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| - Avaliacao do potencial de sensibilizacao, de irritacao e de corrosao da pele:

Método OECD DT 430 - Corrosao cutanea in vitro teste de resisténcia elétrica transcutanea;
Meétodo OECD DT 431 - Corrosao cutanea in vitro: teste da epiderme humana reconstituida;
Meétodo OECD DT 435 - Teste de membrana de barreira in vitro para corrosao da pele;

Meétodo OECD DT 439 - Irritacao cutanea in vitro: método de reconstrucao da epiderme humana;
Meétodo OECD DT 429 - Sensibilizacao cutanea: ensaio do ganglio linfatico local,;

Método OECD DT 442A e 442B - Versoes nao radioativas do Ensaio do Linfonodo Local;

Meétodo OECD DT 442C - Sensibilizacao cutanea quimica: ensaio direto de reatividade do peptideo
(DPRA)

Método OECD DT 442D - Ensaios de sensibilizacdo cutanea in vitro que abordam o evento aop chave
sobre a ativacao do queratindcito




Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

i

Definicao de corrosao cutanea:
A corrosao cutanea refere-se a
producao de danos irreversiveis

na pele que se manifestam
como necrose visivel atraveés da
epiderme e na derme, apos a
aplicacao de uma substancia
guimica de teste

Ye, K., Traianedes, K., Choong, P. F. M., & Myers, D. E. (2016).
Chondrogenesis of Human Infrapatellar Fat Pad Stem Cells on Acellular )}
Dermal Matrix. Frontiers in Surgery, 3. doi:10.3389/fsurg.2016.00003 J
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Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

Human Pig

T i fé& :-,4.-'14'" ;-‘(.-4 Esta diretriz aborda a corrosao terminal
G s _ da pele na saude humana. Baseia-se no

e TR "..L.‘s < = método de teste de resisténcia elétrica
o 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 cornea normal e funcao de
barreira.

Rat

Heylings, J. EFSA Guidance on Dermal Absorption (2017) : “Industry View”.
In https //www.efsa.europa.eu/sites/default/files/event/170927-p09.pdf
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Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

In Witro Skin Corrosivity Mode

O teste de resisténcia elétrica transcutanea da
pele do rato (TER) pode ser usado para
determinar o potencial de corrosao da pele de
produtos quimicos de teste, incluindo
substancias e misturas, sem o uso de animais
vivos. Embora descrito como um procedimento
in vitro, pode ser mais corretamente definido
como um método ex vivo, uma vez que requer
o uso de discos de pele retirados de um rato
jovem morto de forma humana.

https://www.piscltd.org.uk/wp-content/uploads/2014/11/2-Skin-
Irritation-and-Corrosion-Final-Slides-for-website.pdf
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Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

e
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Os produtos quimicos que sao corrosivos
para a pele sao conhecidos por produzir
uma perda de integridade e funcao de
barreira do estrato corneo normal, e isso
é medido como uma reducao na pele
TER em um sistema de teste simples de
Guest, . The fat ki Transcuaneous dois compartimentos em que os discos

van Vliet E., l\/'la'ibach H (eds)'AIternatives de pele servem COomo se pa ra géo entre
for Dermal Toxicity Testing. Springer, Cham .
compartimentos.
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Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

Um estudo de validacao 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.

Guest, R. The Rat Skin Transcutaneous Electrical Resistance (TER) Test: Eskes C., van Vliet E.,
Maibach H. (eds) Alternatives for Dermal Toxicity Testing. Springer, Cham
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Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

Com base nos dados gerais disponiveis a
Diretriz € aplicavel a uma diversa gama de
classes quimicas e estados fisicos, incluindo
liguidos, semi-sdlidos, sélidos e ceras (ou
graxas). Todavia, uma vez que para alguns
estados fisicos especificos dados de
referéncia adequados nao estao
disponiveis, deve-se ter em mente que um
numero pequeno de ceras e solidos
corrosivos foi avaliado durante a validacao




Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

Uma etapa importante é a utilizacao
de corante permite a identificacao
de resultados falso-positivos que
podem ocorrer devido ao aumento

da permeabilidade da pele que nao
é devido a destruicao do estrato
corneo, tal como por alguns
surfactantes e agentes tensioactivos
organicos neutros.

B

|

Guest, R. The Rat Skin Transcutaneous Electrical Resistance (TER) Test: Eskes C.,
van Vliet E., Maibach H. (eds) Alternatives for Dermal Toxicity Testing. Springer,
Cham
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Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

Principio

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 separacao entre os compartimentos. Os
discos de pele sao retirados de ratos eutanasiados, com idades entre 28 e 30 dias. As

substancias quimicas corrosivas sao identificados por sua capacidade de produzir uma

perda da integridade e funcao de barreira do estrato corneo normal, que € medida

como uma reducao no TER abaixo de um limiar.




Diretriz da OECD Para o Ensaio de Substancias Quimicas - 430 Corrosao
cutanea in vitro: método de teste de resisténcia elétrica transcutanea (ter)

Aplicacao
v' O método TER utilizando pele de rato mostrou ser preditivo de corrosividade in
vivo no coelho avaliado sob a Diretriz 404(2) da OECD.

v’ 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.

v’ Pode ser aplicado em todos os tipos de substancias: farmacos, cosméticos,

agrotoxicos, produtos quimicos etc...
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DIRETRIZ DA OECD PARA O ENSAIO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS - 431 Corrosdo
cutanea in vitro: método de teste de epiderme humana reconstruida
(RHE, Recunstructed Human Epidermis)

A corrosao cutanea refere-se a producao de
danos irreversiveis na pele.

Esta Diretriz de Teste aborda a corrosao
cutanea do ponto final da saude humana.
Utiliza a epiderme humana reconstruida (RhE)
(obtida a partir de queratindcitos epidérmicos
nao transformados derivados de humanos)
que imita de perto as propriedades
histologicas, morfologicas, bioquimicas e
fisiologicas das partes superiores da pele
humana isto €, a epiderme.

Ceratinocitos Camada
mortos e cornea
Granulos

de queratina ~ - - - . Camada
- . - _ granulosa

Celula de
Langerhans

.
Ceratinécitos | @
-4 ? Camada

Melanina 3 ' - espinhosa

Prolongamentos
do melandécito

Célula de
Merkel

Lamina Basal |

https://www.todamateria.com.br/epiderme/

ABDJ
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DIRETRIZ DA OECD PARA O ENSAIO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS - 431 Corrosdo
cutanea in vitro: método de teste de epiderme humana reconstruida
(RHE, Recunstructed Human Epidermis)

Estudos de pré-validacao, seguidos de um estudo
formal de validacao para avaliar a corrosao da pele
foram conduzidos com dois testes disponiveis, o

EpiSkin™ Standard Model (SM) e o EpiDerm™ %" rﬂ'@
.

SkinCorrosivity Test (SCT) (EPI-200). O resultado
desses estudos levou a recomendacao de que os
dois MRV mencionados acima poderiam ser
usados para fins regulatdrios na distincao entre
substancias corrosivas (C) e ndao corrosivas (NC) e
que o EpiSkin™ poderia ser usado como suporte a
subcategorlzagao de substancias corrosivas. httn: /e pickine e AT i

l - - .
.
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DIRETRIZ DA OECD PARA O ENSAIO DE SUBSTANCIAS QUIMICAS - 431 Corrosdo
cutanea in vitro: método de teste de epiderme humana reconstruida
(RHE, Recunstructed Human Epidermis)

Outros dois métodos de teste RHE
comercialmente disponiveis para testar
corrosao cutanea in vitro mostraram
resultados similares ao MRV do
EpiDermTM, de acordo com a validacao
baseada em procedimento padrao. Sao o
SkinEthic™RHE1 e o epiCSR (previamente
conhecido como ES-1000), os quais
também podem ser usados para
finalidades regulatdrias, na distincao entre
substancias corrosivas e nao corrosivas

J
Stratum Spinosum " e
Rl L I

a o
8 Stratum Basal

) g > "

Christian Pellevoisin; Christelle Videau; Damien Briotet; Corinne Grégoire; Carine
Tornier; Alain Alonso; Anne Sophie Rigaudeau; Charbel Bouez; Nathalie Seyler.
SkinEthic™ RHE for in vitro evaluation of skin irritation of medical device extracts.

