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1. ESCOPO

Este Guia fornece orientacdes sobre a avaliacdo conduzida pela Anvisa acerca do
potencial mutagénico dos ingredientes ativos (IA) de agrotéxicos, bem como dos produtos
técnicos e formulados. O objetivo deste Guia € indicar os principios fundamentais dessa
avaliacdo e detalhar os principais estudos experimentais in vitro e in vivo considerados
relevantes na identificacdo de mutacbes génicas e aberracdes cromossdmicas, a fim de
melhor caracterizar esse desfecho toxicologico. Dessa forma, a Anvisa d& transparéncia
guanto a parametros importantes na apresentacdo desses estudos, quais sejam: qualidade
da descricao do estudo, desenho experimental (nUmero de organismos-teste, doses, controle
negativo e positivo, avaliacdo cega, periodo de exposi¢cdo, desfechos avaliados, dentre
outros), uso de dados fornecidos por abordagens nao-animais, condugdo do estudo
(solubilidade, pH, osmolaridade, citotoxicidade) e adequada analise e interpretacdo dos
resultados. E, por fim, esclarece a adogcao de uma analise baseada no peso da evidéncia
(Weight of Evidence — WOE), efetuada com base em critérios também adotados por diversas
autoridades regulatérias internacionais, para fins de tomada de decisao.

Na reanalise de ingredientes ativos de agrotoxicos, sdo considerados os dados e
evidencias disponiveis, ndo sendo mandatoria a observagdo de outros dados como pré-
requisito para a tomada de decisao regulatéria. Embora este guia busque detalhar a avaliagdo
e uso da maior parte das evidéncias que podem estar disponiveis, considera-se que a tomada
da decisao regulatéria independe da disponibilizacdo de mais dados, sendo possivel alcanca-
la com a informac&o existente no momento da avaliag&o.

E importante ressaltar que as orientagdes fornecidas no referido guia se limitam as
etapas necessarias para identificagé@o e caracteriza¢éo do perigo, ndo abrangendo as demais

etapas de avaliacdo do risco para os seres humanos.

2. INTRODUCAO

AlteracOes genéticas em células germinativas e sométicas estdo associadas a graves
efeitos na salde humana, que podem se manifestar muito tempo apés a exposi¢do. Ainda, 0s
efeitos deletérios podem ser originados de dano ao DNA em uma Unica célula a baixa
exposicao e, ao invés de destruir essa célula atingida, a alteragdo genética pode ser capaz
de gerar um fenétipo que ndo apenas persiste, mas que pode ser amplificado a medida que
as células se dividem. As muta¢cBes em células germinativas sdo aquelas que ocorrem nos
ovulos ou espermatozoides (células germinativas) e, portanto, podem ser transmitidas aos
descendentes. Elas podem levar a abortos espontaneos, infertilidade, malformac6es ou danos
herdaveis pelas geracfes subsequentes, resultando em doencas genéticas. Ja as mutacdes
somaticas ocorrem em células diferentes das células germinativas e ndo podem ser
transmitidas a proxima geracéo. Esse tipo de mutacdo pode causar cancer, caso ocorra em
proto-oncogenes, genes supressores de tumor ou em genes de reparo de danos ao DNA. Por
essa razdao, evidéncias de atividade mutagénica — avaliadas a partir da abordagem do WOoE,
conforme sera aprofundado no item 5 deste guia — podem ser indicativas de um potencial
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carcinogénico associado a substancia em estudo. O acumulo de danos ao DNA em células

somaticas também pode estar associado ao desenvolvimento de vérias outras doencas
genéticas e tem sido relacionado a condicdes degenerativas, como: aceleragcdo do
envelhecimento, disfuncdo imune, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (OECD,
2016).

E importante destacar, a fim de se obter uma maior compreensido da legislac&o
brasileira, as diferencas entre efeitos mutagénicos e genotoxicos. A mutagenicidade resulta em
eventos que alteram o DNA efou 0 nimero ou estrutura cromossdmica, 0S quais sao irreversiveis e,
portanto, capazes de serem transmitidos para geragdes celulares subseguentes, se hao forem letais para
a célula em que ocorrem; ou para a prole, caso ocorram em células germinativas. Ou seja, incluem-se
no conceito de mutagdes: 1) alteracdes num Unico par de bases; em genes parciais, Unicos
ou multiplos; ou em cromossomos; 2) quebras nos cromossomos que resultam em delecgéo,
duplicacdo ou rearranjo estavel (transmissivel) de segmentos cromossdmicos; 3) uma
alteracdo (ganho ou perda) no nimero de cromossomos (isto é, aneuploidia), resultando em
células que ndo possuem um mudltiplo exato do numero haploide; e, 4) alteracdes no DNA
resultantes da recombinacdo mitética. Os resultados positivos nos testes de mutagenicidade
podem ser causados por compostos quimicos que ndo atuam diretamente no DNA, como
ocorre com a aneuploidia causada por inibidores da topoisomerase ou com mutacdes génicas
causadas pela inibigdo metabdlica da sintese de nucleotideos (OECD, 2016).

Genotoxicidade, por sua vez, € um termo mais amplo, no qual esta incluso a
mutagenicidade acima descrita, mas também outros danos ao DNA — os quais podem ser
mutagénicos, mas também podem ser revertidos pela reparacdo do DNA ou outros processos
celulares. Portanto, efeitos genotéxicos podem ou ndo resultar em alteragbes permanentes
na estrutura ou informacdo contida em uma célula sobrevivente ou em sua progénie.
Consequentemente, os ensaios de genotoxicidade incluem aqueles que avaliam danos
induzidos ao DNA (mas ndo evidéncias diretas de mutacéo), por meio de desfechos como
sintese nao programada de DNA, quebras de fita de DNA (por exemplo, ensaio cometa) e
formacao de adutos de DNA, ou seja, ensaios de danos primarios ao DNA (OECD, 2016).

Ou seja, enquanto os ensaios de genotoxicidade sdo capazes de mensurar eventos
gue nado sao, necessariamente, transmissiveis de célula a célula ou de geracao a geracéo e
podem ser transitrios ou resultar em morte celular; os de mutagenicidade, por outro lado,
mensuram eventos persistentes que ndo podem ser reparados (USEPA, 2012). Por essa
razdo, apenas os resultados provenientes de estudos destinados a avaliacdo do potencial
mutagénico das substancias — detalhados nos itens posteriores, sdo utilizados para a
classificacdo quanto a mutagenicidade. Os estudos de genotoxicidade auxiliam no
entendimento dos efeitos adversos, mas ndo sdo suficientes para determinar efeitos
hereditarios (Dearfield et al., 2002). Nesse contexto, embora os efeitos genotdxicos possam
ser valiosos na interpretacdo dos resultados de ensaios de mutagenicidade, eles séo
considerados como dados suplementares (FAO/WHO, 2020).

Com relacéo aos dados obtidos em humanos, para serem incluidos na analise do WoE,
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os estudos epidemiolégicos devem ter seu desenho experimental criticamente avaliado
guanto aos seguintes fatores: adequabilidade dos controles ou grupos de comparacao
usados, qualidade das avaliagcbes de exposicao, possibilidade de coexposicdes, presenca de
vieses e fatores de confundimento (ECHA, 2017). Tendo em vista que a mutagenicidade
consiste em um mecanismo associado aos desfechos de carcinogenicidade e toxicidade
reprodutiva, recomenda-se a consulta aos guias especificos para avaliacdo toxicologica
desses desfechos, a fim de se obter um maior detalhamento da avaliacdo de estudos

epidemioldgicos como parte do WoE.

3. BASE LEGAL

O arcaboucgo legal que embasa as consideragfes aqui apresentadas sdo: a Lei n®
14.785, de 27 de dezembro de 2023; a RDC n° 294, de 29 de julho de 2019; a RDC n° 296, de
29 de julho de 2019; e a RDC n° 221, de 28 de marco de 2018.

A Lei n°® 14.785, de 2023 revogou a Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989. Entre as
alteracdes legais destaca-se a proibicdo do registro de agrotoxicos, de produtos de controle
ambiental e afins que apresentem risco inaceitavel para os seres humanos ou para 0 meio
ambiente, por permanecerem inseguros, mesmo com a implementacdo das medidas de
gestdo de risco. Adicionalmente, o termo reavaliacdo € substituido por reandlise em
adequacédo ao disposto na nova Lei.

A RDC n° 294, de 29 de julho de 2019, em seu Art. 27, esclarece o conceito de
mutagenicidade e, com base no Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e
Rotulagem de Produtos Quimicos — GHS, considera um produto mutagénico quando causa
mutac¢des em células germinativas de seres humanos ou quando ha evidéncias suficientes,
com base no peso da evidéncia, sobre o potencial mutagénico do produto, a partir das quais
se presume que tal produto causa muta¢cdes em células germinativas de seres humanos.
Ainda, um produto mutagénico em células somaticas é considerado mutagénico em células
germinativas, a ndo ser que exista evidéncia suficiente demonstrando que ele ndo induz
mutacao em células germinativas de mamiferos. Essa resolu¢do também detalha os estudos
a serem apresentados nas analises de produto técnico (item 8, Secéo 2 do Anexo ), produto
formulado (item 7, Secdo 1 do Anexo Il) e produto técnico equivalente (Secéo 2 do Anexo ).

Para produtos técnicos, devem ser apresentados estudo de mutacdo génica em
células bacterianas, estudo de mutacdo génica in vitro em células de mamiferos, estudo de
dano cromossdmico in vitro em células de mamiferos e in vivo em células somaticas. N&ao é
necessaria a apresentacdo de estudos adicionais quando os resultados de todos esses
estudos forem negativos. Adicionalmente, devera ser conduzido um estudo para investigar a
indugdo de mutacao génica in vivo, quando qualquer um dos estudos in vitro de mutagao
génica apresentar resultado positivo ou equivoco.

Para produtos formulados, sempre devem ser entregues estudo de mutacéo génica em
células bacterianas e estudo de dano cromossoémico in vitro em células de mamiferos. N&o

€ necessaria a apresentacao de estudos adicionais quando os resultados desses dois estudos
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forem negativos. Entretanto, quando o estudo de mutacdo génica em células bacterianas

apresentar resultado positivo ou equivoco (interpretado como igualmente provavel de que seja
positivo ou negativo), deveréa ser conduzido um estudo adicional para investigar a inducéo de
mutacao génica in vivo. Similarmente, quanto a investigacao do desfecho de dano cromossémico,
deverd ser conduzido um estudo adicional para investigar danos cromossémicos in vivo
guando o estudo in vitro de dano cromoss6mico apresentar resultado positivo ou equivoco.
Um maior aprofundamento dos critérios adotados para considerar um resultado como positivo,
negativo ou equivoco pode ser verificado no item 7, especificamente nos subitens que
abordam a andlise e interpretacéo dos resultados de cada estudo individualmente.

Quando qualquer um dos estudos in vivo usando células somaticas apresentar
resultado positivo, serd considerado que os produtos técnicos e formulados também sao
potenciais mutagenos de células germinativas. Entretanto, estudos de mutagenicidade em
células germinativas poderédo ser conduzidos para demonstrar se 0 mutageno em células
somaticas é ou ndo um mutageno em células germinativas.

Essa abordagem para a entrega de estudos destinados a avaliagdo do potencial
mutagénico esta alinhada a estratégia utilizada por outras agéncias regulatorias internacionais,
com base no WoE. Assim, é dado maior peso aos estudos in vivo, que necessariamente
devem ser avaliados quando os estudos in vitro sao positivos ou equivocos. Caso a substancia
cause mutagdo somatica, adicionalmente deve-se apresentar estudo em células germinativas.
Na auséncia deste, a substancia serd considerada também mutagénica em células
germinativas, a menos que existam evidéncias de que as gbnadas ndo séo alcangadas pela
substancia teste. Ou seja, estudos de mutagenicidade em células germinativas podem ser
conduzidos para demonstrar se 0 mutageno em células sométicas € ou ndo um mutageno em
células germinativas. Porém, ndo sédo necessarios estudos adicionais em células germinativas
guando todos os estudos de mutagenicidade apresentarem resultados negativos, a menos que
exista evidéncia de que a substancia teste possa alcancgar as células germinativas e causar
alteracdes nas gbnadas ou células germinativas.

Além disso, a RDC n° 294/2019 estabelece a classificagdo toxicolégica dos
ingredientes ativos de agrotéxicos, em funcdo da mutagenicidade, nas Categorias 1A, 1B ou
2 (Secao 4 do Anexo 1V), de acordo com a avaliacdo baseada no WoE. Essa classificacdo esta
detalhada no Quadro 1. Os produtos que ndo se enquadram em nenhuma dessas categorias

nao sao classificados quanto a mutagenicidade.

Quadro 1. Classificacéo toxicol6gica em funcéo da mutagenicidade.

CATEGORIAS CRITERIOS

Categoria 1A

Produto conhecido por induzir Essa classificacdo é baseada em evidéncia positiva a partir
mutacbes em células germinativas de de estudos epidemiolégicos com seres humanos.
seres humanos.
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Essa classificacéo é baseada em:

Categoria 1B

Produto que presumidamente induz ©

mutacbes em células germinativas de
seres humanos.

a.

resultados positivos em estudos que mostram efeitos
mutagénicos em células germinativas de seres
humanos, sem a demonstracdo de transmissdo a
progénie; ou

resultados positivos de estudos de mutagenicidade in
vivo em células germinativas de mamiferos; ou
resultados positivos de estudos de mutagenicidade in
vivo em células somaticas de mamiferos, em
combinagdo com evidéncia de que a substancia tem o
potencial de causar mutagfes em células germinativas;
ou

resultados positivos de estudos de mutagenicidade in
vivo em células sométicas de mamiferos, na auséncia
de estudo de mutagenicidade in vivo em células
germinativas.

Essa classificacédo é baseada em:

Categoria 2

Produto que mostra indicacdo de
causar efeitos genotdxicos, mas sem
evidéncia de causar mutagenicidade
em células germinativas.

a.

resultados positivos de estudos de mutagenicidade in
vivo em células sométicas de mamiferos, em
combinagdo com resultados negativos de estudos de
mutagenicidade em células germinativas in vivo; ou
resultados positivos de estudos de genotoxicidade ndo
mutagénicos in vivo em células somaticas que sdo
suportados por resultados positivos de estudos de
mutagenicidade in vitro; ou

resultados positivos em estudos in vitro de
mutagenicidade em células de mamiferos em
combinagcdo com evidéncia de relagdo estrutura-
atividade da substancia-teste com mutédgenos
conhecidos em células germinativas.

Adicionalmente, a RDC n° 296/2019 estabelece os dados de rotulagem —

pictograma GHS, palavra de adverténcia e frase de perigo — de acordo com a

mutagenicidade, conforme detalhado no Quadro 2.

Quadro 2. Classificacdo e dados de rotulagem em fun¢é@o da mutagenicidade.

ROTULAGEM

CLASSIFICACAO

CATEGORIA Pictograma GHS

CATEGORIAS
1A E 1B

CATEGORIA 2

Palavra de

adverténcia Frase de Perigo

Pode provocar defeitos genéticos
(indicar a via de exposigéo, se for
Perigo conclusivamente comprovado que
nenhuma outra via de exposicao
provoca o dano).

Suspeito de provocar defeitos

genéticos (descrever a via de
Atencao exposicao, se for conclusivamente
comprovado que nenhuma outra via

de exposi¢ao provoca o dano).
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4, AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DE AGROTOXICOS POR
AUTORIDADES REGULATORIAS INTERNACIONAIS

As agéncias reguladoras historicamente tém utilizado as informacbes de
genotoxicidade, como parte da avaliacdo do WoE, para se concluir guanto ao Modo de
Acédo (Mode of Action - MoA) e ao potencial carcinogénico de substancias quimicas. As
informac0es referentes a mutagenicidade em células germinativas e somaticas também
sdo importantes na avaliacdo de outros efeitos adversos, especialmente aqueles
relacionados ao desenvolvimento embriofetal (FAO/WHO, 2020).

Embora seja a mutagenicidade um potencial evento-chave de um MoA
relacionado a outros desfechos (cancer ou toxicidade para o desenvolvimento), as
principais agéncias regulatorias, assim como a Anvisa, também consideram as
mutacdes hereditarias um desfecho regulatério em si, pois mutacdes em células
germinativas podem ser herdadas e contribuir para doencas genéticas nas futuras
geracbes (FAO/WHO, 2020). MutacGes em células soméaticas e germinativas sao
causas de varias doencas como cancer, anemia falciforme e doencas neurolégicas
(FAO/WHO, 2020). O banco de dados de mutac6es genéticas humanas (Human Gene
Mutation Database — HGMD®) inclui mais de 300 mil mutacdes e polimorfismos que
causam ou estdo associados a doencas humanas hereditarias (Stenson et al. 2020).

Ainda, cabe ressaltar que a Autoridade Europeia para Seguranga dos Alimentos
(European Food Safety Authorithy - EFSA), a Agéncia de Protegcdo Ambiental
Americana (United States Environmental Protection Agency - USEPA) e a Agéncia
Europeia de Produtos Quimicos (European Chemical Agency - ECHA) estéo
comprometidas com o0s principios internacionalmente reconhecidos dos 3Rs -
substituigdo, reducéo e refinamento dos testes em animais e promovem métodos de
avaliacdo de risco (AR) que minimizam a utilizagdo de animais e buscam abordagens
alternativas sempre que possivel (EC n°® 283/2013; USEPA, 2013).

4.1. AGENCIA DE PROTEQAO AMBIENTAL AMERICANA (USEPA)

Na analise de mutagenicidade conduzida pela USEPA, diferentes fatores séo
considerados para alcancar uma conclusdo sobre o potencial mutagénico das
substancias, tais como: os tipos de desfechos (mutacdo génica e aberracdo
cromossdmica), sensibilidade e valor preditivo dos ensaios, quantidade de ensaios para
caracterizacdo de cada desfecho e consisténcia nos resultados entre os diferentes
ensaios e espécies (USEPA, 1986). A USEPA considera que estudos in vivo tém maior
peso para determinar o potencial mutagénico, pois nos ensaios in vitro ndo se considera
a resposta do organismo ao dano causado pelo agente toxico, ou seja, a sua
capacidade de desintoxicacdo. A USEPA considera ainda que varios ensaios de
genotoxicidade apenas detectam efeitos que podem ser reparados no organismo e,
consequentemente, podem nao acarretar danos hereditarios. Por essa razdo, assim

como efetuado pela Anvisa, estudos de genotoxicidade isoladamente nao sado 10
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considerados suficientes na anélise do WoE, para se alcangar uma conclusdo sobre o
potencial mutagénico de substancias.

4.2. AUTORIDADE EUROPEIA PARA SEGURANCA ALIMENTAR (EFSA)

A EFSA também baseia suas andlises em ensaios que avaliem desfechos
relacionados a mutagenicidade (aberracéo estrutural, aberragdo numérica e mutacdes
pontuais). Inicialmente, séo requeridos ensaios in vitro e, havendo resultados positivos,
equivocos ou inconclusivos, pode ser necessaria a realizagcdo de ensaios in vivo, 0s
guais devem avaliar os mesmos desfechos dos ensaios in vitro, a fim de confirmar a
mutagenicidade da substancia. Entretanto, nessa etapa, alguns ensaios de
genotoxicidade podem ser aceitos — ensaio cometa e de sintese ndo programada de
DNA — pois séo considerados suficientes para comprovar os resultados obtidos in vitro.
Vale ressaltar que o ensaio de sintese nao programada de DNA é limitado, pois se aplica
a substancias com efeitos genotéxicos especificos no figado, além de ser pouco pratico
e possuir sensibilidade questionavel (EFSA, 2011). Ou seja, a agéncia europeia ndo
recomenda a conducgéo desse tipo de ensaio em avalia¢des futuras, mas somente a
utilizacdo dos dados de estudos existentes em caso de reavaliages (EC n° 440/2008),
sendo a confiabilidade e significAncia desses resultados cuidadosamente avaliadas
seguindo a abordagem de WoE, antes de considerar a solicitagdo de testes in vivo
adicionais (Hardy et al., 2017).

Com relacdo a classificacdo do perigo das substancias quanto a
mutagenicidade, a Unido Europeia adotou, na normativa EC n° 1107/2009, a
classificacdo do GHS (EU, 2019). Ainda, a EFSA possui restricdo quanto a aprovacao
de ingredientes ativos de agrotéxicos mutagénicos. Isto €, de acordo com a normativa
europeia (EC n° 1107/2009), é proibida a aprovacdo de substancias que se enquadrem
nesse aspecto toxicoldgico.

Apesar da proibicdo de agrotoxicos mutagénicos na Europa, € necessario o
estabelecimento de tolerancias de importacdo para residuos mesmo quando um
agrotoxico ndo tem o seu uso permitido, conforme regulamentado pela normativa EC n°
396/2005. Assim, embora o0 uso de um agrotoxico mutagénico nao esteja permitido na
Europa, pode ser mandatéria a determinagdo de valores de referéncia toxicolégicos
para uma AR dietético, mesmo que apenas indicativa do risco e ndo necessariamente
conclusiva. A EFSA fornece orientagbes (EC n® 283/2013; EFSA, 2016) sobre a
definicdo de residuos para AR dietético e instrucbes para a identificacdo e
caracterizacdo de perigo para metabdlitos utilizando métodos como (Q)SAR
(Quantitative Structure—Activity Relationship Model - Modelo da Relagdo Quantitativa
Estrutura-Atividade), perfil genotoxico por read-across e agrupamento de metabdlitos.
Ainda, no caso da avaliagdo de residuos/ metabdlitos, ndo sdo necessarios testes
adicionais quando ndo h4 previsdo de genotoxicidade.

5. AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO DE AGROTOXICOS PELA 11
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ANVISA

Na identificagdo e caracterizacdo de perigo relacionado a exposicdo a

agrotoxicos, em geral, dispde-se de uma base de dados bastante heterogénea e,
portanto, de dificil comparacéo. Isso decorre de uma variabilidade quanto a validade e a
precisdo de estudos, quanto as linhas de evidéncias disponiveis (estudos
observacionais em humanos, estudos em animais experimentais, dados in vitro e de
modelos computacionais); e quanto ao delineamento dos estudos em si (espécies,
modelos, desfechos avaliados, vias de exposicdo, regime de doses). Entéo, a fim de se
alcancar uma interpretacdo conjunta das evidéncias obtidas em um mesmo estudo e
entre diferentes estudos, faz- se necesséria a utilizacdo de um processo estruturado
para a integracao de evidéncias — a analise do peso de evidéncia (EFSA, 2017).

A abordagem de WOoE, utilizada pela Anvisa para a avaliacdo do potencial de
mutagenicidade de agrotoxicos, segue o mesmo racional adotado pelas agéncias
americana e europeia. Nesse tipo de abordagem, mesmo estudos considerados de
menor relevancia podem ser incluidos na base de dados para avaliagéo, sendo atribuido
a eles um menor peso diante da disponibilidade de estudos mais robustos. Ou seja,
pode haver elementos de um determinado estudo que dao suporte a outras evidéncias
acerca do potencial mutagénico do composto em questdo. A RDC n° 294/2019 define
peso da evidéncia como a “interpretagdo dos dados toxicolégicos no contexto de todas
as informagdes disponiveis em que sao avaliadas a forca e a qualidade das evidéncias
relacionadas a uma decisdo;” e a forgca da evidéncia é definida como o “grau de
confiabilidade sobre o resultado de um determinado experimento com base em seu nivel
de significancia estatistica e/ou biolégica e em seu delineamento experimental’.

Esse processo ocorre em trés etapas, quais sejam: 1) agrupamento de
evidéncias em linhas de evidéncia de tipo semelhante; 2) atribuicdo de peso as
evidéncias; e 3) integracdo das evidéncias. Além disso, ele se embasa em trés
consideracfes fundamentais — confiabilidade, relevancia e adequabilidade dos dados
disponiveis — a fim de concluir se essas evidéncias combinadas sdo suficientes para
responder a uma dada questdo. Confiabilidade consiste no quéo corretas sédo as
informagBes que compdem uma linha de evidéncia e inclui os critérios de exatiddo (grau
de erro sistematico ou viés) e precisdo (grau de erro aleatério). Relevancia é a
contribuicdo fornecida por determinada linha de evidéncia para responder a uma
pergunta especifica, considerando que as informagBes compreendidas nessas
evidéncias sdo totalmente confiaveis. Isso abrange a relevancia biolégica, como
também a relevancia em relacdo a outras consideracdes, por exemplo temporal,
espacial, quimica, dentre outros. Consisténcia se refere ao grau de compatibilidade
entre as contribuices de diferentes linhas de evidéncia para responder a pergunta
especificada (EFSA, 2017).

Em sua analise do WoE, a Anvisa considera os dados provenientes de todos 0s
estudos disponiveis — tanto regulatérios quanto da literatura cientifica. Cada um deles
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€ avaliado quanto aos seguintes parametros: forca (magnitude) e especificidade da

associacdo observada; consisténcia (reprodutibilidade dos achados); concordancia e
relacdo exposicio-efeito; temporalidade (exposicdo deve ser anterior ao efeito
observado); plausibilidade biol6gica e coeréncia (verificacdo de exposi¢cdo — efeito em
diferentes tipos de evidéncias — in vitro, in vivo em animais e em humanos); selecdo de
eventos-chave ou pardmetros mensuraveis, quando o mecanismo de acéo ou a via do
efeito adverso (MoA/AOP) é conhecido.

Aos dados provenientes de estudos ndo-regulatorios pode-se atribuir grande
peso de evidéncia quando as seguintes condi¢cdes forem atendidas, tais como (ECHA,
2017):

e Adequabilidade para fins de classificagcdo e/ou avaliagédo de risco;

¢ Analise adequada e confidvel dos principais parametros previstos para serem

investigados nas diretrizes correspondentes;

e Periodo de exposicdo a substancia teste de duragcdo compativel ou mais

prolongada do que aquela prevista na metodologia da diretriz
correspondente;

e Apresentacdo de relatorio de estudo adequado e confiavel.

Para a determinacdo do potencial mutagénico, a Anvisa, em alinhamento com
as agéncias europeia e americana, prioriza a andlise de ensaios que determinem
alteracdes hereditarias no DNA capazes de ocasionar o desenvolvimento de doencas,
isto €, desfechos relativos a mutagenicidade, e ndo apenas a genotoxicidade. Enquanto
dados de genotoxicidade podem ajudar na compreensado da via mecanistica associada
ao efeito adverso de uma substancia quimica, o peso deles € menor na avaliagdo do
perigo do que os especificos para mutagenicidade. Apesar disso, 0s ensaios de
genotoxicidade podem ser determinantes para se concluir sobre a mutagenicidade de
uma substancia, quando incluidos na anélise do WoE (USEPA, 2012). Adicionalmente,
sdo recomendadas informacbes de apoio provenientes de estudos in silico e/ou
mecanisticos in vitro, em particular para maior esclarecimento de resultados equivocos,
podendo, a depender do caso especifico, evitar o avango da investigacdo com ensaios
in vivo. Esses testes incluem diretrizes validadas pela OECD ou por outras autoridades
gue tenham similaridade de requisitos regulatérios e validacdo, conforme previsto no
Art. 6° da RDC n° 294/2019.

Nas metodologias de avaliacdo da mutagenicidade adotadas pela USEPA e pela
EFSA, em concordancia com o posicionamento de diferentes especialistas em
genotoxicidade, resta claro que se um ou mais ensaios in vitro sao positivos e nenhum
efeito é detectado in vivo, o risco de genotoxicidade € baixo (Thybaudet et al., 2011). Ou
seja, resultados negativos in vitro usualmente séo indicativos fortes de auséncia de
mutagenicidade. Entretanto, ha excecdes a essa colocacdo e algumas moléculas —
mesmo com resultados negativos in vitro — podem ser mutagénicas. Assim, se houver

indicios de que os mecanismos ou rotas metabodlicas da substéncia ndo podem ser
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avaliados in vitro, pode ser necesséario modificar o sistema metabdlico in vitro utilizado,

por exemplo, com a utilizag@o de linhagens celulares de figado humano ou modelos de
células hepaticas 3D, os quais apresentam metabolismo semelhante ao encontrado em
células hepaticas humanas in vivo; ou, como Uultimo recurso caso estas ndo sejam
abordagens viaveis, € necessério realizar um ensaio in vivo (EFSA, 2012).

Embora muitos testes in vitro sejam rotineiramente utilizados e aceitos pelas
autoridades reguladoras, eles apresentam limitacBes importantes que dificultam a
predicdo do potencial mutagénico ou genotoxico de uma substancia in vivo em
mamiferos, especialmente em humanos. Essas limitacdes incluem: inexisténcia de
ativacdo metabdlica semelhante a humana, auséncia da toxicocinética,
supersensibilidade em relacdo aos testes in vivo, baixa especificidade e uso de culturas
celulares nem sempre relevantes para predicdo da genotoxicidade em 6rgéos-alvos
(Thybaud et al., 2011).

Em geral, as mutagbes podem ser diferenciadas em mutacdes génicas (por
exemplo, mutac¢des pontuais), mutagcdes cromossdmicas estruturais (clastogenicidade)
e mutagdes cromossdmicas numéricas (aneuploidia e poliploidia). A aneuploidia
corresponde & alteragcdo no numero de cromossomos numa célula haploide ou diploide,
nao multiplo do haploide, levando a ganho ou perda de cromossomos ha célula-filha. Ja
a poliploidia corresponde a multiplicagdo de todo o conjunto de cromossomos da célula
(multiplo do haploide). Os dois principais mecanismos de aneugenicidade, isto é,
envolvidos no desfecho de aneuploidia, sdo a ndo-disjungcédo cromossdmica na anafase
e o atraso do arrasto de cromossomos durante a mitose ou a meiose. Ja a poliploidia
resulta de erro mitético, endorreduplicacdo ou fuséo celular (EFSA, 2021).

Diferentes ensaios podem detectar esses diferentes desfechos mutagénicos,
além de efeitos genotodxicos, os quais devem ser considerados na determinagdo do
WOoE. Por exemplo, uma substancia teste que causa apenas mutacdes cromossémicas
pode ser negativa em um teste para deteccdo de mutacdes pontuais. Assim, um
conjunto de dados complexo, com resultados positivos e negativos, ainda pode levar &
classificacdo dependendo da consisténcia dos resultados positivos (ECHA, 2017,
2024).

Conforme descrito acima, é atribuido maior peso aos estudos de mutagéo génica
e cromossdmica do que aos estudos de dano primario ao DNA e aos outros estudos de
genotoxicidade. Ainda, é atribuido maior peso aos estudos in vivo do que aos estudos
in vitro, como também maior peso aos resultados obtidos pela via oral, por ser a mais
representativa da exposicdo humana. Nenhum ensaio € suficiente para avaliar todos 0s
tipos de alteracdes genéticas que podem ocorrer. Por essa razéo, deve-se realizar uma
bateria de ensaios para cobrir 0s principais desfechos genéticos e tomar uma decisédo
regulatéria com base no WoE sobre o potencial mutagénico de uma substancia (OECD,
2016).

E importante esclarecer que a obtencdo de um resultado positivo para
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mutagenicidade em célula somética ou germinativa apds administracao intraperitoneal

(i.p.) indica que a substancia teste tem uma propriedade mutagénica intrinseca; e a
obtencdo de resultados negativos por outras vias de administragdo pode estar
relacionada a fatores que influenciam a distribuigdo/ metabolismo, os quais podem ser
caracteristicos da espécie animal testada. Entdo, ndo se pode excluir a relevancia para
humanos de resultados positivos obtidos em estudos pela via i.p. em roedores. Desse
modo, embora a administracdo i.p. ndo seja, desde 2016, geralmente recomendada para
novos testes (sem justificativa cientifica) por ndo ser uma via de exposicdo humana
esperada, os estudos existentes com essa via devem ser incluidos na andlise (ECHA,
2024).

Nos casos em gue existam dados adicionais de outros testes in vivo com
administracdo oral, cutanea ou inalatoria, sera empregado o WoE para se alcangar uma
concluséo. Por exemplo, se ha, pelo menos, um teste in vivo positivo com aplicagdo i.p.,
associado a, pelo menos, um resultado negativo in vivo efetuado pelas vias oral,
cutanea ou inalatéria, a decisdo quanto a classificacdo pode néo ser trivial. Nesse caso,
pode-se supor que a mutagenicidade / genotoxicidade ocorre somente em um nivel de
dose interna alcangcado apds administracao i.p., € ndo pelas demais vias testadas. No
entanto, também deve-se considerar que, em geral, ndo se pode estabelecer um limiar
para a mutagenicidade, a menos que haja evidéncias especificas da existéncia de tal
limiar (por exemplo, no caso de aneugenicidade). Assim, se a mutagenicidade/
genotoxicidade for exclusivamente demonstrada para a via i.p., isso pode significar que
€ possivel a ocorréncia de efeitos mutagénicos/ genotéxicos também nos testes
conduzidos pelas demais vias, mas estes podem ndao ter sido detectados por estarem
abaixo do limite de detecgéo desses testes (ECHA, 2024).

Todo esse processo deve culminar na classificagdo dos agrotdxicos quanto a
mutagenicidade, conforme os critérios das categorias de classificacéo toxicoldgica da
RDC n° 294/2019, descritas no Quadro 1. Para essa classificacéo, considera-se como
evidéncia do potencial de determinada substancia teste em causar mutagfes em células
germinativas: observacdes de alteracdes nas gdnadas ou nas células germinativas, por
meio de resultados de ensaios genotdxicos, citotéxicos ou de outros efeitos sobre a
reproducdo apOs exposicao aguda, subcrénica ou crbnica, bem como de ensaios de
toxicocinética que mostram as génadas como tecido alvo da substancia avaliada.

Assim, para cada tipo de estudo e cada desfecho genotéxico, é feita uma analise
do WoE separada. Na pratica, ndo é incomum a obtencao de uma evidéncia positiva de
mutagenicidade em apenas um tipo de teste ou para um dado desfecho, conforme
exemplificado anteriormente. Nesses casos, 0s resultados positivos e negativos para
diferentes desfechos ndo séo conflitantes, mas ilustram a vantagem em se utilizar
métodos de ensaio para uma variedade de alteragfes genéticas, de modo a aumentar
a probabilidade de identificacdo de substancias com potencial mutagénico. Portanto, os
resultados de estudos que avaliam diferentes desfechos genotdxicos ndo sado
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combinados em uma andlise geral do WoE, mas sim submetidos a tal analise

separadamente.

Entdo, a analise individual de cada um desses estudos deve concluir pela sua
positividade ou negatividade em relagdo ao potencial mutagénico da substancia testada
na condigcdo experimental avaliada no ensaio. Quando néo for possivel concluir quanto
a positividade ou negatividade dos resultados, considera-se que o resultado é equivoco
(interpretado como igualmente provavel que seja positivo ou negativo). Nos casos em
gue se verifica limitacbes metodoldgicas ou falhas substanciais na descricdo da
metodologia ou dos resultados que podem comprometer a avaliacdo, o estudo deve ser
considerado inconclusivo e ndo deve ser utilizado na avaliacdo do WoE. Nesses casos,
repetir o teste sob as condi¢des corretas pode produzir um resultado claro. Evidéncias
de suporte fornecidas por métodos in silico e estudos mecanisticos e toxicocinéticos in
vitro podem auxiliar no esclarecimento de resultados equivocos por meio da abordagem
de WoE, evitando assim a conducéo de ensaios in vivo adicionais.

De forma mais detalhada, atribui-se, nessa ordem, maior peso aos estudos in vivo
em humanos, estudos in vivo em mamiferos com células germinativas, estudos in vivo
em mamiferos com células somaticas, estudos in vitro em células de mamiferos e de
mutacao reversa em células bacterianas. Os estudos que mostram efeitos genotdxicos
nao mutagénicos podem ser utilizados tanto para corroborar os efeitos observados em
estudos de mutagenicidade, como para aumentar a preocupa¢ao quanto ao potencial
mutagénico da substancia avaliada, e devem ser considerados como parte do WoE para
classificacdo dos agrotoxicos.

Com relagdo ao enquadramento nas categorias de classificagdo detalhadas no
Quadro 1, até o momento, os estudos epidemioldgicos ndo foram capazes de fornecer
evidéncias para classificar uma substancia teste na Categoria 1A. As doencas
hereditarias em humanos, em sua maioria, tém origem desconhecida e apresentam
distribuicdo varidvel em diferentes populagfes. Devido a distribuicdo aleatéria de
mutacdes no genoma, ndo se espera que uma determinada substancia induza um
distarbio genético especifico. Portanto, é improvavel a obtencdo de evidéncias
robustas, a partir de estudos epidemioldgicos, suficientes para embasar a
classificagdo de uma substancia teste na Categoria 1A (ECHA, 2017).

J4 o enquadramento na Categoria 1B pode ser efetuado com base em
resultados positivos de, no minimo, um teste in vivo de mutagenicidade em células
germinativas de mamiferos. Na auséncia desses dados, a classificacdo nessa categoria
requer resultados positivos de um teste in vivo valido de mutagenicidade em células
somaticas em mamiferos, associados a evidéncias experimentais adicionais, as quais
podem incluir a demonstracdo da capacidade da substancia teste, ou de seu (S)
metabdlito (s), de interagir com o material genético das células germinativas. Ou seja,
caso seja comprovada mutagenicidade/ genotoxicidade in vivo e a substancia teste
esteja sistemicamente disponivel, ela deve ser enquadrada na Categoria 1B, uma vez

Avaliacdo do potencial mutagénico de agrotéxicos

Guia n°® 66/2023 — versao 2, de 11/12/2024

16




gue as células germinativas, como a espermatogobnia, geralmente ndo sdo protegidas
da exposicdo a substancia teste pela barreira hemato-testicular (ECHA, 2017).

Por fim, a classificacdo na Categoria 2 pode ser baseada em resultados positivos
de, no minimo, um teste in vivo valido de mutagenicidade em células somaticas de
mamiferos; ou em resultados positivos de, no minimo, um teste in vivo valido de
genotoxicidade de células somaticas de mamiferos, apoiado por resultados positivos de
mutagenicidade in vitro. Resultados in vitro sé podem levar a uma classificacdo na
Categoria 2 quando reforcados por dados de relacdo estrutura-atividade com agentes
mutagénicos de células germinativas conhecidos. Ainda, a classificacdo nessa categoria
também se aplica nos casos em que ha resultados positivos de testes in vivo pela via
IP e h& plausibilidade para os resultados negativos obtidos pelas demais vias de
administracdo (oral, cutdnea e inalatdria). Alguns fatores que influenciam essa
plausibilidade sdo as doses avaliadas nos estudos e os dados de toxicocinética da
substancia teste. Entretanto, como essa andlise serd efetuada caso a caso, pela
abordagem de WoE, também é possivel se concluir pela ndo classificacdo dessa
substéancia teste (ECHA, 2017).

6. uso DE  AVALIACOES DE  AUTORIDADES REGULAT(?RIAS
INTERNACIONAIS COMO PARTE DA AVALIACAO DO PESO DA EVIDENCIA

A partir das analises do item 4 (Avaliacdo do potencial mutagénico de
agrotoxicos por autoridades regulatérias internacionais) e do item 5 (Avaliacdo do
potencial mutagénico de agrotéxicos pela Anvisa), depreende-se que as abordagens
regulatérias utilizadas entre os diferentes paises sdo bastante similares e alinhadas,
levando a andlises sobre o potencial mutagénico bastante semelhantes. Por isso, as
discussfes internacionais ja realizadas séo incluidas na avaliagdo do WoE feita pela
Anvisa.

Nesse contexto, para a avaliacdo do potencial mutagénico dos agrotdxicos, pode-
se iniciar pela comparacdo das conclusbes internacionais e sua adequabilidade ao
contexto regulatério no Brasil, incluindo a analise da USEPA e EFSA, quando
disponiveis, bem como de outras autoridades regulatorias. Havendo suficiente
harmonia entre as discussfes internacionais sobre o0 potencial mutagénico dos
agrotoxicos, concordancia com a avaliacdo do peso da evidéncia realizada no Brasil e
adequabilidade das conclus@es a legislacao brasileira, é aceitavel que as conclusdes
da Anvisa sejam alcangadas somente com base nas discussdes internacionais, isto &,
sem um aprofundamento na andlise dos estudos. Contudo, no caso da existéncia
de discordancias relevantes entre as autoridades internacionais, superficialidade ou
discrepancias no modo de avaliacdo da qualidade dos estudos, diferencas significativas
na quantidade de estudos incluidos nas andlises e existéncia de novas evidéncias,
deve-se realizar andlise mais aprofundada, incluindo detalhamento dos estudos

relevantes para concluséo sobre o peso da evidéncia.
17
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7. ESTRATEGIA INTEGRADA DE TESTES PARA AVALIACAO DA
MUTAGENICIDADE

O principio dessa estratégia integrada consiste na utilizacdo de diferentes
conjuntos de informacdes — incluindo tanto dados né&o-experimentais (abordagens in
silico) quanto dados de ensaios in vitro e in vivo — para uma avaliacdo abrangente do
potencial mutagénico de uma substancia, uma vez gue nao existe um Unico ensaio capaz
de detectar todos os mecanismos genotéxicos (ECHA, 2017).

Conforme ja mencionado nos itens 3 e 5 deste guia, a RDC n° 294/2019 prevé os
ensaios in vitro/ in vivo requeridos para estratégia de avaliacéo toxicolédgica de produtos
técnicos e formulados. Além desses dados, para produtos técnicos equivalentes e para
os IA em reavaliacdo, também sdo incluidos na andlise do WoE os dados n&o-
experimentais aqui discutidos.

Entdo, uma avaliacdo global do potencial mutagénico de uma substancia requer
informacgdes sobre os diferentes desfechos de mutagenicidade (mutagfes génicas, danos
cromossbmicas estruturais e numeéricos). Tais informag6es podem ser obtidas a partir de
dados/ ensaios disponiveis com a substancia em si ou, por vezes, por meio de predi¢cdes
utilizando métodos in silico adequados (por exemplo, abordagem por categorias,
comparacdo por interpolacdo (read-across) ou modelos (quantitativos) da relacdo
estrutura/atividade ((Q)SAR) (ECHA, 2017).

E importante que as informacdes disponiveis sobre as propriedades fisico-
guimicas da substancia teste sejam consideradas para que se elabore uma estratégia de
testes adequada. Essas informac¢des podem impactar tanto na sele¢édo dos sistemas de
teste a serem empregados quanto nas modificagfes dos protocolos de teste utilizados. A
estrutura quimica de uma substancia pode fornecer informagfes para uma avaliagdo
inicial do potencial mutagénico. Os testes in vitro sao particularmente Uteis para
compreender a potencial mutagenicidade de uma substancia e desempenham um papel
importante nesta estratégia de testes. Podem ser necessérios testes em animais para
esclarecer a relevancia dos resultados positivos in vitro e para avaliar vias metabolicas
especificas que ndo podem ser adequadamente simuladas in vitro (ECHA, 2017).

As propriedades toxicocinéticas e toxicodindmicas da substancia teste devem ser
consideradas antes da realizacdo ou avaliacdo de ensaios em animais. A compreensao
destas propriedades possibilita o desenvolvimento de protocolos apropriados para os
ensaios padrdo, especialmente quanto ao(s) tecido(s) a ser(em) investigado(s), a via de

administracdo da substancia e a dose maxima testada (ECHA, 2017).

7.1. ENSAIOS PARA AVALIA(;AO DA MUTAGENICIDADE
7.1.1. Dados ndo-experimentais (métodos in silico)
Essa categoria de dados sobre a mutagenicidade de uma substancia teste pode
ser obtida de diversas formas — a partir da simples andlise da estrutura quimica por meio
de métodos de comparagédo por interpolagéo (read-across), simuladores metabdlicos e 18
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analises (Q)SAR. A utilidade de tais técnicas varia com a quantidade e natureza da
informacéo disponivel, bem como com as questbes regulatérias especificas a serem
consideradas (ECHA, 2017).

