsédo de irritagdo sado apresentados abaixo:

* A substancia quimica em estudo é identificada como exigindo classificagao e
rotulagem de acordo com UN GHS (Categoria 2 ou Categoria 1) se a porcen-
tagem média de viabilidade tecidual, apds a exposicéo e incubagao pos-tra-
tamento, for menor ou igual (<) a 50%. Como os métodos de teste de RhE,
cobertos por esta diretriz, ndo diferenciam entre as Categorias 1 e 2 do GHS
da ONU, mais informagbes sobre corrosdo cutanea serdo necessarias para
decidir sua classificacdo final [ver também o Documento de Orientagéo da
AITA®)]. Caso a substancia quimica em estudo seja considerada ndo-corrosiva
(por exemplo, com base nas diretrizes 430, 431 ou 435) e a viabilidade do te-
cido apos a exposicéo e a incubagao pods-tratamento for menor ou igual (<) a
50%, a substancia quimica é considerada irritante cutaneo, de acordo com a
categoria 2 do UN GHS.

* Dependendo do esquema regulatério dos paises membros, a substancia qui-
mica em estudo pode ser considerada nao irritante para a pele de acordo com
UN GHS Sem Categoria se a viabilidade do tecido apds exposicéao e incuba-
¢ao pos-tratamento for maior do que (>) 50%.
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DADOS E RELATORIOS
Dados

37. Para cada ensaio, os dados de tecidos replicados individuais (p