Toxicology in Vitro, v.50, p.418-425, 2018 ABD“
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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)

PRINCIPIO DO TESTE
A substancia quimica em estudo é aplicada
topicamente a um modelo tridimensional de RhE,
#s| constituido por queratindcitos epidérmicos nao
transformados, derivados de humanos, que foram
- cultivados para

Consiste de camadas basais,

espinhosas e granulares organizadas e de um estrato

- corneo multicamadas, contendo camadas lipidicas

intercelulares lamelares, representando as principais
classes de lipidios analogas as encontradas in vivo.
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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)

PRINCIPIO DO TESTE

O método de teste de RHE baseia-se na premissa de
gue substancias quimicas corrosivas sao capazes de
penetrar no estrato corneo por difusao ou erosao e
sao citotoxicas para as células nas camadas
subjacentes. A viabilidade celular € medida por
conversao enzimatica do corante vital MTT brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio;
CAS numero 298-93-1], num sal de azul de formazan
gue é quantitativamente medido apds extracao de

—

& - .»
%’_g

http://revistapesquisa.fapesp.br/en/2017/01/
02/laboratory-skin/
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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)

Uma possivel interferéncia € que uma substancia

' de teste pode reduzir diretamente o MTT,
' (2) Taligw potypropryiens . . . . . .

(1) akgha-Terpivso ; poyarice mimetizando assim a atividade da enzima
desidrogenase da mitocondria celular.

@ Esta propriedade da substancia de ensaio sera
(3] Heptaderyde % an l' ' : (4) Socium baudotie

apenas um problema, se no momento do teste de
MTT (apds o produto quimico ter sido enxaguado)

s 160mem- L | A et ainda existirem quantidades suficientes da
hexane i A . .
L meswaurr  SUbstancia de teste presente nos (ou nos) tecidos.

e {oonko) . ~ ’re
Neste caso, a (verdadeira) reducao metabdlica do
https://www.mattek.com/wp-content/uploads/Skin- MTT ea (fa|Sa) I‘Edugﬁo d|reta dO MTT pOdem ser
Corrosion-Test-Protocol.pdf . . .o . .
diferenciadas e quantificadas por ensaios diretos
com a substancia teste
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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)

Aplicacao

v’ Pode ser aplicado em todos os tipos de
substancias: farmacos, cosméticos,
agrotoxicos, produtos quimicos etc...

v’ Pode ser usados produtos sollveis e
insolUveis em agua ( o excipiente devera
ser testado separadamente, produtos
solidos deverao ser moidos a condicao
de po, podera ser usados extraiveis de
solidos e semi-soélidos).
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 435
Teste de membrana de barreira in vitro para corrosao da pele

Corrosao cutanea refere-se a producao de
danos cutaneos irreversiveis, manifestando-
se como necrose visivel através da epiderme
e na derme, que acontece apos a aplicacao
de um teste quimico.

Estudos de validacao foram concluidos para o
meétodo de teste de barreira in Vvitro
comercialmente disponivel como Corrositex®,
mostrando precisao geral para prever a
corrosividade cutdnea de 79% (128/163),
sensibilidade de 85% (76/89) e especificidade

de 70% (52/74) para um banco de dados de
163 substancias e misturas.
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https://iivs.org/testing-services/assays/dermal/corrositex/
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 435
Teste de membrana de barreira in vitro para corrosao da pele

Esse método de ensaio pode ser
utilizado para tomar decisdes sobre a
corrosividade e a nao-corrosividade
de classes especificas de produtos

guimicos; por exemplo, acidos
organicos e inorganicos, derivados
acidos e bases para determinados
testes de transporte.

https://iivs.org/testing-services/assays/dermal/corrositex/
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 435
Teste de membrana de barreira in vitro para corrosao da pele

Preparacao do Indicador

Preparacao da biobarreira

Disco de Biobarreira

https://iivs.org/testing-services/assays/dermal/corrositex/

Principio do Teste

O sistema de teste compreende dois
componentes: uma biobarreira
macromolecular sintética e um sistema de
deteccao quimica (CDS), este método de
ensaio detecta, através da membrana de
barreira CDS, os danos causados por
substancias quimicas corrosivas apos a
aplicacao da substancia quimica em teste,
na superficie da membrana de barreira
sintética macromolecular, presumivelmente,
pelo mesmo mecanismo de corrosao que
opera na pele viva.
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 435
Teste de membrana de barreira in vitro para corrosao da pele

A penetracao através da membrana de
barreira (ou ruptura) pode ser medida
por um numero de procedimentos ou

CDS, incluindo uma mudanca na cor de
um corante indicador de pH ou em
alguma outra propriedade da solucao
indicadora abaixo da barreira

https://iivs.org/testing-services/assays/dermal/corrositex/
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 435
Teste de membrana de barreira in vitro para corrosao da pele

A membrana de barreira deve ser determinada
como sendo valida, isto &, relevante e confiavel,
para seu uso pretendido. Isto inclui assegurar que
diferentes preparacdes sao 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 classificacao atribuida baseia-se no
tempo que uma substancia quimica leva para
penetrar através da membrana de barreira até a
solucao indicadora.
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 435
Teste de membrana de barreira in vitro para corrosao da pele

Uma limitacdo do método de teste de referéncia
validado é que muitas substancias quimicas nao
corrosivas, e algumas substancias quimicas corrosivas,
podem nao se qualificar para testes, com base nos
resultados do teste de compatibilidade inicial.

As substancias quimicas de teste que nao causam
alteracdao detectavel no teste de compatibilidade (isto
e, alteracao de cor no Sistema de Deteccao Quimica
do método de teste de referéncia validado) nao
podem ser testadas com o método de membrana de
barreira e devem ser testadas usando-se outros

Substancias quimicas aquosas, com pH na faixa de
4,5 a 8,5, muitas vezes nao se qualificam para
testes; no entanto, 85% das substancias quimicas
testadas nessa faixa de pH nao foram corrosivas em
testes em animais(7).

Os métodos de teste de membrana de barreira in
vitro podem ser utilizados para testar sélidos
(soluveis ou insoluveis em agua), liquidos (agquosos
Oou Nao aquosos) e emulsdes
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 439
Irritacdo cutanea in vitro: método de reconstru¢ao da epiderme humana

A irritacao cutanea refere-se a producao
de danos reversiveis na pele apods a
aplicacao de uma substancia quimica em
teste, durante até 4 horas [conforme
definido pelo Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacao e Rotulagem
de Produtos Quimicos (GHS) das Nacdes
Unidas](

https://www.cyprotex.com/blog/in-vitro-skin-irritation-working-to-
replace-the-draize-test/
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 439
Irritacdo cutanea in vitro: método de reconstru¢ao da epiderme humana

PRINCIPIO DO TESTE

/ «,; Irﬁc?beﬁnal Biaicn focovs A substancia quimica de teste é aplicada

~ using Eplsmfﬂ'lWel topicamente a um modelo tridimensional
T~ de RhE, constituido por queratindcitos

— epidérmicos nao transformados, derivados
de humanos, que foram cultivados para
criar um modelo de multicamadas
altamente diferenciado da epiderme
humana. Consiste em camadas basais,
espinhosas e granulares organizadas, e
camadas lipidicas lamelares intercelulares,
contendo camadas intercelulares que
representam as principais classes lipidicas
analogas as encontradas in vivo.
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 439
Irritagao cutanea in vitro: método de reconstrucao da epiderme humana

As  células danificadas podem liberar
mediadores inflamatdérios ou induzir uma
cascata inflamatoria, que também atua sobre as
células da derme, particularmente as células
estromais e endoteliais dos vasos sanguineos. E
a dilatacao e o aumento da permeabilidade das
células endoteliais que produzem o eritema e o
edema observados. Os métodos de teste
baseados em RhE, na auséncia de qualquer
vascularizacao no sistema de teste in vitro,
medem os eventos de iniciacao na cascata, por
exemplo dano celular/ tecidual, utilizando
leituras de viabilidade celular.

ARu‘c’
CION.

http://biocip.cz/index.php?id_product=534&controller=product&id_lang=1
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Guia da OECD para o Ensaio de Substancias Quimicas - 439
Irritacdo cutanea in vitro: método de reconstru¢cao da epiderme humana

A viabilidade celular em modelos de RhE é medida por conversao enzimatica do corante
vital MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio, azul de tiazolilo; CAS
numero 298-93-1], num sal de azul de formazan, que é quantitativamente medido apos a
remocdo de tecidos por espectrofotometria em HPLC/UPLC. As substancias quimicas
irritantes sao identificadas por sua capacidade de diminuir a viabilidade celular abaixo dos
limites definidos (isto €, <50%, para a categoria 2 do GHS da ONU). Dependendo 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).




Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 429
Sensibilizacao cutanea: ensaio do ganglio linfatico local

O Ensaio do Ganglio Linfatico Local LLNA é um
método in vivo e, consequentemente, nao elimina o
uso de animais na avaliacdo da atividade de
sensibilizacao alérgica por contato. Tem, no entanto,
o potencial para reduzir o numero de animais
necessarios para este fim. Além disso, o LLNA oferece
um refinamento substancial (menos dor e angustia)
da maneira como o0s animais sao usados para testes
de sensibilizacao alérgica por contato. O LLNA baseia-
se na consideracao de eventos imunolégicos
B 071211 Murine Local Lymph Node Assay. I estimulados por substancias quimicas durante a fase
Parker G. (eds) Immunopathology in Toxicology and Drug Development. @ indugéo da sensibilizagéo _

Molecular and Integrative Toxicology. Humana Press, Cham. p. 619-637.

ABDJ
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 429
Sensibilizacao cutanea: ensaio do ganglio linfatico local

Ao contrario dos testes com cobaias (TG
406, o LLNA nao requer que sejam
eliciadas reacoes de hipersensibilidade
dérmica induzida por desafio. Inclusive, o
LLNA nao requer o uso de um adjuvante,
como é o caso do teste de maximizacao de
cobaias. Assim, o LLNA reduz a dor e a
angustia dos animais. Apesar das
vantagens do LLNA sobre o TG 406, deve-
se reconhecer que existem algumas
limitacOoes que podem exigir o uso do TG
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The mouse local lymph node assay (LLNA)
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lan Kimber, David A. Basketter, G. Frank Gerberick, Cindy A. Ryan, and Rebecca
J. Dearman. Chemical Allergy: Translating Biology into Hazard Characterization.
TOXICOLOGICAL SCIENCES 120(S1), S238-5268 (2011)
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 429
Sensibilizacao cutanea: ensaio do ganglio linfatico local

O principio basico subjacente ao LLNA é que
os sensibilizadores induzem a proliferagdo de
Py”i','ﬁft?fﬁiés linfocitos nos ganglios linfaticos que drenam o
local de aplicacao da substancia em estudo.
From deep cervical region Esta proliferagao é proporcional a dose e a
poténcia do alérgeno aplicado e proporciona
um meio simples de obter uma medicao
guantitativa da sensibilizacao




Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 429
Sensibilizacao cutanea: ensaio do ganglio linfatico local

Os métodos descritos aqui sao baseados
no uso de marcacao radioativa in vivo para
medir um numero aumentado de células
proliferativas nos ganglios linfaticos
auriculares de drenagem. No entanto,
podem ser utilizados outros parametros
para a avaliacao do numero células em
proliferacao, desde que os requisitos dos
Padroes de Performance

sejam cumpridos na integra.
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*van Huygevoort, T (2017). The Murine Local Lymph Node Assay. In:
Parker G. (eds) Immunopathology in Toxicology and Drug Development.
Molecular and Integrative Toxicology. Humana Press, Cham. p. 619-637.
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 429
Sensibilizacao cutanea: ensaio do ganglio linfatico local

A incorporacao de 3H-metil-timidina é medida por
contagem de cintilacao-B como desintegracdoes por
minuto (DPM). A incorporacao de 125l-iododesoxiuridina
é medida por contagem de 125] e também é expressa
como DPM. Dependendo da abordagem utilizada, a
incorporacao €é expressa como DPM/camundongo
(abordagem animal individual) ou DPM/grupo de
tratamento (abordagem do grupo de tratamento em
conjunto).

O

OH

https://pt.wikipedia.org/wiki/Timidina
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 429
Sensibilizacao cutanea: ensaio do ganglio linfatico local

Aplicacao

v Pode ser aplicado em todos os tipos de
substancias: farmacos, cosmeéticos,
agrotoxicos, produtos quimicos etc...

v’ Pode ser usados produtos sollveis e
insolUveis em agua ( o excipiente devera
ser testado separadamente, produtos
solidos deverao ser moidos a condicao
de po, podera ser usados extraiveis de
solidos e semi-sdélidos).

https://www.yu.edu/stern/ug/chemistry-biochemistry
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 442A
Sensibilizacao cutanea: ensaio dos ganglios linfaticos locais: DA

No LLNA (OECD 429), a timidina ou o iodo
radioisotopico é usado para medir a
proliferacao de linfocitos e, portanto, o
ensaio tem uso limitado em regides onde
a aquisicdo, o uso ou o descarte de
radioatividade é problematico. O LLNA:
DA (desenvolvido por Daicel Chemical
Industries, Ltd.) € uma modificacdo nao
radioativa para o LLNA, que quantifica o
conteudo de trifosfato de adenosina
(ATP), via bioluminescéncia, como um
indicador da proliferacao de linfocitos.

K&
S

https://gl.wikipedia.org/wiki/Luciferase
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https://gl.wikipedia.org/wiki/Luciferase

Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 442A
Sensibilizacdo cutanea: ensaio dos ganglios linfaticos locais: DA

O LLNA: DA é um método in vivo do LLNA
(OECD 429) modificado para identificar
substancias de teste potenciais
expressivamente sensibilizantes da pele,
com limitacdes especificas.

Isto nao implica necessariamente que em
todos os casos o LLNA: DA deva ser usado
no lugar de testes LLNA ou cobaias
(DIRETRIZ 406), mas que o ensaio € de
igual mérito e pode ser empregado como
uma alternativa na qual os resultados
positivos e negativos ja nao requeiram
mais confirmacao.

S FARMy 0
CION. 0'3'0

luciferin = oxuyluciferin
+ 0, N d
luciferase T ght-

https://docplayer.com.br/52469225-0-que-e-quais-mecanismos-
por-que-emitir-luz-quem-emite-luz-bioluminescencia.html




Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 442A
Sensibilizacao cutanea: ensaio dos ganglios linfaticos locais: DA

Os meétodos descritos aqui se baseiam no uso da
medicao do conteudo de ATP pela bioluminescéncia
(conhecida por correlacionar com o numero de células
vivas) para indicar o aumento no numero de células
proliferativas nos ganglios linfaticos auriculares.

O método bioluminescente utiliza a enzima luciferase
para catalisar a formacao de luz a partir de ATP e
luciferina, de acordo com a seguinte reacao: A
intensidade da luz emitida esta linearmente
relacionada com a concentracao de ATP e é medida
usando-se um lumindmetro. O ensaio de luciferina-
luciferase € um método sensivel para quantificacao de
ATP usado em uma ampla variedade de
aplicacoes(20).

https://rbc.inca.gov.br/
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 442A
Sensibilizacao cutanea: ensaio dos ganglios linfaticos locais: DA

L] Cytbkine secretion
by'keratinocytes:
IL-1j5. TNF. GM-CSF

W =Hapten

Py
. =Carrier

O = Memory T-cell

oo ; _‘ : q.l. = Inflammatory cell
® ' Jav-

Pmoll!eratlon and Gen-eraln:m @\ = Langerhans' cell

Memory T-cells

]
Cytokine inflsences drvelopment \ \-—é@) @::'. =T= CE"
Jﬂd’&alm e of Thi and Thi-type .

{,—3—"

hyperse wm('_“\

t‘o_cal Lymphh—ode L1 .
A NI

\ OMX

lan Kimber, David A. Basketter, G. Frank Gerberick, Cindy A. Ryan, and Rebecca

J. Dearman. Chemical Allergy: Translating Biology into Hazard Characterization.

TOXICOLOGICAL SCIENCES 120(S1), S238-5268 (2011)

Os aumentos no teor de ATP nos ganglios linfaticos
sdao medidos pelo método da luciferina/luciferase,
usando-se um kit de medicao de ATP, que mensura
a bioluminescéncia em Unidades de Luminescéncia
Relativa (RLU). O tempo do ensaio, desde o tempo
de eutanasia do animal até a medicao do conteudo
de ATP, para cada animal individual, deve ser
mantido uniforme, dentro de aproximadamente 30
minutos, porgue o conteddo de ATP diminui
gradualmente com o tempo apds a eutanasia

ABDJ
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 442B
Ensaio de ganglio linfatico local: BRDU-ELISA ou BRDU-FCM

Existe consenso sobre os eventos bioldgicos-
chave subjacentes a sensibilizacao cutanea. O
conhecimento atual dos mecanismos quimicos e
bioldgicos associados a sensibilizacao cutanea foi
resumido na forma de uma Via de Desfecho
Adverso (AOP, Adverse Outcome Pathway, em
inglés)(2), comecando com o evento de iniciacao
molecular até os eventos intermediarios ao
efeito adverso, ou seja, dermatite alérgica de

y _'I‘L-10 SCoURer NS IL-18 I'
¢ L reguidtion :
QR . TNF-
IL 1a/IL-15.
‘-"“"'\"Pme '

ah ﬂ&ﬁ 1 Moo rule
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Homing

EPIDERMIS

lan Kimber, David A. Basketter, G. Frank Gerberick, Cindy A. Ryan, and Rebecca
J. Dearman. Chemical Allergy: Translating Biology into Hazard Characterization.