Métodos de read-across e agrupamento de substancias podem ser utilizados
para prever as propriedades mutagénicas da substancia teste a partir dos dados ja
disponiveis para substancias analogas. O embasamento cientifico para estabelecer
racionais de agrupamento e casos de read-across é apresentado no Guia da OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development - Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico) sobre agrupamento de compostos
guimicos (OECD, 2014 apud ECHA, 2017).

Os modelos de predicao (Q)SAR também sé&o ferramentas Uteis na avaliagdo de
potenciais efeitos mutagénicos/genotdxicos de substancias teste. Existem centenas de
modelos (Q)SAR disponiveis na literatura, contudo, a qualidade dos relatérios varia de
um modelo para outro e a confiabilidade das predi¢cdes deve ser avaliada caso a caso.
A ferramenta (Q)SAR da OECD (https://gsartoolbox.org/) é um programa gratuito,
desenvolvido pela ECHA e pela OECD, que possibilita uma avaliacdo de perigo
reprodutivel e transparente. Tal ferramenta facilita a aplicacédo pratica de abordagens
de agrupamento e read-across para preencher lacunas de dados, sendo
frequentemente utilizada na avaliagdo da relevancia toxicolégica de metabdlitos e
impurezas de agrotéxicos, bem como para apoiar conclusdes sobre |IA (ECHA, 2017).

As predicOes efetuadas por essa ferramenta abrangem os ensaios de mutacéo
génica in vitro (teste de Ames), de aberracdo cromossdmica in vitro/ in vivo e do teste
de micronucleo. Elas se baseiam na implementagéo de uma série de perfis relacionados
a genotoxicidade e a carcinogenicidade (para avaliar rapidamente as substancias
guanto a mecanismos ou modos de agdo comuns); como também na incorporacao de
numerosas bases de dados com resultados fornecidos por estudos experimentais
(ECHA, 2017).

E importante considerar alguns principios a serem seguidos na avaliagdo de
predi¢cbes (Q)SAR e de resultados baseados em mudltiplas predi¢cdes: 1) a entrada de
dados correta; 2) o ajuste da substancia dentro do dominio de aplicabilidade do modelo;
3) a confiabilidade da predi¢céo; e 4) a adequacao do resultado ao proposito identificado.
Assim, qualquer predicdo obtida por meio de modelos (Q)SAR deve ser avaliada
criticamente antes da sua utilizacdo, sendo importante considerar os pontos fortes e as

limitacdes dos diferentes modelos ao utiliza-los para fins preditivos (OECD, 2023).

7.1.2. Dados experimentais

Nos itens a seguir, serdo descritos 0s ensaios considerados relevantes pela OECD
para a caracterizagdo da mutagenicidade de agrotdxicos, também previstos nos Anexos
| e Il da RDC n° 294/2019 como requisitos para a avaliacao toxicolégica de produtos

técnicos e produtos formulados, respectivamente. Para a andlise desses produtos, 0s 19
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estudos apresentados devem ser conduzidos de acordo com as diretrizes de testes

vigentes publicados pela OECD ou por outras autoridades que tenham similaridade de
requisitos e validagdo, conforme previsto no Art. 8° da RDC n°® 294/2019.

Ja no processo de reavaliacdo de IA de agrotoxicos, nenhum tipo de dado é
considerado pré-requisito para a tomada de decisao regulatoria, sendo possivel alcanca-
la com a informag&o existente no momento da reavaliagdo. Esse conjunto de informagdes
provém: 1) das empresas detentoras de registros de produtos técnicos e formulados a
base do IA em reavaliacdo, as quais sé&o notificadas a protocolar na Anvisa todos os
estudos regulatdrios de mutagenicidade/ genotoxicidade disponiveis; 2) da literatura
cientifica, mediante revisdo sistematica; e 3) dos relatorios das principais agéncias
regularoras internacionais. Ou seja, todos estudos existentes — regulatorios e da literatura
cientifica — quando do inicio da reavaliagdo, sdo avaliados individualmente quanto a
gualidade e a forca, a fim de se verificar a pertinéncia de inclusdo na base de dados,
seguindo a abordagem de WoE ja discutida no item 5. Assim, 0s estudos que possuem
protocolos mais alinhados as Diretrizes da OECD recebem um maior peso na analise da
evidéncia em comparacao aqueles que apresentam muitas divergéncias e/ou limitacoes
metodoldgicas.

Ainda, reitera-se gue outros ensaios que ndo tenham sido aqui descritos, quando
considerados relevantes, poderéo ser incluidos na andlise do WoE, seguindo os mesmos
critérios aqui estabelecidos. No Quadro 3, consta um resumo dos ensaios aprovados pela
OECD indicados neste guia.

Quadro 3: Ensaios regulatérios in vitro e in vivo indicados para a avaliacdo da mutagenicidade.

ENSAIOS DESFECHOS AVALIADOS DIRETRIZ

Teste de mutagéo reversa em Mutac&o génica OECD 471
bactérias (Teste de Ames)

Teste de mutagdo génica em o
células de mamiferos usando os Mutagdo genica OECD 476
genes Hprt ou xprt

_ Teste de mutacdo génicaem  \ytacso génica e aberragdes SEEEl T
IN VITRO [células de mamiferos usando 0 gene cromossdmicas estruturais

Timidina quinase

Teste de aberragdo cromossomica  Aberracéo cromossomica OECD 473
em células de mamiferos! estrutural
Teste de micronucleo em células de Aberra¢des cromossdmicas OECD 487
mamiferos estruturais e numéricas
Teste de micronlcleo em eritrcito  AberragBes cromossémicas OECD 474
de mamiferos estruturais e numeéricas
Teste de aberragdo cromossomica Aberragdo cromossémica OECD 475
IN VIVO na medula 6ssea de mamiferos! estrutural

. A Mutacg&o génica e rearranjos
Ensaio de mutag&o génica em

. L L cromossomicos (este Gltimo
células germinativas e somaticas de o ( OECD 488
o especificamente nos modelos
roedores transgénicos ; . 20
de ensaio com plasmideo e
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Spi-)
Ensaio de mutacé&o no gene Pig-a Mutacéo génica OECD 470
em eritrocitos de mamiferos
Teste de aberraﬁgé_lo cromoss@mica Aberracdes cromossomicas OECD 483
em espermatogdnias de mamiferos! estruturais
Teste de dominante letal em Aberracdes cromossomicas OECD 478
roedores? estruturais e numéricas
Ensaio de translocacao herdavel em Aberragoes cromossomicas OECD 485
camundongos? estruturais e numéricas

1 Um aumento na poliploidia pode indicar que a substancia teste tem potencial para induzir

aberracfes cromossGmicas numeéricas, mas esse teste ndo € ideal para medir aberracdes
numeéricas e nao é recomendado para esse fim.

2 A conducao desse ensaio para gerar novos dados é desaconselhada pela Anvisa em decorréncia
da grande quantidade de animais utilizada e da existéncia de outros ensaios capazes de avaliar
esses desfechos mutagénicos.

Os tépicos abaixo fornecem informagBes de cada ensaio individualmente, bem
como recomendagfes para a sua avaliacdo. Maior detalhamento para a condugédo dos
estudos deve ser verificado nas respectivas Diretrizes da OECD.

Ressalta-se que na conducdo de novos estudos devem ser consultadas as
versfes mais atualizadas disponiveis das diretrizes OECD. No entanto, é importante
esclarecer que os estudos conduzidos anteriormente as atualizagbes mais recentes
dessas diretrizes e que, portanto, seguem protocolos anteriores aos aqui descritos
continuam validos, ainda que ndo cumpram 0s requisitos experimentais das diretrizes
vigentes. Isso significa que, nesses casos, 0s estudos serdo aceitos e avaliados caso a
caso, com relacéo aos desvios dos protocolos atuais e potencial impacto na interpretagéo
dos dados.

Os estudos serdo subdivididos em in vitro e in vivo, e posteriormente, divididos
pelo desfecho mutagénico detectado em cada teste especificamente. Para todos os
estudos descritos, nos casos em que a resposta ndo for claramente negativa ou positiva,
como auxilio no estabelecimento da relevancia biolégica, os resultados devem ser
avaliados de acordo com o julgamento de especialistas. Repeticdo de experimentos com
variacdes no desenho experimental podem ser Gteis, mas, se mesmo essas investigacdes
adicionais ndo forem suficientes para se concluir quanto a positividade ou negatividade
dos resultados, deve-se concluir que o resultado € equivoco (interpretado como
igualmente provavel de que seja positivo ou negativo) (IPCS, 2020; ECHA, 2023).

Ainda, para os casos em que se verifica limitagcdes metodoldgicas ou falhas
substanciais na descri¢cdo da metodologia ou dos resultados que podem comprometer a
avaliacdo, o estudo deve ser considerado inconclusivo e ndo deve ser utilizado na
avaliacdo do WoE (IPCS, 2020; ECHA, 2023).

O Quadro 4 apresenta, de forma ndo exaustiva, uma visdo geral de aspectos

relevantes a serem considerados para a avaliagéo de resultados positivos e negativos em

Avaliacdo do potencial mutagénico de agrotéxicos

Guia n°® 66/2023 — versao 2, de 11/12/2024

21




estudos de mutagenicidade (IPCS, 2020; ECHA, 2023).

Quadro 4. Aspectos relevantes (rol ndo exaustivo) para a avaliacdo de resultados positivos e negativos de
estudos de mutagenicidade (IPCS, 2020; ECHA, 2023).

Estudos com resultados positivos ‘ Estudos com resultados negativos
e Relacdo dose-resposta; e Condicbes de teste (por exemplo, solubilidade
da substéncia teste, precipitados no meio), grau

e Presenca de impurezas genotdxicas conhecidas;
de variabilidade entre replicatas, alta incidéncia

e Para estudos in vitro: condicbes de teste (por no controle concorrente; controle histérico

exemplo, pH, osmolaridade, precipitados) e amplamente disperso;

fatores que influenciam especificidade dos

. . e Selecdo de doses/ concentracdes quanto ao
ensaios (por exemplo, linhagem celular,

~ " . - espagamento e maior valor testado (sinais de
concentracdo maxima testada, citotoxicidade e

. L . (cito)toxicidade ou alcance da concentracéo
sistema de ativacéo metabdlica).

limite do ensaio). As respostas geradas apenas
em doses ou concentragbes altamente
(cito)toxicas devem ser interpretadas com

cautela;

e Sensibilidade do sistema de teste empregado
(por exemplo, alguns ensaios in vitro sao
sensiveis a mutacbes pontuais e pequenas

delecbes, mas nédo a grandes delecdes);
e Estabilidade ou volatilidade da substancia teste;

e Para estudos in vitro: adequabilidade do sistema
de ativagdo metabdlica, do tamanho amostral
para detectar significancia estatistica, dos
tecidos amostrados e da exposicdo de tecidos-

alvo a substancia teste;

e Para estudos in vivo: adequabilidade da
amostragem (nimero de animais, intervalos de
coletas e nimero de células marcadas/

amostradas).

7.1.2.1.Ensaios in vitro

Esse tipo de ensaio é conduzido em periodos de exposi¢ao relativamente curtos
(3-24h). Periodos mais longos néo séo considerados uteis, uma vez que os desfechos
a serem avaliados, em geral, diminuem no decorrer do tempo. Além disso, esses
ensaios utilizam concentra¢ges elevadas da substancia teste, a fim de induzir niveis
detectaveis de danos genéticos nesses curtos periodos de exposi¢do. Por fim, esses
ensaios normalmente requerem a inclusdo de alguma fonte exdégena de ativacao
metabdlica.

O sistema mais comumente utilizado € a fragdo microssomal S9 homogeneizada 22
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de figado de rato (frag&do pds-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a

partir do figado de roedores expostos a agentes indutores enzimaticos). O tipo e a
concentracdo desses sistemas devem ser selecionados com base na classe da
substancia a ser testada. Entretanto, cabe destacar que esses sistemas de ativacao
metabdlica ndo mimetizam por completo as condi¢cdes encontradas nos ensaios in vivo
com mamiferos. Portanto, essa categoria de ensaios nao fornece informacdes diretas

acerca do potencial mutagénico e carcinogénico de substancias em animais.

I. Ensaios in vitro de mutac&o génica

a) Teste de mutacgdo reversa em bactérias (Teste de Ames) — Diretriz OECD
471

Consideragdes iniciais e limitagdes

Esse ensaio é normalmente empregado como varredura inicial de atividade
mutagénica por ser rapido, barato e de facil execucéo. Ele é capaz de detectar mutacbes
pontuais, tais como substituicdes, adicbes ou delegcbes de um ou poucos pares de
bases. A especificidade das linhagens empregadas no teste pode fornecer algumas
informacBes Uteis sobre os tipos de mutacdes induzidas por agentes mutagénicos,
Como 0 seu mecanismo de agéo.

E importante destacar que um resultado positivo numa linhagem e numa
condicdo metabdlica de teste ja € considerado relevante e resultados positivos em
linhagens adicionais ndo necessariamente aumentam o nivel de confianga na resposta
mutagénica encontrada (OECD, 2016).

Algumas limitagdes desse ensaio estéo listadas abaixo:

e Utilizacdo de células procariotas, as quais diferem dos mamiferos quanto a
captacdo celular, ao metabolismo, a estrutura cromossdmica e aos
processos de reparo do DNA,;

¢ Impossibilidade de emprego na analise de compostos altamente bactericidas
(por exemplo, certos antibidticos) e naqueles que interferem especificamente
no sistema de replicacdo de células de mamiferos (por exemplo, alguns
inibidores da topoisomerase e alguns analogos de nucleosideos);

¢ Risco de fornecer resultados falso-negativos, em casos de compostos que
atuam por meio de outros mecanismos, nao-genotdxicos ou ausentes em
células bacterianas.

Apesar disso, o estudo é considerado confiavel na predicdo da mutagenicidade

em humanos por todos 0s organismos internacionais.

Principio do teste

Esse ensaio consiste na exposi¢ao a substancia teste de linhagens mutantes de
duas espécies de bactérias - Salmonella typhimurium e Escherichia coli, as quais nao
sintetizam aminoacidos especificos e, consequentemente, ndo crescem na auséncia

deles no meio de cultura. Dessa forma, a exposicdo ao agente mutagénico ira induzir
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uma reversdo da mutacao inicial, acarretando a restaura¢do da sequéncia de DNA
original, o que é verificado por meio do reestabelecimento da capacidade funcional

dessas bactérias, chamadas revertentes, de sintetizarem o aminoacido essencial.

Detalhamento do método

O teste de Ames pode ser realizado por dois métodos principais: ensaio de
incorporacdo em placa e ensaio de pré-incubacao, os quais podem ser conduzidos ha
presenca ou auséncia de ativacdo metabolica. Para ambos os métodos, apos 2-3 dias
de incubacao, o niumero de coldnias revertentes é contado e comparado ao controle.
Vale ressaltar que algumas classes de agentes mutagénicos, como azo corantes, gases,
compostos diazo e volateis, nem sempre sdo detectadas com o uso desses métodos
padrdo e, nesses casos, faz-se necessario o emprego de procedimentos alternativos.

Para a realizacdo do ensaio, as culturas devem crescer até a fase exponencial
tardia ou até a fase estacionéria inicial (10° células/mL). Culturas na fase estacionaria
tardia ndo devem ser utilizadas. Com relagéo a sele¢édo das linhagens, pelo menos 5
devem ser usadas, na combinagéo descrita abaixo:

e S.typhimurium TA1535; e

e S.typhimurium TA1537 ou TA97 ou TA97a; e

e S.typhimurium TA98; e

e S.typhimurium TA100; e

e E. coliWP2 uvrA ou E. coli WP2 uvrA (pKM101) ou S. typhimurium TA102.

Dessas linhagens indicadas, TA100 e TA1535 detectam agentes mutagénicos
gue induzem substituicdes de pares de bases; TA1537 ou TA97 ou TA97a e TA98
detectam agentes mutagénicos que levam a deslocamentos de quadros de leitura,
insercdes ou dele¢bes; e Escherichia coli WP2 uvrA ou E. coli WP2 uvrA (pKM101) ou
S. typhimurium TA102 detectam mutagenos indutores de danos oxidativos.

Para determinar a concentracdo da substancia teste, deve-se considerar os
critérios de citotoxicidade e solubilidade da mistura final. A citotoxicidade pode ser
detectada pela reducéo no nimero de col6nias revertentes ou no grau de sobrevivéncia
das culturas tratadas. A citotoxicidade de uma substéancia pode ser alterada na presenca
de sistemas de ativagdo metabdlica. A insolubilidade deve ser avaliada como precipitagéo
na mistura final nas condi¢des reais de teste e evidente a olho nu.

E importante que, para substancias citotoxicas, o ensaio detecte citotoxicidade,
com a dose méxima atingindo cerca de 50% de citotoxicidade. Ja a solubilidade pode
ser avaliada pela precipitacdo na mistura final, a qual deve ocorrer nas condicbes de
teste e ser evidente a olho nu.

Deve-se utilizar, no minimo, 5 concentracfes da substancia teste, com intervalos
de aproximadamente V10 (~3,16), em triplicatas. A escolha das concentracdes deve ser

conduzida da seguinte forma, com base na solubilidade e toxicidade do composto:
24

Avaliacdo do potencial mutagénico de agrotéxicos

Guia n°® 66/2023 — versao 2, de 11/12/2024



e Soluvel e ndo-citotoxico — concentracdo maxima de 5,0 mg/placa ou

Sul/placa;

e Soluvel e citotdxico ja abaixo de 5 mg/placa ou 5 ul/placa — concentracéo
maxima na qual ocorra citotoxicidade;

¢ Insolavel em 5,0 mg/placa ou 5Sul/placa e nado-citotéxico — concentracao
maxima na qual ocorra precipitacao;

¢ Insoluvel em 5,0 mg/placa ou 5pl/placa e citotéxica ja abaixo de 5 mg/placa
ou 5 pl/placa — concentragdo maxima acima da citotéxica e na qual
ocorra precipitacao.

Testes acima da concentragcdo de 5 mg/placa ou 5 pl/placa podem ser

considerados ao avaliar substéncias que contenham quantidades substanciais de

impurezas potencialmente mutagénicas.

Critérios de aceitabilidade

Adicionalmente, deve-se incluir em cada ensaio controles negativos (solvente ou
veiculo) e positivos (a fim de confirmar as propriedades de reverséo e especificidade de
cada cepa), com e sem ativagdo metabdlica.

A citotoxicidade excessiva é uma limitagdo importante, pois dificulta a

interpretacdo do resultado e, portanto, pode tornar o estudo inconclusivo.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

Para uma analise adequada desse estudo, deve-se apresentar o himero de
coldnias revertentes por placa, a média relativa de revertentes (n° revertentes tratado/
n° revertentes controle) e os dados dos controles positivo e negativo.

Uma substéncia teste pode ser considerada positiva nos casos de:

e Aumento reprodutivel, em uma ou mais concentra¢cdes, no numero de
colbnias revertentes por placa, em pelo menos uma linhagem, com ou sem
ativacdo metabolica; ou

e Aumento concentragcdo-dependente no niumero de colbnias revertentes por
placa, em pelo menos uma linhagem, com ou sem ativacdo metabdlica.

O aumento reprodutivel mencionado acima pode ser verificado a partir de
diferencas estatisticamente significativas entre o grupo exposto e o controle; ou pela
regra de dobramento, isto é, indice ou razao de mutagenicidade (RM) igual ou superior a
2,0 para as linhagens TA98, TA100, TA102, TA97, TA97a e WP2; e igual ou superior a
3,0 para as linhagens TA1535 e TA1537.

Uma substancia teste cujos resultados ndo cumpram o0s critérios acima é
considerada ndo mutagénica neste teste. Resultados equivocos devem ser
esclarecidos por meio de testes adicionais, de preferéncia com modificacdes nas
condi¢cBes experimentais (espacamento entre concentra¢des; método de tratamento por

incorporacdo em placa ou pré-incubagéo liquida; e condi¢cbes de ativacdo metabdlica).
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Caso o conjunto de dados permanec¢a ambiguo ou questionavel, isto €, sem resultados

claramente positivos ou negativos, mesmo ap0s a conducdo de testes adicionais, 0
estudo seré considerado inconclusivo e ndo sera incluido na andlise do WoE.

E importante destacar que a relevancia biologica dos resultados deve ser
primeiramente considerada e métodos estatisticos podem ser utilizados como auxilio
na avaliacdo dos resultados. Ou seja, a significancia estatistica ndo deve ser o Unico

fator determinante para uma resposta positiva.

b) Teste de mutacdo génica em células de mamiferos usando os genes
Hprt ou xprt — Diretriz OECD 476

Consideragdes iniciais e limitagdes

Esses testes, considerados de mutacao direta (forward mutation), sdo capazes
de identificar substancias quimicas que induzem mutacdes génicas nos genes
repérteres HPRT (hipoxantina-guanina fosforibosil transferase) ou XPRT (xantina-
guanina fosforibosil transferase), os quais detectam diferentes tipos de eventos
genéticos. O ensaio HPRT permite a deteccdo de mutagbes pontuais, insercées e
delecbes de comprimentos variados, em decorréncia de sua localizagdo néo
autossdmica (cromossomo X).

Por outro lado, a localizacdo autossémica do transgene gpt (teste XPRT) pode
permitir a deteccdo de mutacOes resultantes de grandes delecdes e possivelmente de
recombinacdo mitética, ndo detectadas pelo teste HPRT. Isso porque esses eventos
podem ser letais devido a falta de genes homdlogos, uma vez que o gene HPRT esta

localizado no cromossomo X e apenas uma copia € ativa por célula.

Principio do teste

Esse ensaio consiste na exposicdo de culturas de células a substancia teste
durante um periodo de 3-6 horas. Apds esse periodo, essas culturas sdo mantidas em
meio de crescimento por tempo suficiente para alcancar uma expressao fenotipica ideal
de mutacdes induzidas, ou seja, para que células mutantes recém-induzidas percam a
sua enzima funcional Hprt ou gpt, o que ocorre em torno de 7 a 9 dias.

Em seguida, as células sdo novamente plaqueadas, na presenca e auséncia do
agente citostatico 6-tioguanina (TG), para a determinacdo do numero de células
mutantes e da eficiéncia de clonagem (EC), respectivamente. Essa incubacédo deve
ocorrer por um intervalo de tempo suficiente para garantir o crescimento ideal das
colénias (7 a 12 dias) para posterior calculo da frequéncia de mutacéo (FM).

As células proficientes em Hprt (usadas no teste HPRT) ou em gpt (usadas no
teste XPRT) séo sensiveis a TG, 0 que causa a inibicdo de metabolismo celular e
interrompe a divisdo celular. Por outro lado, as células mutantes — deficientes na
atividade da enzima Hprt ou gpt — sdo resistentes aos efeitos citostaticos desse agente
e, portanto, sdo capazes de proliferar na presenca de TG. Assim, a FM é calculada

com base no numero de colbnias mutantes (contagem nas placas com TG) corrigido
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pela EC (contagem nas placas sem TG). Ou seja, a FM deve ser expressa como o

namero de células mutantes por milhao de células viaveis.

Detalhamento do método

As linhagens de células mais comumente usadas para o ensaio HPRT sdo: CHO
(chinese hamster ovary - ovério de hamster chinés), CHL (chinese hamster lung -
pulmdo de hamster chinés) e V79 de células de hamster chinés; linfoma de célula
L5178Y de camundongo e células linfoblastéides humanas TK6.

Com relacdo ao ensaio XPRT, deve-se utilizar o transgene bacteriano gpt que
codificaa enzima xprt, um analogo bacteriano da enzima HPRT de mamifero. Na Diretriz
OECD 476, a unica linhagem de células recomendada para esse ensaio é a AS52
(derivadas de CHO), contendo o transgene bacteriano gpt, no qual o gene HPRT foi
excluido. O uso de outras linhagens celulares deve ser justificado e validado.

Sistemas de metabolizagdo exogenos devem ser utilizados quando se
empregam células que apresentam capacidade metabdlica endégena inadequada. Com
relacdo a selecdo das concentragfes da substancia teste, deve-se basear, dentre outros
fatores, na citotoxicidade e devem ser utilizadas, no minimo, quatro concentracdes de
teste (ndo incluindo o solvente e o0s controles positivos). A citotoxicidade €&
determinada pela sobrevivéncia relativa (SRel), isto é, a EC medida imediatamente apds
o tratamento e ajustada para qualquer perda de células durante o tratamento, em
comparacdo com o0 controle negativo.

Caso a substancia teste apresente pouca ou nenhuma citotoxicidade, podem ser
selecionados intervalos de concentracdo de aproximadamente 2 a 3 vezes. Em caso de
citotoxicidade comprovada, as concentragfes de teste selecionadas devem abranger
uma faixa desde a que induz citotoxicidade até aquelas nas quais ha citotoxicidade
moderada a baixa ou nenhuma citotoxicidade.

Muitas substancias teste exibem curvas dose-resposta ingremes e, a fim de
cobrir toda a faixa de citotoxicidade ou estudar detalhadamente a relagdo dose-
resposta, pode ser necessario usar um espacamento menor entre as concentragdes ou
adicionar mais de quatro concentragfes. Se a concentracdo maxima for baseada na
citotoxicidade, ela devera produzir entre 10-20% de sobrevivéncia. Deve-se ter cuidado
na interpretacéo dos resultados positivos encontrados apenas em doses com valores
de sobrevivéncia iguais ou inferiores a 10%.

Para substéncias teste pouco sollveis e que nao sao citotoxicas abaixo da menor
concentracao insollvel, a concentracdo mais alta analisada deve produzir turbidez ou
um precipitado. Nos casos em que ndo ha precipitacdo ou citotoxicidade limitante, a
maior concentracao de teste deve corresponder a 10 mM, 2 mg/mL ou 2 yL/mL, o que
for mais baixo. Se a substancia teste ndo tem uma composicao definida, € possivel
adotar um limite de concentracdo maxima de 5 mg/mL, na auséncia de citotoxicidade

suficiente.
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O numero minimo de células usadas para cada cultura testada (controle e

tratada) em cada estagio do ensaio deve ser baseado na frequéncia de mutantes
espontaneos, a qual é geralmente entre 5 e 20 x10®. Para alcancar um valor minimo de
5 x10°® e manter um namero suficiente de mutantes espontaneos (10 ou mais), mesmo
para as culturas tratadas com concentracdes que causam 90% de citotoxicidade durante
o tratamento (10% sobrevivéncia), seria necessario tratar pelo menos 20 x 10° células.
Além disso, um numero suficiente de células (mas nunca inferior a 2 milhdes) deve ser
cultivado durante o periodo de expressao e plagueadas para selecdo de mutantes.

O uso de duplicatas é aconselhdvel e os resultados obtidos nas culturas
replicadas devem ser relatados separadamente, mas podem ser agrupados para a
andlise dos dados. O uso de mais de 4 concentragbes pode ser particularmente

importante quando o ensaio ndo é realizado em duplicatas.

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado

aceitavel:

e Deve-se incluir em cada ensaio controles concorrentes negativos e positivos.

e Os nimeros de col6nias mutantes por 10° células de controle devem ser
encontrados no solvente e controles negativos dentro do controle histérico.

e Controles negativos concorrentes devem estar dentro do limite de 95% de
distribuicdo do controle histérico negativo do laboratério, podendo ser aceitos
valores superiores se houver clareza de que ndo correspondem a pontos fora
da curva (outliers).

e Controles positivos concorrentes devem induzir respostas compativeis com
o controle histérico positivo e devem produzir um aumento significativo
guando comparado ao controle negativo concorrente.

o Devem ser testadas duas condi¢cbes experimentais — com e sem ativacao
metabdlica.

o Deve-se utilizar um tempo de exposicéo de 3 a 6 horas.

e Deve-se proceder com a selecdo adequada do numero de células e das
concentracdes a serem testadas, com base nos critérios de concentracédo
maxima supracitados.

e Deve-se utilizar pelo menos quatro concentragbes (ndo incluindo os
controles negativo e positivo) que cumprem os critérios de aceitabilidade
(citotoxicidade, numero de células, dentre outros).

e A EC (viabilidade das células no momento da selecdo) do solvente e
controles negativos deve exceder 50%.

Resultados falso-positivos podem ser observados pela alteracdo de pH e
osmolaridade, precipitacdo, interacdo dos componentes do meio de cultura ou

excessiva toxicidade.
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A citotoxicidade € uma limitagdo importante, pois dificulta a interpretagdo do

resultado e, portanto, pode tornar o estudo inconclusivo.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

Na apresentacdo dos resultados, deve-se incluir todos os dados necessarios
para calcular a citotoxicidade (expressa como SRel). Os dados, tanto para as culturas
tratadas quanto controle, devem incluir o numero de células contabilizadas ao final da
exposicao a substancia teste, o nimero de células plaqueadas imediatamente apds a
exposicdo e a contagem de colbnias. Adicionalmente, também devem ser incluidos
todos os dados necessarios para calcular a FM, tanto para as culturas tratadas quanto
controle, quais sejam: (1) o numero de células plagueadas na presenga e auséncia de
TG, durante a etapa de selecdo de mutantes; e (2) contagem de colbnias nas placas
com e sem TG.

Com relacdo a interpretacdo dos resultados, um teste pode ser considerado
claramente positivo se, em qualquer uma das condicfes experimentais analisadas,
todos os critérios abaixo forem alcancados:

o Pelo menos uma das concentracbes de teste apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparagdo ao controle negativo
concorrente;

¢ O aumento for concentracdo-dependente, quando avaliado com um teste de
tendéncia apropriado;

e Qualquer um dos resultados estiver fora da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson).

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste é considerada claramente negativa se, em todas as condicdes
experimentais examinadas:

e Nenhuma das concentracbes de teste apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparagcdo ao controle negativo
concorrente;

e N&o houver aumento concentragdo-dependente, quando avaliado com um
teste de tendéncia apropriado;

e Todos os resultados estiverem dentro da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson).

Resultados negativos indicam que, nas condicfes experimentais testadas, a
substancia teste ndo induz mutag8es génicas. Nao ha exigéncia de verificagdo de uma
resposta claramente positiva ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta ndo é claramente negativa ou positiva, e

a fim de auxiliar na determinacédo da relevancia biolégica de um resultado, pode ser
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necessario repetir o experimento com condigbes experimentais modificadas (por

exemplo, espagamento entre as concentragdes testadas; outras condi¢cdes de ativagéo
metabdlica). Se, mesmo apdés investigacdes mais aprofundadas, ndo for possivel
alcancar uma conclusdo de que a substancia teste leva a resultados positivos ou
negativos, o resultado sera considerado equivoco e o estudo ndo sera incluido na

analise do WoE.

c) Teste de mutagdo génica em células de mamiferos usando o gene
Timidina quinase — Diretriz OECD 490

Consideracdes iniciais e limitacdes

Neste item serdo descritos dois ensaios distintos, ambos de mutacdo direta
(forward mutation), capazes de identificar substancias quimicas que causam mutacdes
no gene repodrter da timidina quinase (TK). Cada ensaio utiliza linhagens celulares
heterozigotas TK especificas: 1) o ensaio de linfoma de camundongo (mouse lymphoma
assay - MLA) utiliza células L5178Y TK*" linhagem clonal 3.7.2c.; 2) o ensaio TK6 utiliza
células humanas linfoblastéides TK6 (TK*"). Essas células contém a enzima timidina-
guinase (TK) e sdo sensiveis aos efeitos citotéxicos do composto trifluorotimidina (TFT),
usado como agente seletivo nesses ensaios.

Vale ressaltar que, apesar da semelhanca dos desfechos, essas linhagens
celulares ndo sao intercambiaveis. Os eventos genéticos detectados usando o locus TK
incluem tanto mutacbes génicas quanto eventos cromossdmicos (grandes delecoes,
rearranjos cromossémicos e recombinacdo mitética). Uma limitacdo importante a ser
considerada consiste na analise de substancias teste que sdo analogas da timidina ou
se comportam como analogas da timidina, pois podem aumentar a FM e requerem

métodos de teste adicionais para avaliacao adequada.

Principio do ensaio

A metodologia fundamenta-se na perda da heterozigozidade do locus dessa
enzima (TK** — TK’) quando o gene é afetado por um agente mutagénico,
ocasionando resisténcia das células mutantes a suplementacdo do meio com TFT. A
perda de heterozigose € uma alteragdo genética comum em genes supressores de

tumores.

Detalhamento do método

O método se divide em trés etapas:

) Etapa de tratamento: As células em suspensdo sao expostas a
substéancia teste, com e sem fonte exdégena de ativacdo metabdlica, por
um periodo geralmente de 3-4 horas. O numero cada cultura testada
(controle e tratada) em cada estagio do ensaio deve-se basear ha FM
espontanea. De modo geral, deve-se tratar células suficientes para a

manutencao de pelo menos 10, mas idealmente 100 mutantes espontaneos

Avaliacdo do potencial mutagénico de agrotéxicos

Guia n°® 66/2023 — versao 2, de 11/12/2024

30




durante todas as fases do ensaio (tratamento, expressao fenotipica e

selecao de mutantes). Assim, é necessario tratar no ensaio MLA pelo menos
6 x 106 células; e no ensaio TK6, pelo menos 20 x 106 células.

Il) Etapa de expressao fenotipica: as células sdo novamente cultivadas para
determinar a citotoxicidade e permitir a expressao fenotipica antes da
selecdo de mutantes. O periodo de incubacdo durante essa etapa de
expressao fenotipica é de 2 dias, para o ensaio MLA; e de 3-4 dias para o
TK6. A citotoxicidade deve ser determinada de forma individual para cada
cultura teste e controle. No ensaio MLA, ela é avaliada usando o
crescimento total relativo (CTR = CRS x ERC), cujo calculo inclui: CRS —
crescimento relativo na suspensao (tratamento x controle) durante o periodo
de 2 dias de expresséao; e ERC — eficiéncia relativa de clonagem (tratamento
x controle) obtida na fase de sele¢cdo de mutantes. Para o ensaio TK6, a
citotoxicidade deve ser avaliada por meio da medida de SRel ou EC, ja citada
anteriormente no item referente & Diretriz OECD 476. Todos os critérios a
serem adotados para a escolha das concentragbes de tratamento seguem
0 mesmo racional também descrito no item referente a Diretriz OECD 476
e, portanto, ndo serdo repetidos nesse item.

[ll) Etapa de sele¢do de mutantes: um nimero conhecido de células é cultivado
na presenca e auséncia do agente seletivo, para a determinagcédo do niumero
de células mutantes e da EC, respectivamente. Apos um tempo de
incubacdo adequado, as coldnias sao contadas. A FM é calculada com
base no nimero de colénias mutantes corrigido pela EC e deve ser expressa
como o numero de células mutantes por milhdo de células viaveis. As células
mutantes do gene TK podem ter crescimento normal ou lento, sendo
classificadas como grandes ou pequenas colénias no ensaio MLA; e como
colénia de aparecimento precoce ou tardio no ensaio TK6. As colbnias de
crescimento normal séo consideradas indicativas (mas néo exclusivamente
preditivas) de mutagbes pontuais ou outras de pequena escala induzidas
por agentes mutagénicos, enquanto coldonias de crescimento lento séo
consideradas indicativas de substancias quimicas que induzem danos
cromossdmicos e, por essa razdo, apresentam tempo de duplicacdo mais

prolongado.

Critérios de aceitabilidade
Os seguintes critérios, aplicaveis a ambos 0s ensaios, devem ser seguidos para
gue o estudo seja considerado aceitavel:
e Deve-se utlizar pelo menos quatro concentracdes (n&o incluindo os
controles negativo e positivo) que cumprem os critérios de aceitabilidade

(citotoxicidade, numero de células, dentre outros);
31
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Deve-se incluir em cada ensaio controles concorrentes negativos (solvente)

e positivos;

Devem ser testadas duas condi¢cdes experimentais — com e sem ativacdo
metabdlica, a menos que uma delas resulte em resultados positivos;

Deve-se proceder com a selecdo adequada do numero de células e das
concentracdes a serem testadas, com base nos critérios de concentragéo
méaxima supracitados.

Se a concentragdo méxima for baseada em citotoxicidade, ela deve atingir
entre 10-20% de CTR/SRel.

Adicionalmente, para o ensaio de MLA, os critérios de aceitabilidade especificos

para os controles negativos e positivos sao:

Controle negativo: FM espontanea entre 35-140 x 10° (4gar) e 50-170 x
10° (placa); EC entre 65-120%; crescimento em suspensdo entre 8-32
vezes para tratamento de 3-4 horas e de 32-180 vezes para tratamentos
de 24h, se conduzidos.

Controle positivo: no minimo um dos dois critérios a seguir deve ser atendido: I) indugéo
de um aumento absoluto na FM total, ou seja, um aumento acima da mutagéo
espontanea (uma FM induzida) de pelo menos 300 x 10°. No minimo, 40%
da FM induzida deve ser relativa as mutacdes ocorridas em pequenas
colbnias. Il) inducédo de um aumento na FM em pequenas colbnias de pelo
menos 150 x 10 acima do observado no controle negativo concorrente.

Para o ensaio TK®6, os critérios de aceitabilidade dos controles sdo:

Controles positivos concorrentes devem induzir respostas compativeis com
0 controle historico positivo e devem produzir um aumento significativo
quando comparado ao controle negativo concorrente;

Controles negativos concorrentes devem estar dentro do limite de 95% de
distribuicdo do controle histérico negativo do laboratério, podendo ser aceitos

valores superiores se houver clareza de que ndo correspondem a outliers.

Resultados falso-positivos podem ser observados pela alteracdo de pH e

osmolaridade, precipitacdo, interacdo dos componentes do meio de cultura ou

excessiva toxicidade.

A citotoxicidade € uma limitagdo importante, pois dificulta a interpretagdo do

resultado e, portanto, pode tornar o estudo inconclusivo. Deve-se ter cuidado na

interpretacdo dos resultados positivos encontrados apenas em doses com valores de

sobrevivéncia iguais ou inferiores a 10%. O resultado n&o deve ser considerado positivo

se ocorrer exclusivamente nessas doses.

Anédlise e interpretacdo dos resultados
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No ensaio de MLA, as seguintes informagdes devem ser fornecidas para a

avaliacdo dos resultados: dados individuais por cultura relativos a CTR, CRS e ERC na
etapa de selecao de mutantes e 0 nimero de colénias mutantes (para a versao em agar)
ou 0 numero de pogos vazios (para versao em micropogos). Em caso de resultado
positivo, deve-se fornecer adicionalmente FM de colbnias pequenas e grandes
referentes a pelo menos uma concentracdo da substancia teste (geralmente a maior
concentracao positiva) e aos controles negativos e positivos. Em caso de resultado
negativo, deve-se fornecer apenas FM das coldnias pequenas e grandes referentes aos
controles negativo e positivo.

No ensaio de TK6, as seguintes informagBes devem ser fornecidas para a
avaliacao dos resultados: dados individuais por cultura relativos a SRel, a EC na etapa
de selecdo de mutantes e ao nimero de pog¢os vazios para mutantes de aparecimento
precoce e tardio. A abordagem para interpretacéo dos resultados é diferente para cada
um dos ensaios. Para o MLA, no lugar da andlise estatistica geralmente usada, ela se
baseia no uso de um valor de FM induzida predefinida (isto €, aumento na FM acima do
controle concorrente), chamado Fator Global de Avaliacdo (global evaluation factor —
GEF). Assim, a substancia teste é considerada claramente positiva se a FM induzida
excede o valor de GEF (90 x 10°% para teste em &gar; 126 x 10 para micropocos) e se
esse aumento é dose- dependente, utilizando um teste de tendéncia, por exemplo.

Para o TK6, uma substancia teste pode ser considerada claramente positiva se,
em qualquer uma das condi¢des experimentais analisadas:

e Pelo menos uma das concentracbes de teste apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparagdo ao controle negativo
concorrente; e

¢ O aumento for concentracdo-dependente, quando avaliado com um teste de
tendéncia apropriado; e

e Qualquer um dos resultados estiver fora da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson).

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste é considerada claramente negativa se, em todas as condicfes
experimentais examinadas:

¢ Nenhuma das concentracbes de teste apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparagdo ao controle negativo
concorrente;

e N&o houver aumento concentracdo-dependente, quando avaliado com

um teste de tendéncia apropriado;

e Todos os resultados estiverem dentro da distribuicho dos dados

histéricos de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95%
baseados em Poisson).
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Resultados negativos indicam que, nas condigbes experimentais testadas, a

substancia teste ndo induz mutacdes. Nao h& exigéncia de verificagdo de uma resposta
claramente positiva ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta nao € claramente negativa ou positiva, e
a fim de auxiliar na determinacdo da relevancia biolégica de um resultado, pode ser
necessario repetir o experimento com condi¢cdes experimentais modificadas (por
exemplo, espagamento das concentragdes testadas para aumentar a probabilidade de
atingir pontos dentro da faixa de 10-20% CTR/SRel; alteracdo das condi¢cdes de
ativacdo metabdlica ou da duragéo do tratamento). Se, mesmo apds investigacdes mais
aprofundadas, néo for possivel alcancar uma conclusdo de que a substancia teste leva
a resultados positivos ou negativos, o resultado sera considerado equivoco e, portanto,
0 estudo ndo sera incluido na andlise do WoE.

[I) Ensaios in vitro de danos cromossdmicos

Basicamente, dois tipos de desfechos podem ser usados para determinar se
uma substancia teste é capaz de causar danos cromossdmicos: deteccdo de
aberracdes cromossdmicas e micronucleos. Cabe destacar que a maioria dos eventos
detectados nesses ensaios ndo sdo mutagbes per se, uma vez que aberracdes
cromossdmicas que acometem genes essenciais impedem a viabilidade da célula e,
portanto, ndo sao transmitidas as células filhas. Quanto aos micronucleos, eles séo
visualizados nas células apds a primeira diviséo celular, mas ndo sao retidos em todas as
geragBes subsequentes. No entanto, com base em estudos genéticos que avaliam
efeitos herdaveis em humanos e outras espécies, presume-se que um agente quimico
capaz de induzir aberracdes cromossémicas e micronucleos também pode causar
mutac¢des cromossOmicas transmissiveis, tais como transloca¢des cromossémicas e

aneuploidia (OECD, 2016).

a) Teste de aberracdo cromossdmica em células de mamiferos — Diretriz
OECD 473

Consideragdes iniciais e limitagdes

Esse teste se destina a deteccdo de substéncias que causam aberracdes
cromossOmicas estruturais, isto é, decorrentes de eventos clastogénicos (quebras,
delecbes e rearranjos) e deve ser conduzido em células em metéafase. A maioria das
aberracdes cromoss6micas € observada apenas nas metafases da primeira ou segunda
divisdo celular mitética apds a exposicdo a substancia teste. AberracBes estruturais
podem afetar cromossomos (lacunas, quebras, anéis, dicéntricos) ou croméatides
(quebras e trocas), a depender do mecanismo de acdo. As células em diferentes
estagios do ciclo celular podem ter sensibilidade variavel as substancias teste e, assim,
gerar um padrao particular de aberragcdes em cromatides versus em cromossomos. Por
essa razdo, é recomendavel que as células sejam expostas a produtos quimicos

durante todo o ciclo celular. Vale ressaltar que o presente teste ndo deve ser utilizado
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para investigar aneuploidia, sendo o ensaio de micronucleo mais apropriado para essa

finalidade.

Principio do teste

Culturas de células de mamiferos sédo expostas a substancia teste, com ou sem
ativacdo metabolica exdgena, a depender da capacidade metabdlica da cultura de
células utilizada. Em intervalos predeterminados ap6s o inicio da exposi¢ao, as culturas
de células sado tratadas com uma substéncia capaz de interromper o ciclo celular na
fase de metafase (por exemplo, Colcemid® ou colchicina). Em seguida, as células sao
coletadas, coradas e analisadas em microscopio quanto a presencga de aberragdes do

tipo cromatidica e cromoss6mica.