TOXICOLOGICAL SCIENCES 120(S1), S238-5268 (2011)
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 442B
Ensaio de ganglio linfatico local: BRDU-ELISA ou BRDU-FCM

O primeiro evento chave pode ser abordado usando-se o Ensaio de Reatividade Direta do
Peptideo (DPRA) in chemico, DIRETRIZ 442C(3). O segundo evento chave nesta AOP ocorre
nos queratinocitos e inclui respostas inflamatdrias, bem como alteracdes na expressao
génica, associadas a vias especificas de sinalizacao celular, como as vias dependentes de
antioxidante/elemento de resposta eletréfila (ARE). Este evento chave pode ser abordado
usando-se os métodos de teste de luciferase ARE-Nrf2 in vitro (KeratinoSens™ ou LuSens),
DIRETRIZ 442D(4). O terceiro evento chave é a ativacao de células dendriticas (DC),
tipicamente avaliadas pela expressao de marcadores especificos de superficie celular,
guimiocinas e citocinas, e pode ser abordado usando-se o Teste de Ativacao de Linha Celular
Humana in vitro (h-CLAT), o Teste de Ativacao da Linha Celular U937 (U-SENS™) in vitro ou o
ensaio de Gene relator de Interleucina-9 (Ensaio IL-8 Luc), como descrito na DIRETRIZ
442E(5). O quarto evento chave é a proliferacao de células T, que é avaliada indiretamente
nos ensaios de Ganglio Linfatico Local in vivo em camundongos (LLNA)(6).




Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 442B
Ensaio de ganglio linfatico local: BRDU-ELISA ou BRDU-FCM

Esta Diretriz de Teste descreve duas modificacdes nao radioativas para o método de teste LLNA

que utilizam 5-bromo-2-desoxiuridina ndo radiomarcados (BrdU) (numero CAS [“Chemical

Abstracts Service”] 59-14-3) em ELISA [Ensaio de Imunoabsorcao Enzimatica] — ou sistema de
teste baseado no FCM [Método de Citometria de Fluxo] para medir a proliferacao de linfocitos:
e O ensaio de ganglio linfatico local: BrdU-ELISA;
e O ensaio de ganglio linfatico local: BrdU-FCM;
Semelhantemente ao LLNA, o LLNA: BrdU-ELISA e o LLNA: BrdU-FCM estudam a fase de inducao
da sensibilizacdo cutanea e fornecem dados quantitativos adequados para a avaliacao dose-

reSRMOSta
,,o\o "'}




Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 442B
Ensaio de ganglio linfatico local: BRDU-ELISA

O método BRDU-ELISA é baseado no
uso da medicao do conteudo de BrdUna
um aumento no numero de células em
proliferacao nos ganglios linfaticos
auriculares drenantes. BrdU é um

analogo da timidina e é similarmente
incorporado ao DNA das células em
proliferacao. A incorporacao de BrdU é
medida pelo ELISA, que utiliza um
anticorpo especifico para BrdU, que
também é marcado com peroxidase

f
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No Treatment
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https://www.researchgate.net/publication/264851867_Evaluation_of Two_Nonr
adiolabeled_Murine_Local_Lymph_Node_Assays LLNA for_Potency Categorizati
on_of_Substances_Causing_Allergic_Contact_Dermatitis_in_Humans
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 442B
Ensaio de ganglio linfatico local: BRDU-FCM

O metodo BRDU-FCM é baseado no uso da Aoy
medicao do conteudo de BrdU para indicar o
aumento no numero de células em proliferacao
nos ganglios linfaticos auriculares drenantes. ‘
BrdU € um analogo da timidina e é similarmente
incorporado ao DNA das células em proliferacao.
A incorporacao de BrdU é medida por FCM, que
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utiliza um anticorpo especifico para BrdU que
também é marcado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC). O FCM (citometria de fluxo)
guantifica o numero de células viaveis positivas
para BrdU usando um citdmetro de fluxo, que é FL3(7-AAD)
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d Korean Center for the Validation of Alternative Methods. Local Lymph Node Assay:
d 5-bromo-2-deoxyuridine-flow cytometry method (LLNA: BrdU-FCM)
Validation Study Report, January 2017. In:
https://www.oecd.org/env/ehs/testing/latestdocuments/Validation_Study_Report

_LLNA_BrdU_FCM_updated_2017_clean.pdf P
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Guia da OECD para o ensaio de substancias quimicas - 442C
Sensibilizacao cutanea quimica: ensaio direto de reatividade do peptideo (DPRA)

Electrophilic o
skin sensitizers = %)'\H
(e.g. Cinnamal) '\}_J/

" Covalent

C modification
= ~H of Keap1
0

of Nrf2 from
modified Keap1

https://www.piscltd.org.uk/wp-content/uploads/2015/01/Skin-

Sensitzation-webinar-final-ppt.pdf

Recentemente, métodos de teste, baseados
unicamente em explicacdes fisicas ou bioldgicas®,
como teste in chemico e in vitro, foram
considerados cientificamente validos para a
avaliacao do risco de sensibilizacao cutanea a
substancias quimicas. No entanto, combinacoes
de métodos nao animais (in silico, in vitro)
contidas nas Abordagens Integradas para Testes e
Avaliacao (AITA) serao necessarias para se poder
substituir totalmente os testes em animais
atualmente em uso, dada a cobertura mecanicista
restrita de VRA — dos métodos de teste nao
animais disponiveis nos dias de hoje
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Guia da OECD para o ensaio de substancias quimicas - 442C
Sensibilizacao cutanea quimica: ensaio direto de reatividade do peptideo (DPRA)

O DPRA é um método quimico que

quantifica a Concentragéo restante de Nucleophilic-electrophilic interaction:
peptideos contendo cisteina ou lisina, _Profpre-Hapten,~ .
apos 24 horas de incubacao com a j /
substancia quimica em teste, a 25 *
2,52C. Os peptideos sintéticos contém
fenilalanina para auxiliar na deteccao. A
concentracao relativa de peptideos é
medida por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC, em inglés) com
eluicdo por gradiente e deteccao por
UV a 220nm

https://www.piscltd.org.uk/wp-content/uploads/2015/01/Skin-Sensitzation-webinar-final-ppt.pdf
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Guia da OECD para o ensaio de substancias quimicas - 442C
Sensibilizacao cutanea quimica: ensaio direto de reatividade do peptideo (DPRA)

- A
" l < Solucdes de estoque de cisteina (Ac-RFAACAA-
Cosmetic Ingredient COOH) e lisina (Ac-RFAAKAA-COOH), contendo

peptideos sintéticos de pureza superiores a 85%

Nucleophilic-electrophilic e, preferencialmente na faixa de 90-95%, devem
Critiie N\ ser preparadas imediatamente antes de sua
incubacao com a substancia quimica em teste. A

concentracao final do peptideo de cisteina deve

ser 0,667mM em fosfato pH 7,5 tamponado,

enquanto que a concentracao final do peptideo

lisina deve ser de 0,667mM em acetato de

http://archive.constantcontact.com/fs120/1102918552623/archive/ d m6n|0 d pH 10,2 ta m ponadO
1116000172838.html
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Guia da OECD para o ensaio de substancias quimicas - 442D
Ensaios de sensibilizacao cutanea in vitro que abordam o evento AOP chave
sobre a ativacao do queratindcito

Pequenas substancias eletrofilicas, tais como
sensibilizadores cutaneos, podem atuar no
sensor da proteina Keapl (proteina 1
associada a ECH do tipo Kelch); por exemplo, a
modificacao covalente do residuo de cisteina,
resultando na sua dissociacao do fator de
transcricao Nrf2 (fator 2 relacionado com fator
nuclear eritrdéide 2). O Nrf2 dissociado pode
ativar genes dependentes de ARE, tais como
aqueles que codificam enzimas
desintoxicantes de fase Il.