Detalhamento do método

Tanto em linhagens de cultura de células ja estabelecidas — tais como: CHO, CHL,
V79 e TK6; quanto em culturas celulares primarias, incluindo linfécitos de sangue
periférico provenientes de humanos ou de outros mamiferos; as células devem ser
selecionadas com base na capacidade de crescimento em meio de cultura; na
estabilidade do cariétipo (incluindo o nimero de cromossomos), considerando 0s
mecanismos de reparo do DNA (como o status P53); na frequéncia espontanea de
aberragcbes cromossémicas e na auséncia de contaminacdo por Mycoplasma. E
necessario que sejam feitas medicbes da proliferacdo celular para garantir que um
namero suficiente de células tratadas alcance a mitose durante o ensaio e que 0s
tratamentos sejam realizados em niveis adequados de citotoxicidade. Os parametros

recomendados para a avaliacdo da citotoxicidade estdo detalhados no quadro abaixo:

Quadro 5. Parametros adotados para a avaliagdo da citotoxicidade.

Paralinhagens celulares

Duplicacao relativa da populacéo (Relative Population Doubling)

_ N°duplicacio de populacio cultura tratada
RPDY = - duplicacaode populacio culturatratada o 40
Neduplicacio de populagio cultura controle

Aumento relativo na contagem de células (Relative Increase in Cell Count)
RICCY% = T N° células cultura tratada [final—inicial X 100);

T N2 células cultura controle [final—inicial]

Para cultura primaria de linfocitos:

indice mitotico (mitotic index)

N? células mitéticas
MI% = : x 100)
N2total de células contadas

Durante a exposi¢ao, no minimo trés concentracées da substancia teste devem
ser utilizadas (excluindo os controles negativo e positivo). Todos os critérios a serem
adotados para a escolha dessas concentracées seguem o mesmo racional ja descrito
no item referente a Diretriz OECD 476 e, portanto, ndo seréo repetidos neste item. Se a

concentracao maxima for baseada na citotoxicidade, ela deve ter como objetivo atingir 55
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+ 5% de citotoxicidade usando os parametros de citotoxicidade recomendados (ou seja,

reducdo no RICC e RPD para linhagens celulares e reducdo do MI para culturas

primarias de linfécitos para 45 + 5% do controle negativo concorrente).

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado

aceitavel:

Deve-se incluir em cada ensaio controles concorrentes negativos (solvente)
e positivos. Controles positivos concorrentes devem induzir respostas
compativeis com o controle histérico positivo e devem produzir um aumento
significativo quando comparado ao controle negativo concorrente.

A menos que uma condi¢do experimental ja seja suficiente para gerar um
resultado positivo, devem ser testadas as trés condi¢des a seguir: exposi¢ao
de curto prazo (3-6 horas) a substancia teste com e sem ativagdo metabolica;
e exposicdo de longo prazo (de forma continua até o momento da
amostragem) sem ativacdo metabolica. Nos trés casos, a amostragem das
células deve ser feita em um intervalo de tempo equivalente a 1,5 da duragéo
normal do ciclo celular apés o inicio da exposic¢ao.

Deve-se proceder com a selecdo adequada do numero de células e das
concentracdes a serem testadas, com base nos critérios de concentracdo
maxima supracitados.

Deve-se realizar os ensaios em niveis adequados de citotoxicidade que néo
comprometam a avaliagdo do resultado.

Deve-se analisar, no minimo, 300 metafases para cada concentracao
testada e para o grupo controle. Esse numero pode ser reduzido quando se
observa uma grande quantidade de células com  aberragbes
cromossOmicas, sendo a substancia teste considerada claramente
positiva.

Devem ser contabilizadas células com aberracées incluindo e excluindo as
lacunas. AberragBes nas cromatides e nos cromossomos devem ser

contabilizadas separadamente.

Andlise e interpretacdo dos resultados

Na apresentacdo dos resultados, as aberracbes do tipo cromossdémica e

cromatidica, classificadas por subtipos (quebras, trocas) devem ser listadas

separadamente, com dados dos numeros e frequéncias individuais para cada cultura

tratada e de controle.

Uma substancia teste pode ser considerada claramente positiva se, em qualquer

uma das condi¢gbes experimentais analisadas:

Pelo menos uma das concentracdes de teste apresentar um aumento

estatisticamente significativo em comparacdo ao controle negativo
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concorrente;

o O aumento for concentragcdo-dependente, quando avaliado com um teste de
tendéncia apropriado;

e Qualquer um dos resultados estiver fora da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson).

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste € considerada claramente negativa se, em todas as condi¢bes
experimentais examinadas:

e Nenhuma das concentragbes testadas apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparacdo ao controle negativo
concorrente;

e N&o houver aumento concentragcdo-dependente, quando avaliado por um
teste de tendéncia apropriado;

e Todos os resultados estiverem dentro da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson).

Resultados negativos indicam que, nas condigBes experimentais testadas, a
substancia teste ndo induz aberra¢cdes cromossémicas. Nao ha exigéncia de verificagdo
de uma resposta claramente positiva ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta ndo é claramente negativa ou positiva, e
a fim de auxiliar na determinacao da relevancia biolégica de um resultado, pode ser
necessario analisar mais células ou repetir o experimento com condi¢des experimentais
modificadas (por exemplo, espacamento das concentracdes testadas, alteracdo das
condi¢cOes de ativagdo metabdlica). Se, mesmo apoés investigacdes mais aprofundadas,
ndo for possivel alcancar uma conclusédo de que a substancia teste leva a resultados
positivos ou negativos, o resultado seré considerado equivoco e, portanto, o estudo ndo

serd incluido na andlise do WoE.

b) Teste de microndcleo em células de mamiferos — Diretriz OECD 487
Consideragdes iniciais e limitagdes

O teste de micronucleo in vitro se destina a identificacdo de compostos quimicos
clastogénicos (que promovem quebras cromossdmicas) e aneugénicos (que induzem
aneuploidia ou segregagdo cromossémica anormal), o que é efetuado por meio da
deteccdo de micronucleos (MN) no citoplasma de células interfasicas. O MN
corresponde a estrutura de DNA formada por fragmentos de cromossomo — identificado
sem centrdmero e indicativo de evento clastogénico; ou pelo cromossomo inteiro —
identificado com centrébmero e indicativo de evento aneugénico; 0os quais ndo migram
para os polos na etapa de anafase durante a divisdo celular e, portanto, ndo séo

incorporados ao nucleo de células-filhas. A diferenciacdo entre esses eventos € feita
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por métodos adicionais de marcag¢do imunoquimica dos cinetdécoros ou por hibridagéo

com sondas centromeéricas/teloméricas (hibridacao fluorescente in situ ou “FISH”).
Trata-se de em um ensaio robusto e de rapida analise, uma vez que esta consiste
basicamente na determinacdo do nimero de células binucleadas e pode ser feita de
forma automatizada, por meio de técnicas de citometria de fluxo, citometria por
varredura a laser ou analise de imagem. No entanto, esse teste ndo permite a
identificacdo de translocacdes e outros rearranjos cromossdmicos complexos, 0s quais

podem ser visualizados no ensaio de aberracao cromossémica descrito anteriormente.

Principio do teste

Esse ensaio consiste na exposicdo de culturas de células de mamiferos a
substancia teste na presenca ou auséncia de uma fonte exdgena de ativacao
metabdlica, a qual deve ocorrer durante a mitose para possibilitar a indugéo de
aneuploidia. Durante ou apés essa exposi¢ao, as células devem crescer por um periodo
suficiente para que haja dano cromossémico ou outros efeitos no ciclo celular. Isso
acarreta a formagdo de MN em células interfasicas, as quais sdo posteriormente

coletadas, coradas e analisadas.

Detalhamento do método

Nesse estudo, pode-se utilizar tanto linhagens de cultura de células de roedores
(CHO, CHL, V79, L5178Y) e de humanos (TK6); quanto linfocitos de sangue periférico
provenientes de humanos ou de outros mamiferos. Essa selecdo deve ocorrer com base
na capacidade de crescimento em meio de cultura, na estabilidade do cari6tipo
(incluindo o niumero de cromossomos) e na frequéncia espontanea de formagédo de MN.
Considerando que células em diferentes estagios do ciclo celular podem ter
sensibilidade variavel as substancias testadas, é recomendavel que a exposi¢do seja
efetuada durante todo o ciclo celular.

A guantificacdo dos MN é geralmente realizada na primeira intérfase posterior a
primeira divisdo celular concluida ap6s a etapa de exposi¢ao. Assim, o fator mais critico
para esse ensaio é garantir que as células analisadas completaram a mitose durante o
tratamento ou no periodo de incubacdo pés-tratamento. Isso pode ser auxiliado com o
uso de citocalasina B (citoB), agente bloqueador da citocinese, o qual impede a
separacdo das células-filhas ap6s a mitose e resulta na formacdo de células
binucleadas. Ou seja, o tratamento de culturas com esse agente e a medicdo das
frequéncias relativas de células mononucleadas, binucleadas e multinucleadas na
cultura consistem em um método preciso para quantificar o efeito da exposi¢cdo a
substancia teste sobre a proliferacéo celular e sua citotoxicidade, além de garantir que
apenas as células que se dividiram durante ou apds o tratamento serdo quantificadas.
A citotoxicidade pode ser avaliada por meio do indice de Proliferacdo de Bloqueio de
Citocinese (IPBC) ou do indice de Replicacdo (IR) de pelo menos 500 células por cultura
tratada, em comparacdo ao controle. Caso a cito B ndo seja utilizada, é necessario
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demonstrar que ocorreu divisdo das células em cultura, a fim de evitar resultados falso-

negativos. Nessa segunda condicdo, a citotoxicidade pode ser avaliada por meio do
RPD ou RICC, ja detalhados no item referente a Diretriz OECD 473.

Durante a exposi¢do, no minimo trés concentracdes da substancia teste devem
ser utilizadas (excluindo o solvente e os controles positivos). Todos os critérios a serem
adotados para a escolha dessas concentracdes seguem o0 mesmo racional ja descrito
no item referente a Diretriz OECD 476 e, portanto, ndo serdo repetidos neste item.

Com relacdo ao periodo de exposicdo das culturas de células, o inicio e o
término devem ocorrer enquanto as células estdo crescendo exponencialmente e as
células devem permanecer crescendo até o momento da amostragem. Portanto, esse
esquema de tratamento para linhagens celulares e culturas de células primarias pode
diferir um pouco daquele aplicado a linfocitos, pois estes requerem estimulagdo
mitogénica para iniciar seu ciclo celular. Assim, uma abordagem mais eficiente para
linfGcitos € iniciar a exposi¢éo a substancia teste entre 44 e 48 horas ap0s a estimulagéo
com o mitégeno fito-hemaglutinina, momento em que as células se dividirdo de forma
assincrona.

Vale ressaltar que os cronogramas de exposi¢cao gerais previstos na Diretriz
OECD 487 podem ser modificados — desde que devidamente justificados — a depender
da estabilidade ou reatividade da substancia teste, assim como das caracteristicas

especificas de crescimento das células utilizadas.

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado
aceitavel:

e Deve-se incluir em cada ensaio controles concorrentes negativos (solvente)
e positivos. Controles positivos concorrentes devem induzir respostas
compativeis com o controle histérico positivo e devem produzir um aumento
significativo quando comparado ao controle negativo concorrente.

¢ A menos que uma condicdo experimental ja seja suficiente para gerar um
resultado positivo, devem ser testadas as trés condi¢des a seguir: exposi¢édo
de curto prazo (3-6 horas) a substancia teste com e sem ativacdo metabdlica;
e exposicdo de longo prazo (de forma continua até o momento da
amostragem) sem ativacdo metabdlica. Nos trés casos, a amostragem das
células deve ser feita em um intervalo de tempo equivalente a 1,5 - 2,0 da
duracdo normal do ciclo celular ap6s o inicio da exposigéo.

o Deve-se proceder com a selecdo adequada do nimero de células e das
concentracdes a serem testadas, com base nos critérios de concentragédo
maxima — deve ter como objetivo atingir 55 + 5% de citotoxicidade usando
0s parametros recomendados (ou seja, RICC e RPD quando a citoB néo é
utilizada; e IPBC ou IR com o uso da citoB).

e Paratodos os protocolos, é importante demonstrar que a proliferacéo celular
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ocorreu nas culturas controle e tratada, e que a extensao da citotoxicidade

induzida pela substancia teste foi avaliada em todas as culturas nas quais 0s
MN foram quantificados.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

ApoOs coleta e coloracao das células, a frequéncia de MN deve ser analisada em
pelo menos 2000 células binucleadas para cada concentracdo testada e no grupo
controle, igualmente divididas entre as replicatas, caso sejam utilizadas. Se houver
disponibilidade de um numero menor que esse para quantificacdo em cada
concentracao, e se nao for detectado um aumento significativo nos MN, o ensaio deve
ser repetido usando mais células ou concentracdes de menor citotoxicidade. Células
binucleadas com formas irregulares ou onde os dois nucleos diferem muito em tamanho
nao devem ser incluidas na contagem.

Uma substancia teste pode ser considerada claramente positiva se, em
gualquer uma das condi¢des experimentais analisadas:

e Pelo menos uma das concentracdes de teste apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparagdo ao controle negativo
concorrente;

e O aumento for concentracdo-dependente em pelo menos uma condi¢do
experimental testada, quando avaliado com um teste de tendéncia
apropriado;

e Qualquer um dos resultados estiver fora da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson).

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste é considerada claramente negativa se, em todas as condicdes
experimentais examinadas:

e Nenhuma das concentracdes testadas apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparagcdo ao controle negativo
concorrente;

e N&o houver aumento concentracdo-dependente quando avaliado por um
teste de tendéncia apropriado;

e Todos os resultados estiverem dentro da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson);

Resultados negativos indicam que, nas condigBes experimentais testadas, a
substancia teste ndo induz quebras cromoss6micas e/ou ganho ou perda de
cromossomos. Nao ha exigéncia de verificacdo de uma resposta claramente positiva ou
claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta ndo é claramente negativa ou positiva, e
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a fim de auxiliar na determinacéo da relevancia bioldgica de um resultado (por exemplo,

um aumento fraco ou limitrofe), pode ser necessario analisar mais células ou repetir 0
experimento com condi¢Bes experimentais modificadas. Se, mesmo apos investigacdes
mais aprofundadas, nao for possivel alcangar uma concluséo de que a substancia teste
leva a resultados positivos ou negativos, o resultado serd considerado equivoco e,

portanto, o estudo ndo sera incluido na analise do WoE.

7.2.2.2 Ensaios in vivo

Esses ensaios séo relevantes para 0os casos em que a identificacdo da acéo
mutagénica depende do metabolismo in vivo, da farmacocinética e dos processos de
reparo e de sintese translesdo de DNA, apesar da variagdo que pode ocorrer entre
espécies, entre tecidos e entre os tipos de danos ao DNA. Assim, diferentes respostas
genotdxicas podem ser obtidas utilizando diferentes espécies. De modo geral, um
ensaio in vivo para mutagcdes génicas € util para uma investigacdo mais aprofundada de
um efeito mutagénico detectado por um sistema in vitro, assim como para acompanhar
resultados de testes usando outros desfechos in vivo (ECHA, 2017).

A fim de atender aos principios dos 3Rs (Reduce, Replace, Refine), a
combinacéo de estudos de genotoxicidade in vivo ou a integracéo de tais estudos em
estudos de toxicidade apds exposicao repetida, sempre que possivel e cientificamente
justificada, é fortemente encorajada. E possivel investigar dois ou mais desfechos em
um Unico estudo in vivo, economizando assim recursos e reduzindo o ndmero de
animais utilizados. Por exemplo, 0 ensaio cometa e o teste de micronucleo in vivo
podem ser combinados em um Unico estudo agudo, embora seja necesséria alguma
modificagdo dos tempos de exposicdo e amostragem. Esses mesmos desfechos
também podem ser investigados em integracdo a estudos de toxicidade por dose
repetida (por exemplo, de 28 dias) (ECHA, 2017). Ainda, conforme sera abordado no
topico especifico, o ensaio Pig-a (OECD 470) também pode ser integrado em estudos
de toxicidade por dose repetida e diferentes protocolos existem para combina-lo com
os testes de micronudcleo e ensaio cometa.

Para garantir que seja mantido ao minimo o nimero de animais utilizados nos
testes de genotoxicidade em células somaticas, machos e fémeas ndo devem ser
automaticamente usados. De acordo com diretrizes padréo, testar em apenas um sexo
€ possivel quando os dados disponiveis sobre a substéancia teste, incluindo, por
exemplo, dados de estudo preliminar de selecdo de doses, ndo demonstram diferencas
relevantes relativas ao sexo (como na toxicidade sistémica, toxicidade de érgéo-alvo,
metabolismo ou biodisponibilidade) (ECHA, 2017).

E importante considerar que alguns dos ensaios in vivo aqui descritos utilizam
protocolos limitados a avaliagdo em um tecido especifico (a medula 6ssea nos ensaios
de aberracdo cromossbmica, por exemplo). JA os ensaios de mutacdo génica em
células somaticas e germinativas de roedores transgénicos e 0 ensaio cometa

empregam métodos que possibilitam que qualquer tecido (contendo células nucleadas)
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de um animal pode, em teoria, ser examinado quanto a efeitos no material genético.

Isso permite a andlise de tecidos-alvo distantes (incluindo células germinativas) e
tecidos no local de contato (ou seja, pele, epitélio do trato respiratério ou
gastrointestinal). No entanto, podem existir diferencas quanto ao numero e tipo de
tecidos para os quais o0 uso de um teste especifico foi cientificamente validado (ECHA,
2017).

I. Ensaios in vivo de mutacdo génica

Para os ensaios in vivo, conforme recomendado pelas diretrizes da OECD, é
importante que os estudos regulatérios considerem as vias em que se espera exposicao
humana. Contudo, para fins de avaliagdo do peso da evidéncia, estudos conduzidos por
todas as vias seréo incluidos na analise para a conclusao sobre o potencial mutagénico

da substancia.

a) Ensaios de mutacdo génica em células germinativas e somaéticas de
roedores transgénicos — Diretriz OECD 488

Consideragdes iniciais e limitagdes

Esse ensaio identifica substancias quimicas que induzem mutagbes ou
rearranjos cromossémicos em genes repoérteres de camundongos ou ratos
transgénicos, os quais possuem multiplas cépias de plasmideos ou fagos integrados ao
cromossomo, tanto em células somaticas quanto germinativas. As mutagfes sao
medidas pela recuperacao do transgene e andlise do fenétipo do gene repérter em
bactérias. As mutacées pontuadas nos ensaios de mutacado lacl, laczZ, cll e gpt
consistem principalmente em substituicdo de pares de bases, deslocamento de quadro
de leitura e pequenas insercdes/delecdes. A proporgao relativa desses tipos de mutacao
entre as mutacfes espontaneas € semelhante a observada no gene endégeno Hprt.
Delecbes maiores e rearranjos cromossodmicos sé podem ser detectados com o0s
modelos Spi e plasmideo lacZ.

E importante destacar ainda que o0s ensaios descritos nesse topico s&o
adequados para a investigacdo de mutacdo génica em células germinativas masculinas,
nas quais o tempo e a cinética da espermatogénese sdo bem definidos. Nas células
femininas, os baixos numeros de Ovulos disponiveis para analise, mesmo apés
superovulagdo, e o fato de ndo haver sintese de DNA nos ovdcitos, impedem a

determinagéo da mutag¢édo usando ensaios transgénicos.

Principio do teste

O experimento basicamente envolve a exposicdo do rato ou camundongo
transgénico a substancia teste por determinado tempo e pela via de escolha. Essa etapa
de administracdo € seguida pelo tempo de manifestacédo, tempo de fixacdo ou tempo de
expressao, isto €, um periodo durante o qual les6es de DNA néo reparadas sao fixadas

em mutacdes estaveis. Em seguida, no tempo de amostragem, o animal sofre eutanasia
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e tem o seu DNA gendmico isolado do(s) tecido(s) de interesse e purificado. A FM é

calculada por meio da divisdo do niumero de placas/plasmideos contendo mutac¢des no
transgene pelo numero total de placas/plasmideos recuperados da mesma amostra de
DNA.

Detalhamento do método

Os animais transgénicos mais utilizados para esse ensaio sdo: camundongos
com bacteriéfago contendo um gene repérter lacZ (MutaMouse); camundongos com
plasmideo lacZ; camundongos e ratos com genes delta gpt (gpt e Spi—); camundongos
e ratos com gene reporter lacl (Big Blue).

A administracdo deve ser efetuada por uma via representativa da exposicao
humana, em um regime de dose repetida, com tratamentos diarios por um periodo de
28 dias. As alteracdes nesse periodo padrdo devem ser cientificamente embasadas e
justificadas na descricdo do protocolo. As doses utilizadas nesse ensaio devem ser
escolhidas com base em um estudo de sele¢édo de doses — conduzido pela mesma via
de exposi¢cdo — ou nos resultados de estudos de toxicidade subaguda pré-existentes.
Deve-se abranger uma faixa a partir de pouca ou nenhuma toxicidade até a dose
méaxima tolerada (DMT). Vale ressaltar que um estudo completo com trés niveis de dose
pode ndo ser necessario, caso seja verificado no momento da selecdo das doses que
um regime de tratamento na dose limite ndo produz efeitos toxicos observaveis; e que
a genotoxicidade néo é esperada com base em dados de substancias estruturalmente
relacionadas. Essa dose limite é de 1000 mg/kg de peso corporal/dia, para o periodo
padrdo de tratamento (28 dias). Para periodos de 14 dias ou menos, devidamente
justificados, a dose limite é de 2000 mg/kg peso corporal/dia.

Duas variaveis criticas a serem definidas no ensaio sédo: 1) o tempo de
amostragem — o qual é determinado pelo periodo necesséario para a fixagdo das
mutacdes; 2) e o tecido a ser coletado — definido com base em fatores como via de
administracdo ou local de primeiro contato, parédmetros farmacocinéticos de
distribuicdo/ acumulacéo tecidual e mecanismo de agédo da substancia. O tempo de
amostragem é especifico para cada tecido e parece estar relacionado ao tempo de
turnover da populacgéao celular. Com base nisso, para células somaticas, uma abordagem
adequada para englobar a medicdo de FM tanto em tecidos de proliferacdo rapida
guanto lenta seria 28 dias de tratamento consecutivos, com amostragem em 28 dias
apos o tratamento final (28 + 28 dias). A coleta de tecidos em trés dias ap6s o tratamento
final (ou seja, 28 + 3 dias), conforme recomendado nas versfes anteriores dessa
diretriz, continua sendo um periodo de amostragem valido quando nao sao necessarios
dados de células germinativas.

Quanto as células germinativas masculinas, elas podem ser coletadas como
espermatozoides maduros (na porcdo caudal do epididimo) ou como células

germinativas em desenvolvimento (nos tubulos seminiferos). O tempo para a
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progressdo do desenvolvimento de células germinativas desde células-tronco

espermatogoniais expostas até espermatozoides maduros que atingem o epididimo
caudal é de aproximadamente 49 dias em camundongos e 70 dias em ratos. Desse
modo, ndo se deve realizar a amostragem de espermatozoides caudais de
camundongos e ratos utilizando o regime de 28 + 3 dias, pois nesse intervalo de
amostragem sera coletada uma populacdo de células germinativas que nado sofreu
replicacdo de DNA durante a exposicdo e, portanto, ndo serdo obtidos dados
significativos de mutagenicidade. Assim, tal amostragem deve ser realizada, no minimo,
em 49 (camundongo) ou 70 (ratos) dias apés o término dos 28 dias de exposicdo, nos
casos em que € importante avaliar mutacdes nas espermatogonias.

Ja as células germinativas coletadas nos tubulos seminiferos compreendem
uma populacao mista de espermatogbnias, espermatocitos e espermatides. Embora
resultados positivos verificados nas células germinativas tubulares apos um regime de
28 + 3 dias sejam informativos, um resultado negativo apds esse mesmo regime €
insuficiente para excluir o potencial mutagénico de um composto, porque apenas uma
fracdo limitada das células germinativas coletadas foi exposta durante a fase
proliferativa da espermatogénese. Assim, em camundongos por exemplo, o regime de
28 + 28 dias permite a avaliacdo de mutagcbes em uma populacdo de células
germinativas que recebeu 99,6% dos 28 dias de tratamento durante a fase proliferativa
da espermatogénese (sendo apenas 42,2% no regime 28 + 3 dias). Em ratos, devido a
maior duracdo da espermatogénese, esse regime de 28 + 28 dias permite a avaliagéo
de mutagbes em uma populacdo de células que recebeu 80,3% dos 28 dias de
tratamento durante a fase proliferativa da espermatogénese (sendo apenas 21,6% com
o regime 28 + 3 dias). Entdo, embora o regime de 28+28d forne¢a em ratos um menor
grau de exposicdo da fase proliferativa comparado aos camundongos, tal protocolo é
considerado adequado para a avaliagdo da mutagénese em células germinativas de
ambas as espécies. Entretanto, o impacto dessa exposicao potencial total inferior em
ratos deve ser considerado ao avaliar os resultados obtidos com esse protocolo.

A utilizacdo de intervalos de amostragem diferentes de 28 dias também pode
ser aceitavel, desde que seja considerado e cientificamente justificado o impacto da
utilizacdo de um tempo de amostragem inferior a 28 dias, o que acarreta a reducéo do
grau de exposi¢cdo dos estagios de proliferacdo de células germinativas, tanto para
camundongos quanto para ratos. Nos casos em que se deve coletar e/ou testar tanto
células sométicas quanto germinativas, o regime 28 + 28 dias permite o teste de
mutacdes em tecidos somaticos e em células germinativas tubulares dos mesmos
animais.

Por fim, com relacdo aos métodos de medicdo, h4 recomendacdes especificas
referenciadas para a deteccdo de mutantes em cada um dos modelos transgénicos
citados anteriormente, que devem seguir as descricbes das referéncias citadas pela

Diretriz OECD 488. Vale ressaltar que o nimero ideal de placas ou colénias por amostra
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de DNA é determinado pela probabilidade estatistica de deteccdo de um numero

suficiente de mutantes em dada FM espontanea. Em geral, é necesséario no minimo
125.000 a 300.000 placas, se a FM espontanea for da ordem de 3 x 10°.

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado
aceitavel:

o Deve-se incluir, em cada ensaio, controles concorrentes negativos (solvente)
e positivos. Controles positivos concorrentes devem induzir respostas
compativeis com o controle histérico positivo e devem produzir um aumento
estatistcamente  significativo quando comparado ao controle negativo
concorrente. Em casos de comprovada competéncia e uso rotineiro desses
ensaios pelo laboratorio, é possivel a utilizacdo de DNA proveniente de
controles positivos anteriores, desde que obtidos da mesma espécie e
tecidos de interesse. Controles negativos, tratados apenas com solvente ou
veiculo, devem ser incluidos em cada amostragem e seus dados devem ser
considerados aceitaveis para adicdo a base de dados de controle histérico do
laboratorio.

e Utilizacdo de grupos com no minimo cinco animais. No entanto, se o poder
estatistico for insuficiente, o nimero de animais deve ser aumentado
conforme requerido.

e Analise de um nimero adequado de niveis de dose, de animais por dose e
de unidades formadoras de placas (ufp) ou unidades formadoras de col6nias
(ufc); além da sele¢édo adequada do tempo de amostragem, do tecido a ser
coletado e da via de administracdo, conforme detalhamento acima descrito.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

A avaliacdo da significancia biolégica deve ser primeiramente considerada.
Entretanto, testes estatisticos podem ser utilizados como ferramenta para avaliagcdo dos
resultados. Nos testes estatisticos, deve-se considerar o animal como unidade
experimental. No relatério, devem ser incluidos: 1) nimero total de ufp ou ufc; 2)
namero de mutantes e a FM para cada tecido de cada animal. Caso seja executado o
sequenciamento de DNA, os resultados devem ser apresentados para cada mutante
analisado, bem como os calculos de FM resultantes para cada animal e tecido.

Uma substéncia teste pode ser considerada claramente positiva se todos os

critérios a seguir forem atendidos em um determinado tecido:

e Pelo menos um dos grupos expostos apresentar um aumento
estatisticamente significativo na FM em comparagdo ao controle negativo
concorrente;

e O aumento na FM for dose-dependente quando avaliado com um teste de
tendéncia apropriado (ndo aplicavel ao ensaio limite);
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e O aumento na FM de qualquer grupo exposto estiver fora do limite superior

da distribui¢cdo apropriada de controle negativo histérico.

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste € considerada claramente negativa se todos os critérios a seguir
forem atendidos em todas as condi¢cdes experimentais examinadas:

e Nenhum dos grupos expostos apresentar um aumento estatisticamente

significativo na FM em comparac¢ao ao controle negativo concorrente;

¢ Na&o for observado aumento dose-dependente quando avaliado por um teste

de tendéncia apropriado;

e Todos os resultados estiverem dentro dos limites superior e inferior da

distribuicdo dos dados de controle negativo historico;

e Ha evidéncias de adequada exposi¢éo do tecido-alvo a substancia teste ou

aos seus metabolitos.

Resultados negativos indicam que, nas condigbes experimentais testadas, a
substancia teste ndo induz mutacdo génica no tecido analisado. Evidéncias de
exposicao do tecido-alvo a substancia teste ou aos seus metabolitos podem ser obtidas
a partir de dados de toxicidade geral (por exemplo, reducdo do peso corporal/ peso
6rgao), ou de dados morfoldgicos ou histopatolégicos obtidos a partir de analises no
mesmo estudo, ou em estudos de toxicidade comparaveis, ou ainda em outros estudos
de genotoxicidade in vivo. Alternativamente, dados toxicocinéticos, obtidos no mesmo
estudo ou em um estudo independente usando a mesma via de administracdo e a
mesma espécie animal, podem ser usados para comprovar a exposi¢ao tecidual.

Nao ha exigéncia de verificacao adicional para uma resposta claramente positiva
ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta ndo é claramente negativa ou positiva, ou
no caso de um resultado positivo na Unica dose utilizada num teste limite, e a fim de
auxiliar na determinacé@o da relevancia biolégica de um resultado (por exemplo, um
aumento fraco ou limitrofe), investigacBes adicionais dos experimentos existentes
podem ser necessarias. Isso inclui a analise de mais placas ou colénias mutantes e a
analise de mais animais. Caso isso ainda seja insuficiente para concluir que uma
resposta € positiva ou negativa, podera ser necessario repetir o ensaio utilizando
condicbes experimentais modificadas. Adicionalmente, pode ser Uutil realizar o
sequenciamento de DNA das placas mutantes para determinar se existe uma alteracdo
no espectro de mutacao induzida pela substancia teste. Isto €, diferencas no espectro
de mutacdo entre as colbnias mutantes verificadas nos grupos exposto e controle
negativo podem dar suporte a um efeito mutagénico. Tal sequenciamento pode também
ajudar a identificar mutagfes jackpot (ocorréncia de um grande nimero de mutantes

gue surgem por meio de expansao clonal a partir de uma Unica mutagéo).
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Se, mesmo apoés investigacdes mais aprofundadas, ndo for possivel alcancar

uma conclusdo de que a substancia teste leva a resultados positivos ou negativos, o
resultado sera considerado equivoco e, portanto, o estudo nédo sera incluido na anélise
do WoE.

b) Ensaio de mutacao no gene Pig-a em eritrécitos de mamiferos — Diretriz
OECD 470

Consideracdes iniciais e limitacdes

Esse ensaio utiliza um gene enddgeno de mamiferos — fosfatidilinositol glicano
classe A (phosphatidylinositol glycan class A — Pig-a) — como repérter da mutagéo
génica em células somaticas. Ele é capaz de detectar mutacdes induzidas (em sua
maioria, substituicbes de pares de bases e deslocamento de quadro de leitura) em
células precursoras eritréides, as quais em roedores adultos s&o encontradas
principalmente na MO.

Em atendimento aos principios dos 3Rs, esse ensaio pode ser facilmente
integrado a outros protocolos de exposi¢ao repetida, tais como: estudos de toxicidade
repetida por 28 dias (OECD 407 e OECD 412); ensaio de mutag&o génica em roedores
transgénicos (OECD 488); e estudos de toxicidade subcrbnica (OECD 408 e OECD
413). Ainda, o ensaio Pig-a e o teste de micronucleo em eritrécitos podem ser integrados
em um experimento Unico, umavez que apenas pequenos volumes de sangue periférico
sd0 necessarios para a analise de cada desfecho. Assim, tanto a clastogenicidade/
aneugenicidade (teste de micronucleo) quanto a mutacdo génica (ensaio Pig-a) podem
ser avaliadas no mesmo estudo.

O ensaio Pig-a é sensivel tanto a mutagenos de acao direta, quanto aqueles que
requerem ativacdo metabdlica para induzir mutacédo (ou seja, promutagenos). Contudo,
esse ensaio ndo € aplicavel para avaliar a mutagenicidade de compostos que nao
alcancam a medula 6ssea. Ou seja, em geral, o ensaio Pig-a ndo é capaz de investigar

a genotoxicidade no local de primeiro contato.

Principio do teste

A proteina codificada pelo gene Pig-a € necessaria na biossintese de ancoras
de glicosilfosfatidilinositol (GPI) presentes na membrana celular. Dos aproximadamente
30 genes envolvidos na sintese de GPI, Pig-a é o Unico localizado no cromossomo X e,
como ha apenas um cromossomo X em machos e um cromossomo X funcional em
fémeas, uma Unica mutacdo tem o potencial de inativar o produto desse gene,
resultando em células deficientes em ancoras GPI e nas suas proteinas ancoradas.
Assim, animais machos e fémeas sao igualmente sensiveis a indu¢cdo de mutacdo no
gene Pig-a.

Eritrécitos e reticulécitos do sangue periférico sdo analisados por citometria de
fluxo para o fenétipo mutante Pig-a (ou seja, perda de ancoras de GPI), por meio da

marcacdo com anticorpos conjugados com fluorocromo para deteccdo de proteinas
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ancoradas em GPI. Assim, as células mutantes Pig-a ndo apresentardo marcagao

fluorescente, enquanto as células Pig-a do tipo selvagem apresentardo fluorescéncia.
Tanto a populacdo de reticuldcitos quanto de eritrocitos total devem ser
avaliadas quanto ao fendtipo mutante. Frequéncias aumentadas de reticulécitos
mutantes (MUT RET) aparecem mais cedo na circulacdo sanguinea periférica em
comparacgao aos eritrocitos mutantes (MUT RBC). Ainda assim, é importante quantificar
ambos os tipos celulares porque MUT RBC representam um importante indicador
confirmatério tardio de mutacdo. A demonstracdo da mutacdo em ambos representa a
evidéncia mais forte de atividade mutagénica induzida pela substancia teste e os
regimes de exposicdo e amostragem sanguinea foram delineados para proporcionar
tempo suficiente para tanto MUT RET quanto MUT RBC sofrerem aumento induzido

pela exposi¢cdo a compostos mutagénicos.

Detalhamento do método

A administracdo deve ser conduzida por uma via representativa da exposicao
humana, na qual se garanta o alcance do tecido alvo (medula 6ssea) pela substancia
teste. Entao, recomenda-se a utilizacdo da via oral (por gavagem, alimentos ou agua).
As demais vias de administracdo (tépica, subcuténea, intravenosa, inalatoria,
intratraqueal, implantacéo) podem ser empregadas quando justificadas cientificamente.

As doses utilizadas devem ser escolhidas com base em um estudo de selegcéo
de doses — conduzido no mesmo laboratdrio, usando a mesma espécie, linhagem e sexo,
pela mesma via e regime de exposi¢éo usados no estudo principal; ou nos resultados de
estudos de toxicidade subaguda pré-existentes. A fim de se obter informagfes sobre
dose-resposta, o estudo completo deve incluir um grupo controle negativo concorrente
e, no minimo, trés niveis de dose geralmente separados por um fator de 2, mas nao
superior a 4. Para compostos que nao induzem toxicidade, ou que nao sao limitados
por outros fatores (por exemplo, palatabilidade para administracdo via dieta ou agua), a
maior dose administrada por um periodo igual ou superior a 14 dias deve ser de 1000
mg/kg p.c./dia; e para periodos inferiores a isso deve ser de 2000 mg/kg p.c./dia. Porém,
se for verificada toxicidade, deve-se utilizar a DMT e doses inferiores até niveis que
causem pouca ou nenhuma toxicidade.

A maior dose também pode ser definida com base na toxicidade para a medula
0ssea. Quando esta evidéncia é fornecida por uma reducao na média do %RET (relativo
a média do controle negativo concorrente medido, por exemplo, com amostras de
sangue de 1-3 dias ap6s um esquema de dosagem de 28 dias), a reducdo deve ser
estatisticamente significativa, mas idealmente ndo deve exceder 80%. Isto ocorre
porgue novos eritrécitos precisam ser gerados para manifestar um efeito induzido pela
substancia teste.

Vale ressaltar que um estudo completo com trés niveis de dose pode nao ser
necessario caso se verifique, a partir da avaliacdo de outros dados, que um regime de

exposicao na dose limite ndo produz efeitos toxicos observaveis, incluindo nenhuma
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reducéo da proliferacdo da medula 6ssea ou outra evidéncia de citotoxicidade do tecido

alvo; e que a genotoxicidade néo é esperada com base em dados de estudos in vitro e
de substancias estruturalmente relacionadas. Essa dose limite também é de 1000 mg/kg
de peso corporal/dia, quando o tratamento dura 14 dias ou mais; e de 2000 mg/kg peso
corporal/dia, para periodos inferiores a 14 dias. No caso de exposi¢do inalatéria, as
concentracoes limite sdo 20 mg/L, 5 mg/L ou 20000 ppm para vapores, aerossois e
gases, respectivamente.

Quanto ao regime de exposicdo e amostragem, recomenda-se um protocolo de
dose repetida por 28 dias consecutivos, com coleta de sangue periférico (menos de
cerca de 300 pl) pelo menos uma vez, dentro de um periodo de horas a dias apds o
término da exposicdo (por exemplo, entre os dias 28-31). Podem ser utilizados
esquemas alternativos, se cientificamente justificados, especialmente nos casos em
qgue facilitam a integracdo com outros estudos toxicologicos ou a combina¢cdo com
outros testes de genotoxicidade.

Deve-se registrar os sinais clinicos diariamente e verificar a morbi-mortalidade,
no minimo, duas vezes ao dia. Dados de pesagem e consumo de alimentos devem ser

registrados, no minimo, semanalmente.

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado
aceitavel:
e Deve-se utilizar grupos de, no minimo, 6 animais, se somente um dos

sexos for empregado. Caso dados prévios indiquem diferencas relevantes
entre machos e fémeas (por exemplo, na toxicidade sistémica, no
metabolismo e na biodisponibilidade), € indicada a realizacdo do estudo em
ambos 0s sexos, com um minimo de 6 animais/ sexo/ grupo.

e Deve-se incluir grupos controle negativo concorrentes em cada intervalo de
amostragem e suas frequéncias de MUT RET e MUT RBC devem ser
consistentes com a distribuigc&o histérica de controle negativo.

e Quando utilizados, grupos controle positivo concorrentes devem induzir um
aumento estatisticamente significativo em comparac¢ao ao controle negativo
concorrente. Todavia, controles positivo concorrentes podem ser
dispensados quando a proficiéncia do laboratério for devidamente
comprovada, com estabelecimento de uma faixa de controle histérico.

o PadrBes biologicos de citometria de fluxo devem ser incluidos em cada
analise, representando um tipo util de controle analitico compativel com os
principios 3R.

o Deve-se seguir adequadamente o regime de exposicdo e amostragem,
utilizando via de exposicdo e niveis de dose indicados, com base nos
critérios de dose maxima supracitados.

e Deve-se analisar um nimero apropriado de MUT RBC e MUT RET (em geral,
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um minimo de 1-3 x 10° eritrécitos e 1-3 x 10° reticulécitos por animal em
cada intervalo de amostragem).

o Deve-se fornecer evidéncias de que a substancia teste alcancou a medula
0ssea, como: deteccao de niveis plasmaticos da substancia teste e/ou do(s)
seu(s) metabdlito(s); alteracdes significativas (aumento ou reducdo) no
%RET em relacdo ao grupo controle negativo concorrente, indicando
toxicidade da medula 6ssea; ou dados toxicocinéticos, obtidos em um estudo
independente utilizando a mesma via de administracdo e a mesma espécie
(ou uma espécie diferente, desde que justificado), podem ser utilizados para

demonstrar a exposicdo da medula éssea.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

Deve-se informar separadamente o nimero e a frequéncia de reticulécitos,
eritrécitos, MUT RET e MUT RBC quantificados para cada animal em cada intervalo de
amostragem. Além disso, deve-se também relatar dados sobre toxicidade geral e sinais
clinicos.

Com relacdo a interpretacdo dos resultados, uma substancia teste pode ser
considerada claramente positiva se todos os seguintes critérios forem atendidos:

e Pelo menos um dos grupos expostos apresentar um aumento

estatisticamente significativo em ambas as frequéncias de MUT RET e MUT
RBC em comparagédo ao controle negativo concorrente;

e O aumento for dose-dependente, por exemplo quando avaliado com um
teste de tendéncia adequado (ndo aplicavel ao teste limite);

e As frequéncias de MUT RET e MUT RBC de qualquer um dos grupos
expostos (em qualquer intervalo de amostragem) excedem o limite superior
da distribuicdo dos dados de controle negativo historico.

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste é considerada claramente negativa se todos 0s seguintes critérios
forem atendidos em todas as condigbes experimentais examinadas:

e Nenhum dos grupos expostos apresenta um aumento estatisticamente
significativo nas frequéncias de MUT RET e MUT RBC em comparagéo ao
controle negativo concorrente;

e N&o ha aumento dose-dependente em nenhuma das respostas de
frequéncia de mutacdo, quando avaliadas por um teste de tendéncia
apropriado (ndo aplicavel ao teste limite);

¢ Nenhuma das frequéncias de MUT RET ou MUT RBC em qualquer grupo
exposto excede o limite superior da distribuicdo dos dados de controle
negativo historico;

o Ha evidéncias de adequada exposicao da medula 6ssea a substancia teste.

Resultados negativos indicam que, nas condi¢cbes experimentais testadas, a 50
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substancia teste ndo induz mutacdo no gene Pig-a. Nao h& exigéncia de verificagdo de

uma resposta claramente positiva ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta nao € claramente negativa ou positiva, e
a fim de auxiliar na determinacdo da relevancia biolégica de um resultado, pode ser
necessario analisar mais células ou repetir o experimento com condicdes experimentais
modificadas (diferentes linhagens, via de administracdo, intervalo de amostragem,
dentre outros). Se, mesmo apdés investigacdes mais aprofundadas, ndo for possivel
alcancar uma concluséo de que a substancia teste leva a resultados positivos ou
negativos, o resultado sera considerado equivoco e, portanto, o estudo ndo sera
incluido na analise do WoE.

Il. Ensaios in vivo de danos cromossdmicos

a) Teste de micronucleo em eritrocito de mamiferos — Diretriz OECD 474
Consideracdes iniciais e limitagdes

Esse teste € utilizado na deteccdo de substancias quimicas que causam danos
citogenéticos, os quais resultam na formacao de MN em eritrécitos coletados na medula
Ossea (geralmente medidos em eritrécitos imaturos) ou no sangue periférico dos animais
(geralmente medidos em reticulocitos). A deteccdo de MN é facilitada nessas células
por serem anucleadas. Os MN podem se originar a partir de cromossomos inteiros ou
de seus fragmentos. O aumento na frequéncia de eritrdcitos imaturos micronucleados
em animais tratados indica, portanto, a ocorréncia de eventos clastogénicos (detec¢éo
de MN sem centrébmeros) ou aneugénicos (deteccdo de MN com centrdmeros)
induzidos pela substancia teste. A diferenciagdo desses eventos pode ser feita por meio

de FISH e coloracéo para DNA centromérico.