PC1 C-tail fusion protein

CDS5 signal sequence

o lgG CH,/CH,
sIgPC1 CD7 TM d i
AN
C-terminal 193 aa \
of PC1 .
\  tyrkinase
\

BEK\
\
A
ERK.

»

mGSTA1 ARE n 2 2
luciferase reporter TATA/Inr | Firefly luciferase

Figure 2. Summary of in vitro PC1 cytosolic C-tail signaling studies. Inset, diagram of the slgPC1 C-tail
fusion expression construct consisting of the signal sequence of CD5, the constant heavy domains (CH) 2
and 3 from human IgG, and the transmembrane domain (TM) of CD7 proteins fused in frame to the C-terminal
193 amino acid residues of mouse PC1. Transient transfection studies have implicated heterotrimeric G
proteins, tyrosine kinase, PI3K, Ras and ERK in the pathway to activation of Nrf2 and a mouse GstA1 ARE
luciferase reporter.

http://www.kumc.edu/school-of-health-professions/research/research-projects.html

ABD)
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Guia da OECD para o ensaio de substancias quimicas - 442D
Ensaios de sensibilizacao cutanea in vitro que abordam o evento AOP chave
sobre a ativacao do queratindcito

O método de teste KeratinoSens™ faz uso de uma linha celular imortalizada aderente,
derivada de queratindcitos humanos, portadores estaveis de um gene reporter de
luciferase sob o controle do elemento de resposta antioxidante do gene AKR1C2
humano. Sabe-se que esse gene é regulado positivamente pelos sensibilizadores
cutaneos. A linhagem celular contém o gene da luciferase sob o controle transcricional
de um promotor constitutivo fundido com o elemento ARE.

O sinal da luciferase reflete a ativacao por sensibilizadores de genes dependentes de
Nrf2 enddgenos, sendo que a dependéncia do sinal da luciferase na linhagem celular

recombinante em Nrf2 foi demonstrada.




Guia da OECD para o ensaio de substancias quimicas - 442D
Ensaios de sensibilizacao cutanea in vitro que abordam o evento AOP chave
sobre a ativacao do queratindcito

Electrophilic o
skin sensitizers ~ A H
(e.g. Cinnamal) LJ/

Covalent
0 ] modification

O método de teste LuSens faz uso de uma Yy Ty ofieser
linhagem celular aderente, imortalizada e ‘..
derivada de queratindcitos humanos que @A/D‘Zsocaatuon Cul3)
abrigam, de forma estavel, um gene modified Keap1
reporter de luciferase, sob o controle do x’

elemento de resposta antioxidante do gene
NQO1 de camundongo(20). Sabe-se que os @

genes dependentes da ARE, como o NQO1, ARE | Luciferase
sao regulados  positivamente  pelos ﬂ

Detoxification enzymes and

sensibilizadores de contato. antioxidant proteins

(cellular defence)

https://www.piscltd.org.uk/wp-content/uploads/2015/01/Skin-Sensitzation-webinar-final-ppt.pdf
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Il - Para avaliagao do potencial de irritagcao e corrosao ocular: 342
Meétodo OECD DT 437 - Método de Teste de Opacidade e Permeabilidade da Cornea Bovina para ldentificacao:

i) Substancias Quimicas Indutoras de Danos Oculares Graves e

ii) Substancias Quimicas que Nao Requerem Classificacao para Irritacdo nos Olhos ou para Dano Ocular
Grave
Método OECD DT 438 - Método de teste ocular isolado da galinha, para identificar:

) substancias quimicas que provocam lesdes oculares graves e

I1) substancias quimicas que nao requerem classificacao para irritacao ocular ou lesdes oculares graves
Meétodo OECD DT 460 - Método de teste de vazamento de fluoresceina para identificacao de corrosivos oculares
e irritantes severos
Meétodo OECD DT 491 - Método de teste in vitro de exposicao a curto prazo para identificacao de:

1) substancias quimicas que produzem danos graves ao olho e

II) produtos quimicos que nao requerem classificacao para irritacao ocular ou dano sério ao olho
Método OECD DT 492 - Método de teste de epitélio humano semelhante a cornea (RhCE) reconstruido para
identificar substancias quimicas que nao exigem classificacao e rotulagem para irritacao ocular ou dano ocular
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Diretriz de OECD para o ensaio de substdancias quimicas - 437
Método de Teste de Opacidade e Permeabilidade da Cornea Bovina para Identificagéo:

Substancias Quimicas Indutoras de Danos Oculares Graves
PRINCIPIO DO TESTE

O método de teste BCOP é um modelo organotipico, que
fornece manutencao a curto prazo da funcao fisiologica e da
bioquimica normal da cornea bovina in vitro. Neste método de
teste, o dano é avaliado por medidas quantitativas de
alteracoes na opacidade da cdornea e permeabilidade com um
opacitbmetro e um espectrofotometro de luz Vvisivel,
respectivamente. Ambas as medicdes sao usadas para calcular
um IVIS, que ¢é usado para atribuir uma categoria de
classificacao de risco de irritabilidade in vitro para a previsao do
potencial de irritacao ocular in vivo de uma substancia quimica
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Diretriz de OECD para o ensaio de substdncias quimicas - 437
Meétodo de Teste de Opacidade e Permeabilidade da Cornea Bovina para Identificagdo:

Substancias Quimicas Indutoras de Danos Oculares Graves

Critério de decisao

Os valores-limite do IVIS para identificacao de substancias quimicas de
teste como indutores de lesdes oculares graves (UN GHS Categoria 1) e
substancias quimicas de teste que nao exigem classificacao para irritacao
nos olhos ou dano ocular grave (UN GHS Sem Categoria) sdo dados a
seguir:

UN GHS
Sem Categoria

Nenhuma previs3o pode ser feita

Categaria 1

ABDJ
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Diretriz OECD para o ensaio de substdncias quimicas - 438
Meétodo de teste ocular isolado da galinha

O método de teste ICE € um modelo organotipico
que fornece, em curto prazo, a manutencao
ocular da galinha in vitro. Neste método de teste,
o dano pela substancia quimica é avaliado pela
determinacao do edema da cornea, da opacidade
e da retencao de fluoresceina. Além disso, a
histopatologia pode ser usada para aumentar a
sensibilidade do método para a identificacao de
detergentes e surfactantes de pH nao-extremo
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/meetings/implement-2011/ocular- (2<pH <11’5) da Categoria 1 do GHS da ONU.

present/8-allen.pdf

ABDJ
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Diretriz OECD para o ensaio de substdncias quimicas - 438
Meétodo de teste ocular isolado da galinha

Embora a medicao do edema da cornea
forneca uma avaliacdo quantitativa, a
opacidade da cdérnea, a retencao de
fluoresceina e as alteracdes histopatologicas
envolvem, separadamente, uma avaliacao
gualitativa. Cada medicao é convertida em
uma pontuacao quantitativa, usada para
atribuir uma Classe ICE (I a V), ou atribuida a
uma categorizacdao qualitativa usada para
definir uma classificacdao de risco ocular in
vitro, como UN GHS Categoria 1 ou como UN
GHS Sem Categoria.

https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/meetings/implement-2011/ocular-present/8-allen.pdf
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Diretriz OECD para o ensaio de substdncias quimicas - 438
Meétodo de teste ocular isolado da galinha