Principio do teste

Esse teste consiste basicamente na exposi¢cdo dos animais a substancia teste
por via apropriada e, ap6s um periodo adequado para que ocorra a inducéo da formacao
de MN, é efetuada a coleta das células da medula 6ssea (por meio da eutanasia dos
animais) ou do sangue periférico (por meio de coleta simples). Em seguida, é feita a
preparacao, coloracédo e analise dessas células, por meio de microscopia ou de forma
automatizada (citometria de fluxo, citometria por varredura a laser ou plataformas de

andlise de imagem).

Detalhamento do método

Esse ensaio deve ser conduzido preferencialmente em roedores, com a
possibilidade de emprego de outros mamiferos, quando devidamente justificado. A
administracdo deve ser conduzida por uma via representativa da exposi¢cdo humana,
sendo a via oral por gavagem a mais comum. As doses utilizadas devem ser escolhidas
com base em um estudo de sele¢cdo de doses — conduzido no mesmo laboratério,

usando a mesma espécie, linhagem e sexo, pela mesma via de exposi¢ao e regime de
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tratamento usados no estudo principal; ou nos resultados de estudos de toxicidade

subaguda pré-existentes.

A fim de se obter informacgOes sobre dose-resposta, o estudo completo deve
incluir um grupo controle negativo e, no minimo, trés niveis de dose, geralmente
separados por um fator de 2, mas ndo superior a 4. Se for demonstrado, no estudo
preliminar de selecdo de doses ou em dados toxicologicos pré-existentes, que a
substéncia teste ndo produz toxicidade, a maior dose administrada por um periodo igual
ou superior a 14 dias deve ser de 1000 mg/kg peso corporal/dia; e para periodos inferiores
a 14 dias, deve ser de 2000 mg/kg peso corporal/dia. Porém, se for verificada toxicidade,
deve-se utilizar a DMT e doses inferiores até niveis que causem pouca ou nenhuma
toxicidade.

Vale ressaltar que um estudo completo com trés niveis de dose pode nao ser
necessario, caso seja verificado no momento da selecdo das doses que um regime de
tratamento na dose limite ndo produz efeitos tdéxicos observaveis, incluindo nenhuma
reducéo da proliferacdo da medula 6ssea ou outra evidéncia de citotoxicidade do tecido
alvo; e que a genotoxicidade néo é esperada com base em dados de estudos in vitro e
de substancias estruturalmente relacionadas. Essa dose limite também é de 1000 mg/kg
de peso corporal/dia, quando o tratamento dura 14 dias ou mais; e de 2000 mg/kg peso
corporal/dia, para periodos inferiores a 14 dias.

A maior dose também pode ser definida com base na citotoxicidade, verificada
por exemplo pela reducdo na proporcdo de eritrécitos imaturos (eritrocitos
normocromaticos) em relacéo ao total de eritrécitos na medula 6ssea ou no sangue
periférico, devendo essa reducdo ser superior a 50%, mas nao inferior a 20% do valor
verificado para o grupo controle. Para exposi¢éo igual ou inferior a 5 dias, a maior dose
pode ser definida como aquela que provoca uma reducao estatisticamente significativa
na proporgao de eritrocitos imaturos positivos para CD71 entre os eritrocitos totais, mas
néo para menos que 5% do valor de controle.

Com relagdo ao esquema de tratamento, é possivel a ado¢do de uma das trés
opc¢Oes abaixo:

e Tratamento Unico seguido por coleta de: a) medula éssea, pelo menos duas
vezes (de grupos independentes de animais), com inicio apos 24 horas, mas
sem exceder 48 horas pds-tratamento; ou b) sangue periférico, pelo menos
duas vezes (do mesmo grupo de animais), com inicio apés 36 horas, mas
sem exceder 72 horas pés-tratamento.

e 2 tratamentos diarios, em intervalos de 24 horas, seguidos por coleta de: a)
medula 6ssea, uma vez entre 18 e 24 horas poOs-tratamento final, ou b)
sangue periférico, uma vez entre 36 e 48 horas pés-tratamento final.

e Trés ou mais tratamentos diarios, em intervalos de aproximadamente 24
horas, seguidos por coleta de: a) medula éssea, no maximo 24 horas pos-
tratamento final;, ou b) sangue periférico, no maximo 40 horas pos-
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tratamento final.

O tamanho dos MN pode ser um indicativo do modo de acdo da substancia-
teste, pois, para substancias clastogénicas, espera-se a formacéo de MN pequenos, de
didmetro 4 vezes inferior ao do nucleo da célula; enquanto substancias aneugénicas
levam a formagdo de MN maiores. Entretanto, a identificagdo da natureza dos MN
(cromossomo ou fragmento cromossdmico) para uma adequada determinacdo do seu
mecanismo de inducdo — devido a atividade clastogénica e/ou aneugénica — deve ser
conduzida por métodos mais efetivos como: marcacdo com anticorpos anti-cinetocoro,
FISH com sondas de DNA pancentromérico ou marcag¢do in situ com primers

especificos para pancentrémero, juntamente com contracoloracdo de DNA apropriada.

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado
aceitavel:
e Deve-se utilizar grupos de, no minimo, 5 animais por sexo, com adi¢do

de controles positivos e negativos concorrentes em cada grupo.

e Controles positivos concorrentes devem induzir respostas compativeis com
o controle histérico positivo e devem produzir um aumento significativo
guando comparado ao controle negativo concorrente.

e Controles positivos podem ser dispensados quando a proficiéncia do
laboratério for demonstrada, com estabelecimento de uma faixa de controle
histérico. Nesses casos, todavia, deve-se incluir em cada experimento
controles de quantificacdo, por meio da inclusdo de laminas fixadas e nédo
coradas ou amostras de células em suspensdo. E aceitavel que o controle
positivo seja administrado em um esquema de tratamento e por uma via
diferentes da substancia teste.

e Controles negativos podem ter amostragem Unica, correspondente ao
primeiro tempo de amostragem usado no estudo, caso sejam observadas no
controle histérico frequéncias de células com micronucleos e variabilidade
interanimal consistentes. O namero de micronucleos do controle negativo
concorrente deve estar dentro do controle histérico.

e Deve-se proceder com a selecao adequada do nimero de células analisadas
e de doses testadas, com base nos critérios de dose méaxima supracitados.

e Deve-se incluir no relatério de estudo evidéncias de que a substancia
alcancou o tecido- alvo, como alteragcdes histopatoldgicas, alteragcbes
bioquimicas ou alteracbes na razdo entre eritrécitos imaturos
micronucleados e eritrécitos maduros micronucleados no grupo tratado
(espera-se uma propor¢cdo no grupo controle de 1:1). Alternativamente,
dados toxicocinéticos, obtidos em um estudo independente utilizando a
mesma via de administracdo e a mesma espécie, podem ser utilizados para

demonstrar a exposicdo da medula éssea.

Avaliacdo do potencial mutagénico de agrotéxicos

Guia n°® 66/2023 — versao 2, de 11/12/2024

53




Analise e interpretacdo dos resultados

Deve-se definir a propor¢ao de eritrocitos imaturos para cada animal, por meio
da contagem de, no minimo, 500 eritrcitos na medula 6ssea e 2000 eritrécitos no
sangue periférico. Um minimo de 4000 eritrécitos imaturos por animal deve ser
guantificado quanto a incidéncia de eritrécitos imaturos micronucleados (eritrocitos
policromaticos). O numero de eritrocitos imaturos, o ndmero de eritrocitos imaturos
micronucleados e a proporcdo de eritrocitos imaturos devem ser informados
separadamente para cada animal analisado. Para tratamentos continuos de 4 semanas,
0 numero e a proporgdo de eritrcitos maduros micronucleados (eritrécitos
normocromaticos) também devem ser informados.

Com relacao a interpretacao dos resultados, uma substancia teste pode ser
considerada claramente positiva se:

e Pelo menos um dos grupos expostos apresentar um aumento
estatisticamente significativo na frequéncia de eritrocitos imaturos
micronucleados em comparacéo ao controle negativo concorrente;

e O aumento for dose-dependente em, pelo menos, um tempo de
amostragem, quando avaliado com um teste de tendéncia apropriado; e

e Qualquer um dos resultados estiver fora da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson).

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste € considerada claramente negativa se, em todas as condi¢cbes
experimentais examinadas:

e Nenhum dos grupos expostos apresenta um aumento estatisticamente
significativo na frequéncia de eritrOcitos imaturos micronucleados em
comparacao ao controle negativo concorrente;

¢ Nao ha aumento dose-dependente em qualquer tempo de amostragem,
quando avaliado por um teste de tendéncia apropriado;

e Todos os resultados estdo dentro da distribuicdo dos dados histéricos de
controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson); e

e Ha evidéncias de adequada exposicdo da medula 6ssea a substancia teste.

Resultados negativos indicam que, nas condi¢cdes experimentais testadas, a
substéncia teste ndo induz a formacdo de micronucleos nos eritrocitos imaturos da
espécie animal investigada. Nao ha exigéncia de verificagdo de uma resposta
claramente positiva ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta nao é claramente negativa ou positiva, e

a fim de auxiliar na determinacao da relevancia bioldgica de um resultado (por exemplo,
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um aumento fraco ou limitrofe), pode ser necessario analisar mais células ou repetir o

experimento com condi¢Bes experimentais modificadas. Se, mesmo apds investigacdes
mais aprofundadas, nao for possivel alcangar uma concluséo de que a substancia teste
leva a resultados positivos ou negativos, o resultado serd considerado equivoco e,

portanto, o estudo nado sera incluido na analise do WoE.

b) Teste de Aberracdo Cromossdémica na Medula Ossea de Mamiferos —
Diretriz OECD 475

Consideracdes iniciais e limitacdes

Este ensaio identifica substancias quimicas capazes de induzir — em células da
medula 6ssea de mamiferos — aberra¢cdes cromossémicas estruturais, as quais podem
ser de dois tipos: nos cromossomos ou nas cromatides, a depender do mecanismo de
acdo. A ocorréncia nas croméatides € mais frequente, enquanto nos cromossomos elas
sdo observadas apenas na metafase da primeira ou segunda divisao celular mitética,
pois as células que contém aberragdes geralmente séo perdidas nas divisdes celulares
subsequentes.

O aumento de poliploidias per se (incluindo endoreduplicacéo) nesse ensaio ndo
indica necessariamente um potencial aneugénico e pode ocorrer em decorréncia da
perturbagdo do ciclo celular ou da citotoxicidade. Logo, esse teste ndo é adequado para
medir aneuploidias. Ainda, a analise é direcionada a células da medula 6ssea e, portanto,
0 ensaio nao deve ser empregado caso nao haja evidéncia de que a substancia teste ou
seu metabdlito é capaz de alcangar esse tecido. Tal evidéncia deve estar descrita no

relatério do estudo apresentado.

Principio do teste

Este ensaio consiste na exposicao de animais a substancia teste por uma via de
exposicado apropriada, com posterior tratamento com Colcemid® ou colchicina —
substancias capazes de interromper o ciclo celular na fase de metafase. Apos
determinado intervalo, os animais sdo eutanasiados, as células da medula 6ssea sdo
coletadas e coradas e aquelas em metafase sdo analisadas quanto a aberragbes

cromossOmicas por microscopia.

Detalhamento do método

Esse ensaio deve ser conduzido preferencialmente em roedores, com a
possibilidade de emprego de outros mamiferos, quando devidamente justificado. No
relatorio desse teste, deve-se incluir os ensaios de verificacdo da proficiéncia do
laborat6rio, conforme disposto no item 9 da Diretriz OECD 475, ou dados do controle
histérico — com inclusdo de faixa e distribuicdo dos controles histéricos positivo e
negativo.

As doses utilizadas devem ser escolhidas com base em um estudo de selecdo

de doses — conduzido no mesmo laboratério, usando a mesma espécie, linhagem e

Avaliacdo do potencial mutagénico de agrotéxicos

Guia n°® 66/2023 — versao 2, de 11/12/2024

55




sexo, pela mesma via de exposicao e regime de tratamento usados no estudo principal,

ou nos resultados de estudos de toxicidade subaguda pré-existentes.

A fim de se obter informac¢des sobre dose-resposta, o estudo completo deve
incluir um grupo controle negativo e um minimo de trés niveis de dose, geralmente
separados por um fator de 2, mas néo superior a 4. Se for demonstrado no estudo
preliminar de selecdo de doses ou em dados toxicolégicos pré-existentes que a
substéncia teste ndo produz toxicidade, a maior dose para uma administracdo Unica
deve ser de 2000 mg/kg peso corporal. Porém, se for verificada toxicidade, deve-se
utilizar a DMT e doses inferiores até niveis que causem pouca ou henhuma toxicidade.

Vale ressaltar que um estudo completo com trés niveis de dose pode nao ser
necessario, caso seja verificado no momento da selecao das doses que um regime de
tratamento na dose limite ndo produz efeitos toxicos observaveis, incluindo nenhuma
reducéo da proliferacdo da medula 6ssea ou outra evidéncia de citotoxicidade do tecido
alvo; e que a genotoxicidade néo é esperada com base em dados de estudos in vitro e
de substéancias estruturalmente relacionadas. Essa dose limite é de 1000 mg/kg de peso
corporal/dia, quando o tratamento é superior a 14 dias; e de 2000 mg/kg peso
corporal/dia, para periodos de 14 dias ou menos.

Com relagéo ao esquema de tratamento, é feito por uma via representativa da
exposi¢cao humana e, normalmente, em dose Unica, a qual pode ser dividida em duas ou
mais administragbes no mesmo dia, com intervalos de 2-3 horas no maximo. As
amostras de medula 6ssea devem ser coletadas em dois momentos distintos: 12-18h
apos tratamento (tempo para completar 1,5 ciclo celular) e 24h apés a primeira
amostragem (nesse tempo, pode-se utilizar apenas a maior dose).

Na etapa de andlise, deve-se determinar o indice mitético como uma medida de
citotoxicidade em, pelo menos, 1000 células/animal para todos os animais tratados e
controle. Adicionalmente, aberracdes cromossémicas estruturais devem ser analisadas
em, no minimo, 200 metafases/animal; porém, se a resposta de fundo do controle
negativo historico for <1%, pode ser necessario avaliar mais células. Deve-se distinguir
entre a ocorréncia em cromossomos ou cromatides, com classificacdo por subtipos
(intervalos, trocas) e as células analisadas devem ter nimero de centrébmeros igual a

2nx2 (n é o numero haploide de cromossomos para essa espécie analisada).

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado
aceitavel:

e Utilizacdo de grupos com, no minimo, 5 animais por sexo e com adicao de
controles positivos e negativos concorrentes em cada um deles.

e Controles positivos concorrentes devem induzir respostas compativeis com
0 controle histérico positivo e devem produzir um aumento significativo
guando comparado ao controle negativo. Esses tipos de controles podem ser
dispensados quando a proficiéncia do laboratério for demonstrada, com
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estabelecimento de uma faixa de controle histérico. Nesses casos, todavia,

deve-se incluir em cada experimento controles de quantificagcéo, por meio da
inclus&o de laminas fixadas e ndo coradas. E aceitavel que o controle positivo
seja administrado em um esquema de tratamento e por uma via diferentes
da substancia teste.

e Controles negativos devem estar dentro da faixa de controle histérico. Caso
sejam observadas no controle histérico frequéncias de células com
aberracdes cromossdmicas e variabilidade interanimal consistentes, uma
Unica amostragem desse controle pode ser realizada, devendo esta
corresponder ao primeiro tempo de amostragem usado no estudo.

e Andlise de um numero adequado de células, conforme especificado no item
“Detalhamento do método”.

e Selecdo adequada das doses testadas, com base nos critérios de dose
maxima, conforme especificado no item “Detalhamento do método”.

o Deve-se incluir no relatério de estudo evidéncias de que a substancia
alcancou o tecido-alvo como alteragdes histopatoldgicas, alteragbes
bioquimicas ou reducdo no indice mitético. Alternativamente, dados
toxicocinéticos, obtidos em um estudo independente utilizando a mesma via
de administracdo e a mesma espécie, podem ser utilizados para demonstrar

a exposicao da medula 6ssea.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

Os seguintes parametros devem ser informados por animal: indice mitético,
namero de células em metéfase quantificadas, nimero de aberragdes por célula em
metéfase e a porcentagem de células contendo aberragfes cromossdmicas estruturais.
Os diferentes tipos de aberragfes estruturais devem ser listados, com seus nameros e
frequéncias relativos aos grupos tratados e controle. Lacunas devem ser contabilizadas
separadamente e em conjunto com as aberracoes.

As frequéncias de poliploidia e endoreduplicacdo devem ser contabilizadas
separadamente, pois podem indicar que a substancia possui o potencial de inibir o
processo mitético ou a progressao do ciclo celular. Adicionalmente, dados sobre
toxicidade animal e sinais clinicos devem ser relatados.

Com relacao a interpretacao dos resultados, uma substancia teste pode ser
considerada claramente positiva se atender a todos os critérios detalhados abaixo:

e Pelo menos um dos grupos tratados apresentar um aumento
estatisticamente significativo na frequéncia de aberracdes cromossémicas
estruturais (excluindo as lacunas) em comparagdo ao grupo controle
negativo concorrente;

e O aumento for dose-dependente em, pelo menos, um tempo de
amostragem, quando avaliado com um teste de tendéncia apropriado; e
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¢ Qualquer um dos resultados estiver fora da distribuicdo dos dados histéricos

de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson).

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste € considerada claramente negativa se, em todas as condi¢bes
experimentais examinadas:

e Nenhum dos grupos expostos apresentar um aumento estatisticamente
significativo na frequéncia de aberragcdes cromossdmicas estruturais
(excluindo as lacunas) em comparacdo ao grupo controle negativo
concorrente;

e Na&o for observado aumento dose-dependente em nenhum tempo de
amostragem, quando avaliado com um teste de tendéncia apropriado;

e Todos os resultados estiverem dentro da distribuicdo dos dados histéricos
de controle negativo (por exemplo, limites de controle de 95% baseados em
Poisson); e

e Houver evidéncia de exposicao da medula éssea a substancia teste.

Resultados negativos indicam que, nas condi¢cdes experimentais testadas, a
substéancia teste ndo induz aberracdes cromossdmicas estruturais na medula 6ssea da
espécie animal investigada. Ndo ha exigéncia de verificacdo de uma resposta
claramente positiva ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta ndo é claramente negativa ou positiva, e
a fim de auxiliar na determinacgéo da relevancia bioldgica de um resultado (por exemplo,
um aumento fraco ou limitrofe), pode ser necessario analisar mais células ou repetir o
experimento com condi¢Bes experimentais modificadas. Se, mesmo ap0s investigacdes
mais aprofundadas, nao for possivel alcangar uma concluséo de que a substancia teste
leva a resultados positivos ou negativos, o resultado sera considerado equivoco e,

portanto, o estudo nao sera incluido na analise do WoE.

c) Teste de dominante letal em roedores — Diretriz 478
Considerac0es iniciais e limitagdes

Esse teste identifica substancias quimicas capazes de induzir mutacdo dominante
letal (DL) em células germinativas de um progenitor exposto (geralmente camundongos
ou ratos machos) ou no zigoto ap0s a fertilizacdo — o que resulta em morte embrionaria
ou fetal. Ou seja, uma mutacdo DL €& geralmente causada por aberracbes
cromossdmicas (estruturais ou numéricas), mas mutacdes génicas e efeitos toxicos ndo
podem ser excluidos. Ela pode ocorrer em células germinativas per se, ou ser fixada no
embrido apos a fertilizagdo.

Trata-se de um estudo Util na confirmacédo de resultados positivos obtidos em

testes usando desfechos sométicos in vivo, bem como é um desfecho relevante para a
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previsao de perigo humano e risco de transmissao de doengas genéticas pela linhagem

germinativa. Entretanto, ele apresenta uma série de limitagcdes, quais sejam: uso de
grande numero de animais, execucao onerosa e demorada, e sensibilidade limitada
para a deteccdo de pequenos aumentos na FM. Em razdo disso, ndo deve ser
empregado como método primario, mas sim de forma suplementar, em situacdes onde

nao ha alternativas para atender requisitos regulatorios.

Principio do teste

Esse ensaio consiste na exposicao de animais machos a substancia teste e
posterior acasalamento deles com fémeas nédo tratadas. Apos um intervalo, as fémeas
sdo eutanasiadas e seus Uteros sao examinados para determinar o numero de embrides
implantados vivos e mortos. O céalculo do efeito letal dominante é baseado na
comparacdo do numero de embrides vivos implantados por fémea do grupo tratado em

relacédo ao do controle.

Detalhamento do método

Os esquemas de tratamento e de acasalamento devem ser embasados
cientificamente. De modo geral, 0 ndmero de intervalos de acasalamento apds o
tratamento é regido pelo proprio esquema de tratamento adotado e deve garantir que
todas as fases de maturacdo das células germinativas masculinas sejam avaliadas
guanto a indugéo de mutagao DL.

Para um tratamento Unico com até cinco administracdes diarias, deve haver 8
(em camundongos) ou 10 (em ratos) acasalamentos, em intervalos semanais apos o
ltimo tratamento. Para administracdes de doses multiplas, o nimero de acasalamentos
deve ser reduzido proporcionalmente ao aumento do periodo de administracdo (por
exemplo, apds um tratamento de 28 dias, apenas 4 acasalamentos semanais sao
suficientes para avaliar todas as fases da espermatogénese no camundongo). Assim,
0s regimes de exposicdo e de acasalamento utilizados dependem do objetivo final do
estudo, isto é: 1) para determinar se a substancia teste induz DL per se, 0 método aceito
€ a exposicdo durante um ciclo completo de espermatogénese (por exemplo, 7
semanas em camundongos, com 5-7 tratamentos por semana), com um acasalamento
Gnico ao término desse periodo; 2) para identificar o tipo de célula germinativa sensivel
a inducéo de mutacao DL, é preferivel realizar uma exposi¢ao Unica ou por cinco dias,
seguida de acasalamento semanal.