Sistema de escore histopatolégico semi-quantitativo utilizado para olhos de

Tabela 1. Escores de opacidade da cornea

Escore Dbzervacdo

0 Sem opacidada

0% Opacidade muito fraca

1 Areas dispersas ou difusas; detalhes da iris =50 claraments visiveis

2 Araa tranghicida facilmente discernivel: detalhes da ris 530 ligeiramente abscurecidos

3 Opacidade corneana severa: nenhum detalhe especifico da mis & vizivel: tumanho da pupika
¢ dificimentz discemival

4 Dpacidade corneana complets; mis invisnel

Tabela 2. Pontuacao de retencao de fluoresceina

Escore Observacio

0.5 Coloraglo de celuka anica muito peguena

1 Coloragio de célula onica espalhada por toda a drea da comea
2 Coloraglo de célula onica densa focal ou confluents

3 Grandes deas confluenies da comea retendo fluoresceina

4 Dpacidade cormeana completa; iris invisivel

galinha

Parametro Obzervacio | Escore | Descricio®
Epitelio: erozlo Muito leve 172 Powcas celulas individuais ate toda a camada
superfickl anica
Leve 1 Ate 3 camadas desaparscey
Moderado a Ate 50% da camada epitelial desapareces®
Severa 3 Camada epitelial desaparecey abe 2 membrana
basal
Epitelio: vacualizagio Muiin [eve 172 Umna gmica ou poucas celulas dispersas
Pomtuado separads-
menie para a5 parkes su-
pEriar, madia e inferiar
epitefio **
Leve: 1 Grupos de celulas vacwoladas ou uma Unica cadeia
de c2lulas com pequenas vaCLos
Ioderado 2 Ate 50% do epiielio consiste de celulas vacualadas
Savera 3 L - 100% do epitelio consiste de células vacuo-
ladas
Epitelio: necrose *** Momal - =10 células necrificas
Muiin leve 172 104 20 calulas necroficas
Leve 1 20 2 40 calulas necroficas
Maderado 2 Muitas celulas necrdticaz mas < 50% de camada
epitelial
Savera 3 L a2 100% da camada epitelial esti necrosada
Parametra Dbservacio | Escore | Descricio®
Estroma: nuclens picng- | Nomal - =5 nucleos picnaticos
fegs T Muito leve 1 £ 210 nucleos picndticos
Leve 2 =10 nocleas picnaticos
oderado P Aparancia imegular das fibras
Zevera P 0 endotglio consiste de uma camada so,

partanta @ graw ndo @ relevanie
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Diretrizes OECD para teste de substdncias quimicas - 460
Meétodo de teste de vazamento de fluoresceina para identificacéo de corrosivos oculares e
irritantes severos

O método de teste de Vazamento de
Fluoresceina (FL) € um método de teste in
vitro que pode ser usado, sob certas
circunstancias e com limitacoes especificas,
para  classificar  substancias  quimicas
(substancias e misturas), tais como
corrosivos oculares e irritantes graves,
conforme definido pelo Sistema Global de
Harmonizacao de Classificacao e Rotulagem
de Substancias Quimicas (GHS) (Categoria 1)
da Organizacao das Nacoes Unidas (ONU).

http://www.asas.or.jp/jsaae_old/HARTUNG.pdf
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Diretrizes OECD para teste de substdncias quimicas - 460
Meétodo de teste de vazamento de fluoresceina para identificacéo de corrosivos oculares e
irritantes severos

O método de teste FL € um ensaio in vitro
baseado em citotoxicidade e funcao
celular realizado numa monocamada
confluente de células epiteliais tubulares

MDCK CB997, que crescem em insercoes
:L':!.“11:‘.L'!:';':.‘.‘.'lf,t'.';‘;',“1 semipermeaveis e modelam o estado nao
P— proliferativo do epitélio corneo in vivo. A
B linha/contorno celular MDCK estd bem

Monesamada ¢edula; - . ~ .
.',:f.i?.'.:L'.':’Jri",“nf.'.',“.l'lﬂ':‘..”. estabelecida e forma juncdes estreitas
—
desmossOmicas semelhantes aquelas

encontradas no lado apical dos epitélios
conjuntivos e corneos.

Yiedo de chimarn hasal . D

ABD)
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 491
Método de teste in vitro de exposi¢cao a curto prazo para identificacao de:
I) substancias quimicas que produzem danos graves ao olho e
Il) produtos quimicos que nao requerem classificacao para irritagao ocular ou dano sério ao olho

O método de teste de exposicao a curto prazo
(Short Time Exposure/STE, em inglés) é um
método in vitro que pode ser usado sob certas
circunstancias, e com limitacdes especificas,
para a classificacao e a rotulagem de substancias
guimicas (substancias e misturas) que induzem
danos oculares graves, bem como aquelas que
nao necessitam de classificacao para danos
oculares graves ou irritacao ocular, conforme
definido pelo Sistema Global de Harmonizacao
de Classificacao e Rotulagem de Substancias
Quimicas (GHS) das Nacdes Unidas (ONU)

https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/meetings/implement-2011/ocular-present/8-allen.pdf

ABD)
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https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/meetings/implement-2011/ocular-present/8-allen.pdf

Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 491
Método de teste in vitro de exposi¢cao a curto prazo para identificacao de:
1) substancias quimicas que produzem danos graves ao olho e
Il) produtos quimicos que nao requerem classificacao para irritagao ocular ou dano sério ao olho

O meétodo de teste STE € um ensaio in vitro
baseado em citotoxicidade que é realizado em
uma monocamada confluente de células Statens
Serum Institut Rabbit Cornea (SIRC), cultivadas
em uma microplaca de policarbonato de 96
pocos. ApdOs cinco minutos de exposicao a uma
substancia quimica em teste, a citotoxicidade é
medida quantitativamente, como a viabilidade
relativa das células SIRC, usando-se o ensaio
GUO Xiang, YANG Xing Fen, YANG Ying, HANS Raabe, CAl Jing Heng, XUE Jin Yu, TAN MTT(4)- A viabilidade celular diminuida é usada
Xiao Hua, XIE Xiao Ping, XIONG Xi Kun and HUANG Jun Ming. Prediction of Ocular

Irritancy of 26 Chemicals and 26 Cosmetic Products with Isolated Rabbit Eye (IRE) pa ra p rever pOte L CI d I : efe Itos d dVe e q =
Test. Biomed Environ Sci, 2010; 25(3): 359-366. Ieva m a da nos ocu |a res
@
ABD;
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 492
Método de teste de epitélio humano semelhante a cornea (RhCE) reconstruido para identificar substancias
qguimicas que nao exigem classificacao e rotulagem para irritagao ocular ou dano ocular grave

O objetivo desta Diretriz de Teste é
descrever o procedimento usado para
avaliar o potencial de risco ocular de uma
substancia quimica em teste, com base em
sua capacidade de induzir citotoxicidade
em uma construcao de tecido RhCE,
conforme medido pelo teste de corante de
tetrazolio {TD, por exemplo, brometo de
MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolio

EpiOcular

https://www.mattek.com/products/epiocular/#applications
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 492
Método de teste de epitélio humano semelhante a cornea (RhCE) reconstruido para identificar substancias
qguimicas que nao exigem classificacao e rotulagem para irritagao ocular ou dano ocular grave

Esta Diretriz de Teste é baseada em construcdes de
tecido tridimensional comercial de RhCE, que sao
produzidos usando-se tanto queratindcitos epidérmicos
primarios humanos (EpiOcular™ OCL-200), quanto
células epiteliais da cornea humana imortalizadas
(SkinEthic™ HCE/ S), ou células epiteliais primarias da
cornea humana (isto é, LabCyte CORNEA-MODEL24). As
estruturas de tecido EpiOcular™ OCL-200, SkinEthic™
HCE/ S e LabCyte CORNEA-MODEL24 RhCE sdo
semelhantes a estrutura tridimensional do epitélio
corneano in vivo e sao produzidas usando-se células da
espécie de interesse.

http://www.jpte.co.jp/english/business/LabCyte/CORNEAmModel.html

ABDJ
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Ill - Para avaliacao do potencial de Fototoxicidade:

Método OECD DT 432 - Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.
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Diretrizes OECD para testeDe substancias quimicas - 432
Teste de fototoxicidade in vitro 2T NRILI
B

A fototoxicidade é definida como uma
resposta toxica a uma substancia
aplicada no corpo que é provocada ou
aumentada (aparente em doses mais
baixas) apds a exposicao subsequente a
luz ou, que é induzida pela irradiacao da
pele apds a administracao sistémica de
uma substancia.

2. O ensaio de fototoxicidade in vitro
3T3 NRU é utilizado para identificar o
potencial fototoxico de uma substancia
quimica de ensaio, induzida apods a
exposicao a luz.
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https://reconstructed-human-epidermis.com/epics/phototox/
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Diretrizes OECD para testeDe substancias quimicas - 432
Teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU

O teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU
N baseia-se numa comparacao da
citotoxicidade de uma substancia quimica,
guando testada na presenca e na auséncia
de exposicao a uma dose nao citotoxica de
luz solar simulada. A citotoxicidade neste
teste €& expressa como uma reducao
concentracao-dependente da absorcao do
corante vital Vermelho Neutro (NR) medido
24 horas apdés o tratamento, com a
substancia quimica em teste e a irradiacao
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Diretrizes OECD para testeDe substancias quimicas - 432
Teste de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU

O NR é um corante catidonico fraco que penetra
rapidamente nas membranas celulares por nao
difusdo, acumulando-se intracelularmente nos
lisossomos. Alteracdes da superficie celular da
membrana lisossomal sensivel levam a fragilidade
lisossomal e a outras alteragdes que gradualmente se
tornam irreversiveis. Tais mudancas, provocadas pela
acao de xenobidticos, resultam em menores
absorcao e ligacao de NR. Assim, fica possivel
distinguir entre células viaveis, danificadas ou mortas
— que é a base deste teste.

o
COMPACT BIOLOGIC 125

ABD)
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IV - Para avaliacao da absor¢ao cutanea:
Meétodo OECD DT 428 - Absorcao Cutanea método in vitro.
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 428
Absor¢ao cutanea: método in vitro

Step 1: Equilibriation of the culture with receptor fluid

A diretriz OECD 428 apresenta principios | B
- g ~ . ~ Step 2: Application of the contaminant onto the stratum corneum
gerais para medir a absorcao e a difusao |
N I . 3D-human
cutaneas de uma substancia de teste, usando skin culture  Contaminant
uma amostra de tecido cutaneo. A pele de -
muitas espécies de mamiferos, incluindo " insert
humanos, pode ser usada. As propriedades Receptor fluid S
. o . controlled by a— bt NPT, VTS e— Culture
de permeabilidade da pele sao mantidas peristaltic pump cell
apos a bidpsia do corpo, porque a principal
barreira de difusao é o stratum corneum Step 3: receptor fluid is collected (and replaced) at fixed time
s ~ . s points.
(extrato cdrneo) ndo vidvel; o transporte [
ativo de substancias quimicas através da pele ‘ -
Step 4: At the end of exposure experiment (up to 24 hours),

a in d an 5 (@) f0| |d ent |f| Cca d 0. the stratum corneum is washed thoroughly, all the receptor
fluid is collected and the cell culture is stored at -80°C

until analysis.

ABD)
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 428
Absor¢ao cutanea: método in vitro

Foum PRINCIPIOS DO TESTE
Exemplo de um design tipico de uma célula de difusao estatica para estudos de A substancia de teste, que pode ser
AbsOrGao pereutanea i viro identificada a partir de um radioisdtopo, é
LT T _, aplicada a amostra de pele, separando as
duas camaras de célula de difusao. A

voldtais)

BT ,_,. I substancia quimica permanece na pele por

Prcsesago et s o aiods tempo especifico, sob condicdes restritas,

ST ““'w""’:“wm”f‘w antes da remocao por procedimento de

L
substitulo ou fragoo

T I c— limpeza apropriado. O fluido receptor é
Lduﬁ;mm"mlnamamnaﬂﬂ "G analisado por amOStraS’ em perllOdOS ao

Pars o g e RS longo do experimento, e analisado para o
teste de substancias quimicas e/ou
metabadlitos.

| Membrana de pele (254 cm?)

ABD)
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V - Para avaliacao de toxicidade aguda:

Método OECD DT 129 - Documento de orientacao sobre o uso de ensaios de citotoxicidade
para estimar as doses iniciais para testes de toxicidade sistémica oral aguda

Método OECD DT 420 - Toxicidade oral aguda — procedimento de dose fixa

Método OECD DT 423 - Toxicidade oral aguda — método de classe de toxicidade aguda

Método OECD DT 425 - Toxicidade oral aguda — protocolo “up-and-down”
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 129
Documento de orientacao sobre o uso de ensaios de citotoxicidade para estimar
as doses iniciais para testes de toxicidade sistémica oral aguda

O conceito de utilizacao de dados de citotoxicidade in vitro, para determinar as doses
iniciais para testes de toxicidade oral aguda em roedores, foi discutido e avaliado no
Workshop Internacional sobre Métodos In Vitro para Avaliacao da Toxicidade Sistémica
Aguda, realizado em 2000 (ICCVAM, 2001a). A abordagem envolve a utilizacdo de um valor
de IC50 de um teste de citotoxicidade basal in vitro com a regressao do Registro de
Citotoxicidade (RC) para prever um valor de DL50 para utilizacado como uma dose inicial
para o método de Classe Toxica Aguda (ATC) ou para o procedimento de teste Up-and-
Down (UDP) (Spielmann et al.,, 1999). Simulacdes mostraram que o uso de ensaios de

citotoxicidade in vitro, para estimar um DL50 para uso como uma dose inicial no UDP,

poderia reduzir potencialmente o uso de animais em 25-40%.

ABDJ
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 129
Documento de orientacao sobre o uso de ensaios de citotoxicidade para estimar
as doses iniciais para testes de toxicidade sistémica oral aguda

O procedimento de ensaio de citotoxicidade
basal in vitro da NRU (Neutral Red Unit)
baseia-se na capacidade das células viaveis
em incorporar e ligar-se ao vermelho
neutro (VN), um corante supravital
(Borenfreund e Puerner, 1985). O VN é um
corantecationico fraco, que se difunde
rapidamente, através da membrana
plasmatica, e se concentra nos lisossomos,
onde se liga eletrostaticamente a matriz
lisossomal anionica.

X
>
=
L
X
=
0
3

Log Concentration (uM)

Figure: (a) Dose-response curve of HepG2
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 129
Documento de orientacao sobre o uso de ensaios de citotoxicidade para estimar
as doses iniciais para testes de toxicidade sistémica oral aguda

e ————————— e — ————————— ———————

92990800
,i‘éoxopozi;@:, Substancias toxicas podem alterar a

:X.U::‘:l: superficie celular ou a membrana
lisossomica para causar fragilidade
lisossomal e outras alteracoes
adversas que, gradualmente, se
tornam irreversiveis. Tais alteracoes
adversas provocam a morte celular

"F

Ketoprofens -UV

I A

! ‘..‘""’*"“] e e/ou a inibicido do crescimento
900000 | @ celular, que diminuem a quantidade
de VN retida pela cultura.

Ketoprofene OtJV ABD}‘
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Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas — 129
Documento de orienta¢ao sobre o uso de ensaios de citotoxicidade para estimar
as doses iniciais para testes de toxicidade sistémica oral aguda

A dose inicial in vivo é um valor estimado de

DL.,, calculado inserindo-se o valor de IC, in
vitro numa formula de regressao derivada de
282 substancias, para as quais existem valores
histéricos de DL., orais de camundongos e
valores IC., in vitro do RC (ICCVAM, 2006a).

Para as 72 substancias quimicas testadas no
estudo de validacao de citotoxicidade basal in

vitro do NICEATM/ECVAM, a
reprodutibilidade interlaboratorial da IC,
medida pelo coeficiente de variacao médio
(CV), foi de 47%, para o ensaio 3T3 NRU, e
8%, para o NHK ensaio NRU.




Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 420
Toxicidade oral aguda — procedimento de dose fixa

Meétodos tradicionais para avaliar toxicidade

aguda usam a morte de animais como ponto de

térmio. Em 1984, uma nova abordagem para

testes de toxicidade aguda foi sugerida pela

Sociedade Britdnica de Toxicologia, baseada na @&

administracao em uma série de niveis de dose
fixa. A abordagem evitava a morte de animais,

como ponto final do teste se baseava nas
observacoes de sinais claros de toxicidade em um ATIED

dos varios niveis de dose fixa. O procedimento foi

adotado pelo Conselho como Diretriz de Teste

em 1992, seguindo os estudos de validacao in

vivo — britanicos e internacionais.




Diretrizes OECD para teste de substancias quimicas - 420
Toxicidade oral aguda — procedimento de dose fixa

Anexo 2: Huxograma para o estudo observacional P ri N C|,p | 0OS d (0) te Ste
Lw““‘ﬂ Grupos de animais de um mesmo sexo sdo
1 anima 1 animal 1 animal 1 animal teStadOS em Um procedimento paSSO a paSSO,

Empg'kp EDmgkp 30 IJ"lgkg 2 000mg/kg*

TQ ?T@ @@f @@ usando as doses fixas de 5, 50, 300 e

2.000mg/kg (excepcionalmente, uma dose fixa

.mr;-;nra1 do GHS*

sk 0 30 a0 2000 2000 adicional de 5.000mg/kg pode ser considerada —
DWJ veja paragrafo 19). A dose inicial é selecionada

| sima twma || tanma | s baseada em um estudo observacional para

Empg'kp EDmgkp 30 IJ"lgkg 2 D0Ompfkg

OO | PO® | ® OO produzir alguns sinais de toxicidade, sem causar
;L,;gg;ac;mm efeitos toxicos severos ou mortalidade. Sinais

sk 0 30 a0 2000 2000 clinicos e condi¢cdes associadas a dor, ao
et (D) wthore (B) = Tovitervtere (T = Semoii sofrimento e a morte iminente sao descritos em
reeitr (D) s s e e e et 4 ke detalhes em um Documento de Orientacao

OECD em separado
, | - | | | ABD)
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Diretrizes OECD para Testes de Substancias Quimicas - 423
Toxicidade oral aguda — método de classe de toxicidade aguda

O meétodo de classe de toxicidade aguda,
estabelecido  nesta  diretriz;, €é um
procedimento passo a passo, com o uso de
trés animais de um mesmo sexo por passo.
Dependendo da mortalidade e/ou do estado
terminal desses animais, em média 2-4
passos podem ser necessarios para permitir
o melhor julgamento da toxicidade aguda da
substancia teste. Esse procedimento é
reproduzivel, usa poucos animais e é capaz , | 1
de ranquear substancias de maneira similara &L s Jo] » [ w0 o [em[um]| am

¢ e, la an ik ado uaados, do meamo 2o (gealment o Meneas

de outros meétodos de testes de toxicidade - 9,133 oo doanimalc morbundos ou mios o poseo e e

Anexe 2a: FROCEMMENTO DE TESTE COM DOSE MICIAL DE Smg'kyg DE PESD CORPORAL

ABD)
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Diretrizes OECD para Testes de Substancias Quimicas - 425
Toxicidade oral aguda — protocolo “up-and-down”

O método permite estimativa de uma DL50
com intervalo de confianca e o resultado
permite que a substancia seja ranqueada e
classificada de acordo com o Sistema Global
de Harmonizacao (GHS ou Global
Harmonized System) para a classificacao de
substancias quimicas que causam toxicidade
aguda.

Quando nao houver informacao disponivel
para fazer uma estimativa preliminar da DL50
e da inclinacao da curva dose-resposta, os
resultados de simulacdes de computador
tém sugerido que comecar perto de
175mg/kg e usar meio-log para diluicao.

Acute Toxicity Hazard
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Diretrizes OECD para Testes de Substancias Quimicas - 425
Toxicidade oral aguda — protocolo “up-and-down”

O teste principal consiste em uma uUnica progressao
de dose ordenada na qual os animais sao dosados,
um de cada vez, em intervalo minimo de 48 horas. O
primeiro animal recebe uma dose abaixo do nivel
mais alto e estimado da DL.,. Se o animal sobreviver,
a dose para o proximo animal € aumentada em [um
fator de] 3,2 vezes a dose original; se morrer, a dose
para o proximo animal é diminuida em uma
progressao de dose similar. Cada animal deve ser
observado cuidadosamente por até 48 horas antes
de se decidir se deve dosar o proximo animal e em
qual dosagem.

ABD)
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VI - Para avaliacao de genotoxicidade
Método OECD DT 487 - Teste de micronucleos em células de mamiferos in vitro
VIl — Para Avaliacao de toxicidade reprodutiva:

Método OECD DT 421 - Teste de triagem de reproducao/desenvolvimento de
toxicidade

Método OECD DT 422 - Estudo combinado de toxicidade de dose repetida com o teste
de triagem para reproducao/toxicidade no desenvolvimento
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Diretrizes OECD para Testes de Substancias Quimicas - 487
Teste de micronucleos em células de mamifero in vitro

O teste do micronucleo in vitro (MNvit) € um
teste de genotoxicidade para a deteccao de
micronucleos (MN) no citoplasma de células
em interfase. Os micronucleos podem se
originar de fragmentos cromossémicos

acéntricos (isto €, sem um centromero) ou
de cromossomos inteiros que sao incapazes
de migrar para os polos durante o estagio de
anafase da divisao celular.

https://micro.magnet.fsu.edu/cells/microtubules/microtubules.html

Animal Cell Micrograph . V:

Microtubule
Network

Polar microtubules

Microtubule organizing
center (MTOC)

Astral microtubules

Kinetochore microtubul
Kinetochore (K-fibers)

https://en.wikipedia.org/wiki/Microtubule#/media/File:Spindle_apparatus.svg ABD}‘
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Diretrizes OECD para Testes de Substancias Quimicas - 487
Teste de micronucleos em células de mamifero in vitro

Tabela 2. Tratamento celular e periodos de coleta para o MNvit teste

Tratar por 3-6 horas na presenga de 59; remova o

Culturas de células de origem humana ou de + O Tatamentobrave | - .0 Melo de fratamento; adicione meo fresco &

cytoB; coleta 1.5 - 2.0 comprimentos normais do

outros mamiferos sao expostas a substancia i ciclo celular pds o inicio do tratamenta,
nidcitos, células T — . _

/. B ratar por 3-6 horas; remover o meio de fratamento;

quimiCa em eStUdO, com e sem uma fonte Ll adicione meio fresco e cytoB; coleta 1.5 - 2.0

linhagens celulares | - 59 Tratamento breve . . : -
comprimentos normais do ciclo celular apos o

exogena de ativacao metabdlica, a menos tratadas com cyloB inicio do lratamento.
que sejam utilizadas células com capacidade Trate por 1,5 a 2 comprimentos normais de ciclo

L. - 59 Tratamento prolongado | celular na presenga de cytoB; coleta no final do
metabolica adequada. periodo de tratamento.

Linhas celulares fratadas sem cytoB (ldénticas aos esquemas de tratamento descritos acima, com a excegao
de que nenhum cytoB é adicionado)

ABD)
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Diretrizes OECD para Testes de Substancias Quimicas - 421
Teste de triagem de reproducao / desenvolvimento de toxicidade

A substancia quimica de teste € administrada
em doses graduadas a varios grupos de machos
e fémeas.

Os machos devem ser testados por, no minimo,
quatro semanas e até o dia anterior ao
sacrificio programado (minimo de duas
semanas antes do acasalamento, durante o
periodo de acasalamento e, aproximadamente,
duas semanas apods o acasalamento). Tendo em
conta o periodo curto de tratamento pré-
acasalamento em machos, a fertilidade pode
nao ser um indicador especifico sensivel da
toxicidade testicular.

o "‘R‘“c@a
CION. %

Portanto, um exame histolégico detalhado dos
testiculos é essencial. A combinacdao de um
periodo de dosagem pré-acasalamento de
duas semanas e subsequentes observacoes de
acasalamento/fertilidade com um periodo de
dosagem global de, pelo menos, quatro
semanas, seguida de histopatologia detalhada
das gbnadas masculinas, €& considerada
suficiente para permitir a deteccao da maioria
dos efeitos sobre fertilidade masculina e
espermatogénese.
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Diretrizes OECD para Testes de Substancias Quimicas - 421
Teste de triagem de reproducao / desenvolvimento de toxicidade

As fémeas devem ser testadas durante todo o
estudo. Isso inclui duas semanas antes do
acasalamento (com o objetivo de cobrir, pelo
menos, dois cios completos), o tempo variavel
até a concepcao, a duracao da gestacao e, no
minimo, treze dias apds o parto, até, inclusive,
o dia anterior ao sacrificio programada..

http://palmerlab.org/laboratory-rat-breast-cancer-research-2/

Métodos Alternativos ao uso de Animais em Pesquisa Reconhecidos no Brasil



http://palmerlab.org/laboratory-rat-breast-cancer-research-2/

Diretriz da OECD para teste de substancias quimicas - 422
Estudo combinado de toxicidade de dose repetida com o teste
de triagem para reproducao/ toxicidade no desenvolvimento

Na avaliacao e estudo das caracteristicas toxicas de uma substancia quimica de teste, a
determinacao da toxicidade por via oral com doses repetidas pode ser realizada apds a
informacao inicial sobre a toxicidade, obtida por testes agudos.

Este estudo fornece informacdes sobre os possiveis riscos a saude, que possam surgir da

exposicao repetida durante um periodo de tempo relativamente limitado. O método

compreende o estudo basico de toxicidade de dose repetida, que pode ser usado para
substancias quimicas, nos quais 90 dias de estudo ndo sao garantidos (quando o volume de
producao nao excede certos limites) ou como um estudo preliminar para um estudo de

longo prazo.
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