As doses devem ser administradas por uma via representativa da exposi¢cao
humana e devem ser escolhidas com base em um estudo de sele¢cdo de doses —
conduzido no mesmo laboratério, usando a mesma espécie, linhagem e sexo, pela
mesma via de exposicdo e regime de tratamento usados no estudo principal; ou nos
resultados de estudos de toxicidade subaguda pré-existentes.

A fim de se obter dados dose-resposta, o estudo completo deve incluir um grupo

controle negativo e um minimo de trés niveis de dose, geralmente separados por um
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fator de 2, mas néo superior a 4. Se for demonstrado no estudo preliminar de selecdo

de doses ou em dados toxicoldgicos pré-existentes que a substancia teste ndo produz
toxicidade, a maior dose para uma administracdo Unica deve ser de 2000 mg/kg peso
corporal. Para periodos inferiores a 14 dias, a dose deve ser de 2000 mg/kg peso
corporal/dia; e para exposicéo igual ou superior a 14 dias, deve ser de 1000 mg/kg peso
corporal/dia. Porém, se for verificada toxicidade, deve-se utilizar a DMT e doses
inferiores até niveis que causem pouca ou henhuma toxicidade.

Para a coleta de tecido a ser analisado, as fémeas devem ser eutanasiadas no
dia gestacional (DG) 13 para camundongos e DG 14-15 para ratos. Os (teros sdo
examinados quanto a efeitos relativos a mutacdo DL para determinar o nimero de

embrides implantados (vivos e mortos) e de corpos lateos.

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado
aceitavel:

¢ Inclusdo, em cada grupo, de controles positivos e negativos concorrentes.
Controles positivos concorrentes devem induzir respostas compativeis com
0 controle histérico positivo e devem produzir um aumento significativo
quando comparado ao controle negativo. E possivel dispenséa-los quando a
proficiéncia do laboratério for demonstrada, com estabelecimento de uma
faixa de controle histérico.

e Utilizagdo de grupos de animais com um total de machos e fémeas suficiente
para fornecer o poder estatistico necessario para detectar, pelo menos, uma
duplicacdo na frequéncia de DL (uma quantidade suficiente de fémeas para
ocorréncia de 400 implantes) e, pelo menos, uma morte na implantacéo por
unidade amostral (grupo de acasalamento por dose).

e Analise de um nimero adequado de embrides implantados e de doses.

e Selecdo adequada das doses testadas, com base nos critérios de dose

maxima supracitados.

A avaliacdo estatistica deve considerar o animal macho como a unidade
experimental. Embora seja possivel que os dados contabilizados (por exemplo, nUmero
de implantacdes por fémea) assumam uma distribuicdo de Poisson ou as proporc¢des
(por exemplo, proporcdo de embrides mortos poés-implantagdo) possam assumir
distribuicdo binomial, geralmente os dados obtidos sdo superdispersos. Portanto, a
andlise estatistica deve primeiramente empregar um teste de superdispersao
usando testes de variancia, como o teste de varia¢cdo binomial de Cochran ou o teste
de Tarone para superdispersédo binomial. Se nenhum desvio da disperséo binomial for
detectado, as propor¢cbes podem ser testadas para verificacdo de tendéncias entre as
doses usando o teste de tendéncia de Cochran-Armitage; e, para as comparacoes
pareadas, pode ser usado o teste exato de Fisher. Ainda, se ndo houver desvio da
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dispersdo de Poisson, tendéncias podem ser testadas usando a regressao de Poisson

e comparagdes pareadas com o grupo controle podem ser testadas dentro do contexto
do modelo de Poisson. Se for detectada superdispersdo ou sub-disperséo significativa,
sdo recomendados métodos ndo-paramétricos, como o teste de Jonckheere-Terpstra
para os testes de tendéncia e de Mann-Whitney para comparacdes pareadas, bem
como testes de permutacdo, reamostragem ou bootstapping para comparagdo

pareadas ou de tendéncias.

Analise e interpretacao dos resultados

As seguintes informacdes devem ser incluidas no relatério de estudo: dados de
toxicidade e sinais clinicos; nimero de machos acasalados; numero de fémeas prenhes
e ndo prenhes; resultados de cada acasalamento — com intervalo, nivel de dose para
machos tratados e numeros de embriGes implantados vivos e mortos para cada fémea.

O aumento no numero de embrides mortos implantados reflete a perda poés-

implantacdo, calculada pela razdo de embrides mortos pelo total de implantacbes no
grupo tratado comparada com a razdo de embrides mortos pelo total de implantacdes
no grupo controle. J& a perda pré-implantacdo € determinada pela diferenca entre o
namero de corpos luteos e o niumero de embrides implantados; ou pela redugdo no
namero médio de embrides implantados por ffmea em comparacgao ao controle. O fator
de dominante letal é estimado por: [morte pés-implantacao/total de implantacbes por
fémea] x 100.

Com relacdo a interpretacdo dos resultados, uma substancia teste pode ser

considerada claramente positiva se todos os critérios abaixo forem atendidos:

e Pelo menos um dos grupos tratados apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparagdo ao grupo controle negativo
concorrente;

e O aumento for dose-dependente em, pelo menos, uma condicido
experimental (por exemplo, um intervalo semanal de acasalamento), quando
avaliado com um teste de tendéncia apropriado; e

e Qualquer um dos resultados estiver fora do intervalo aceitavel de dados de
controle negativo ou da distribuicdo dos dados de controle negativo histérico
do laboratério (por exemplo, limite de controle de 95% baseado em Poisson),

se disponivel.

Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,
uma substancia teste é considerada claramente negativa se:
e Nenhum dos grupos expostos apresentar um aumento estatisticamente
significativo em comparacéo ao grupo controle negativo concorrente;
e Na&o for observado aumento dose-dependente em nenhuma condicdo

experimental testada;
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e Todos os resultados estiverem dentro do intervalo aceitavel de dados de

controle negativo ou da distribuicdo dos dados de controle negativo histérico
do laboratdrio (por exemplo, limite de controle de 95% baseado em Poisson),

se disponivel.

Resultados negativos indicam que a substancia teste ndo induz mutagfes
dominante letais nas células germinativas da espécie animal investigada. Nao ha
exigéncia de verificacdo de uma resposta claramente positiva ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta ndo é claramente negativa ou positiva, e
a fim de auxiliar na determinacéo da relevancia biologica de um resultado (por exemplo,
um aumento fraco ou limitrofe), pode ser necesséario proceder com investigagcbes
adicionais utilizando os dados experimentais existentes, tais como a consideracgdo se o
resultado positivo esta fora do intervalo aceitavel de dados de controle negativo, ou dos
dados de controle negativo histdrico do laboratério. Se, mesmo apoés investigacdes mais
aprofundadas, nao for possivel alcangar uma conclusdo de que a substancia teste leva
a resultados positivos ou negativos, o resultado sera considerado equivoco e, portanto,
0 estudo ndo sera incluido na andlise do WoE.

d) Teste de aberracdo cromossdmica em espermatogdnia de mamiferos
— Diretriz OECD 483

Consideragdes iniciais e limitagdes

Esse ensaio identifica substancias quimicas que induzem aberragtes
cromossdmicas estruturais (em cromossomos e cromatides) em células germinativas
masculinas e € preditivo da inducdo de mutacdes hereditérias. As aberragdes
cromossdmicas nas espermatogdnias sdo facilmente observadas nas metafases da
primeira ou segunda divisdo celular mitética da espermatogénese. Para detectar
aberracdes em cromatides de espermatogonias, a primeira divisdo celular mitética apos
o tratamento deve ser avaliada, antes que elas sejam convertidas em aberragées do tipo
cromossdmico nas divisbes celulares subsequentes. Informacdes adicionais de
espermatdcitos tratados podem ser obtidas por analise cromoss6mica meibtica para
aberracdes cromossdmicas estruturais na diacinese-metafase | e metafase Il.

Vérias geracOes de espermatogdnias estdo presentes nos testiculos e esses
diferentes tipos de células germinativas podem apresentar sensibilidade diferenciada
ao tratamento quimico. Assim, as aberracdes detectadas representam uma resposta
agregada das populacdes de células espermatogoniais tratadas. A maioria das células
mitéticas nas preparacdes dos testiculos sdo as espermatogonias B, que tém um ciclo

celular de aproximadamente 26 horas.

Principio do teste
Esse ensaio consiste na exposi¢do de animais a substancia teste por uma via

de exposicao apropriada, com posterior tratamento via intraperitoneal com Colcemid®
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ou colchicina - substancias capazes de interromper o ciclo celular na fase de metafase.

Apos 3-5 horas (roedores), os animais sdo eutanasiados, as células germinativas sao
coletadas e coradas, e aquelas em metafase sdo analisadas quanto a aberracdes

cromossOmicas por microscopia.

Detalhamento do método

Esse ensaio deve ser conduzido preferencialmente em roedores, com a
possibilidade de emprego de outros mamiferos, quando devidamente justificado. O
tratamento deve ser feito em dose Unica e por uma via representativa da exposi¢ao
humana. A ado¢édo de esquemas diferentes desse deve ser justificada. Na dose mais
alta, dois tempos de amostragem poOs-tratamento devem ser usados (24 e 48h), pois o
prolongamento da absorg&o e do metabolismo da substancia, bem como o seu efeito na
cinética do ciclo celular, podem afetar o tempo 6timo para a deteccao de aberracdes
cromossOmicas. Para as demais doses, deve ser utilizado o tempo de 24 horas (tempo
do ciclo celular das espermatog6nias B) para otimizar a probabilidade de classificar as
primeiras metafases apds o tratamento. Outros tempos podem ser usados se houver
interferéncia da substancia no ciclo celular, desde que devidamente justificados.

As doses utilizadas devem ser escolhidas com base em um estudo preliminar
de selecdo de doses — conduzido no mesmo laboratério, com a mesma espécie,
linhagem e sexo, pela mesma via de exposi¢cdo e regime de tratamento usados no
estudo principal. Tal estudo preliminar visa identificar a DMT, definida como a dose
associada a efeitos toxicos leves (comportamento anormal, redugcédo leve no peso
corporal, citotoxicidade hematopoiética), mas que nao causa morte, dor, sofrimento ou
estresse ao animal. A DMT também pode ser definida como uma dose que produz
alguma indicacdo de toxicidade nas espermatogonias, por exemplo, redugéo (que nao
deve exceder 50%) na proporcdo de mitoses das primeira e segunda metafases
meioticas.

A fim de se obter dados dose-resposta, 0 estudo completo deve incluir um grupo
controle negativo e um minimo de trés niveis de dose, geralmente separados por um
fator de 2, mas nao superior a 4. Se for demonstrado no estudo preliminar de selecao
de doses ou em dados toxicologicos pré-existentes que a substancia teste ndo produz
toxicidade, a maior dose para uma administracdo Unica deve ser de 2000 mg/kg peso
corporal. Porém, se for verificada toxicidade, deve-se utilizar a DMT e doses inferiores
até niveis que causem pouca ou nenhuma toxicidade. Para administracdes repetidas,
deve-se utilizar a dose limite de 2000 mg/kg peso corporal (administragéo inferior a 14
dias) ou de 1000 mg/kg peso corporal (administracdes por 14 dias ou mais).

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado
aceitavel:

e No relatério do estudo, deve-se incluir evidéncias de que a substancia teste
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€ capaz de alcancar os testiculos.

e O controle negativo concorrente deve ser consistente com a faixa aceitavel
de dados de controle na literatura publicada (geralmente de 0 a 1,5% de
células com aberracdes cromoss6micas) e com a distribuicdo de controle
historico do laboratorio. Esse controle sempre deve ser incluido nas analises.

o O controle positivo concorrente deve induzir respostas compativeis com o
controle histérico positivo e deve produzir um aumento significativo quando
comparado ao controle negativo. Esse controle positivo pode ser dispensado
guando a proficiéncia do laboratorio for demonstrada, com estabelecimento
de uma faixa de controle histérico. Nesses casos, todavia, deve-se incluir em
cada experimento os controles de quantificagdo, que sdo laminas de
referéncia obtidas em um estudo separado (controle positivo) e realizado
periodicamente (por exemplo, a cada 6-18 meses).

e Deve-se utilizar, no minimo, 5 animais por grupo.

e Deve-se analisar um numero adequado de células e de doses, seguindo o0s

critérios de dose maxima supracitados.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

Na etapa de analise, no minimo 200 metafases devem ser contabilizadas por
animal. Se a frequéncia do controle negativo histérico for menor do que 1%, deve-se
contabilizar mais de 200 células/animal. Deve-se distinguir entre a ocorréncia em
cromossomos ou cromatides, com classificagcdo por subtipos (intervalos, trocas) e as
células analisadas devem ter nimero de centrdmeros igual a 2n+2 (onde n é 0 nimero
hapléide de cromossomos para essa espécie). Lacunas devem ser contabilizadas, mas
ndo devem ser consideradas para a incidéncia de aberracfes. Deve- se contabilizar a
frequéncia de células poliploides e cromossomos duplicados, se encontrados. Se tanto
a mitose quanto a meiose forem observadas, a proporcéo de mitoses para a primeira e a
segunda metafases meiodticas devem ser determinadas como uma medida de
citotoxicidade para os grupos tratados e controle negativo, em uma amostra total de 100
células em divisao por animal. Se apenas a mitose for observada, o indice mitético deve
ser determinado em, pelo menos, 1000 células para cada animal.

Uma substancia teste pode ser considerada claramente positiva se:

e Pelo menos um dos grupos expostos apresentar um aumento
estatisticamente significativo em comparacdo ao grupo controle negativo
concorrente;

e O aumento for dose-dependente em, pelo menos, um tempo de amostragem; e

e Qualquer um dos resultados estiver fora da faixa aceitdvel do controle
negativo ou da distribuicdo do controle histérico negativo do laboratorio

(limite de 95% da distribuicdo de Poisson).
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Por outro lado, desde que sejam cumpridos todos os critérios de aceitabilidade,

uma substéncia teste é considerada claramente negativa se:

e Nenhum dos grupos expostos apresentar um aumento estatisticamente
significativo em comparacéo ao grupo controle negativo concorrente;

e N&o for observado aumento dose-dependente em nenhuma condi¢do
experimental testada; e

e Todos os resultados estiverem dentro do intervalo aceitavel de dados de
controle negativo ou da distribuicdo dos dados de controle negativo histérico
do laboratério (por exemplo, limite de controle de 95% baseado em Poisson),

se disponivel.

Resultados negativos indicam que a substancia teste ndo induz aberracdes
cromossdmicas em espermatogbnias da espécie animal investigada. Contudo, um
resultado negativo ndo exclui a possibilidade dessa substancia teste poder induzir
aberracdes cromossémicas em fases posteriores do desenvolvimento ndo estudadas,
ou mutacdes génicas. Nao ha exigéncia de verificacdo de uma resposta claramente
positiva ou claramente negativa.

Porém, nos casos em que a resposta ndo é claramente negativa ou positiva, e
a fim de auxiliar na determinacéo da relevancia biologica de um resultado (por exemplo,
um aumento fraco ou limitrofe), pode ser necesséario proceder com investigacfes
adicionais utilizando os dados experimentais existentes, tais como a consideracgdo se o
resultado positivo esté fora do intervalo aceitavel de dados de controle negativo, ou dos
dados de controle negativo historico do laboratério. Se, mesmo apoés investigacdes mais
aprofundadas, néo for possivel alcangar uma conclusdo de que a substancia teste leva
a resultados positivos ou negativos, o resultado sera considerado equivoco e, portanto,
0 estudo nédo sera incluido na andlise do WoE.

Um aumento no numero de células poliploides pode indicar que o produto
guimico em estudo tem o potencial de inibir processos mitéticos e induzir aberracdes
cromossOmicas numéricas. Um aumento no numero de células com cromossomos
endoreduplicados pode indicar o potencial de inibir o progresso do ciclo celular.
Portanto, a incidéncia de células poliploides e de células com cromossomos

endoreduplicados devem ser contabilizadas separadamente.

e) Ensaio de erro de translocagdo herdavel em camundongos — Diretriz
OECD 485

Considerac0es iniciais e limitagdes

Esse ensaio identifica substancias quimicas que induzem alteracdes
cromossOmicas estruturais e numéricas nas células germinativas da prole de primeira
geracdo de machos expostos. E um teste que requer um grande nimero de animais e,
portanto, € raramente usado. Além disso, sua execugdo requer um conhecimento

especifico, o qual ndo é facilmente disponivel. O uso desse ensaio é desaconselhado
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pela Anvisa em decorréncia da grande quantidade de animais utilizada e da existéncia

de outros ensaios que podem avaliar mutagfes em células germinativas. Entretanto,
optou-se pela sua manutencdo nesse Guia para orientar a avaliacdo de estudos ja
conduzidos. A propria OECD, em seu compilado de diretrizes recomendadas e
atualizacdes referentes a toxicologia genética (OECD, 2016), ressalta que esse teste
possui limitacbes e tem sido pouco utilizado. Entretanto, embora ele preencha os
critérios para ser excluido do rol de ensaios recomendados, a OECD concluiu que ele

ainda possui utilidade para certas agéncias reguladoras e, por isso, foi mantido.

Principio do teste

Esse ensaio consiste na exposicdo de camundongos machos sexualmente
maduros a substéncia teste, a qual induz translocagdo reciproca e perda de
cromossomo X (progénie feminina). Essas condigbes estdo associadas a fertilidade
reduzida, a qual é usada para selecionar a progénie F1 para analise citogenética. A
esterilidade completa é causada por certos tipos de translocacdes (X autossémica e do
tipo c/t). As translocacfes sdo observadas citogeneticamente como configuracdes
guadrivalentes — constituidas por dois conjuntos de cromossomos homélogos
(bivalentes) — em espermatdcitos primarios em diacinese/metéfase |, tanto em machos

da geracéo F1, quanto na prole masculina de fémeas da geragéo F1.

Detalhamento do método

O numero de animais a ser utilizado depende da frequéncia de translocacéo
espontanea e da taxa minima de inducéo necesséria para um resultado positivo. Assim,
faz-se necessaria a utilizacdo de um total de 500 machos da geracdo F1 por dose. O
regime de tratamento pode ser efetuado em dose Unica (mais comum) ou repetida (7
dias/semana por 35 dias). Com relagcdo ao esquema de doses, deve-se adotar a DMT —
dose associada a producdo de efeitos tdxicos minimos, mas sem afetar o
comportamento reprodutivo ou a sobrevivéncia. Para o estabelecimento de uma relacao
dose-resposta, sdo necessarias duas doses adicionais, inferiores 8 DMT. Em casos de
substancias nao toxicas, a dose selecionada deve ser de até 5g/kg peso corporal (dose
Unica) ou até 1g/kg peso corporal/dia (dose repetida). Se essas dosagens nao forem
praticaveis, deve-se adotar a dose mais alta possivel. A administracao deve ser
conduzida por uma via relevante para a exposicdo humana. O numero de
acasalamentos apoés o tratamento é determinado pelo regime de doses adotado e deve
garantir que todos os estagios das células germinativas tratadas sejam amostrados.

Para analisar a heterozigosidade da translocacéo, pode-se utilizar um dos dois
meétodos possiveis: 1) teste de fertilidade da progénie F1, com posterior verificacdo de
possiveis portadores de translocacao por analise citogenética; ou 2) analise citogenética
de toda a progénie masculina F1, sem prévia selecdo pelo teste de fertilidade. A reducdo

da fertilidade pode ser determinada pela observacdo do tamanho da ninhada e/ou pela
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andlise do conteudo uterino das fémeas parceiras no acasalamento, no qual o numero

de implantes mortos € indicativo da presen¢a de uma translocacao no macho testado.
As fémeas portadoras de translocacdo sao identificadas por analise citogenética de
gualguer um de seus descendentes machos. A analise de metafases mitéticas,
espermatogdnias ou medula déssea é necessaria em machos F1 com testiculos
pequenos e rompimento da carioteca antes da diacinese ou em fémeas F1 suspeitas
de XO.

Critérios de aceitabilidade

Os seguintes critérios devem ser seguidos para que o estudo seja considerado
aceitavel:
e Inclusdo de controles positivo e negativo concorrentes. Esse controle

positivo pode ser dispensado quando houver a disponibilidade de resultados
aceitaveis provenientes de estudos de controle positivo recentes.

o Utilizagdo de um total de 500 machos da geracado F1 por dose.

e Andlise microscoépica de, no minimo, 25 células em diacinese-metafase | por

macho.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

Para a avaliacdo da fertilidade de animais F1, deve-se apresentar o tamanho
médio da ninhada de todos 0s acasalamentos normais e os tamanhos das ninhadas
individuais dos animais F1 portadores de translocacdo. Para analise do contetdo
uterino, deve-se apresentar o0 niumero médio de embrides implantados vivos e mortos
em acasalamentos normais e o numero individual dessas implantacées para cada
acasalamento de animais F1 portadores de translocag&o. Para a andlise citogenética
da diacinese-metafase |, deve-se apresentar o numero e os tipos de configuracdes
multivalentes, bem como o numero total de células para cada portador de translocacao.
Para individuos F1 estéreis, deve-se apresentar o0 nimero total de acasalamentos e a
duracéo do periodo de acasalamento, bem como o peso dos testiculos e os detalhes
da analise citogenética. Para as fémeas XO, deve-se apresentar o tamanho médio da
ninhada, a proporcao de sexo na progénie F2 e a analise citogenética.

As fémeas XO sd&o identificadas pela mudangca na propor¢cdo de sexo
masculino/feminino na prole de 1:1 para 1:2. Na analise citogenética, a observacgédo de
pelo menos 2 células com configuracdo multivalente constitui evidéncia necessaria de
gue o macho testado é um portador de translocacao. A presenca de um cromossomo
incomumente longo e/ou curto em 1 a cada 10 células é evidéncia da ocorréncia de uma
translocacéao estéril masculina especifica (tipo c/t). A presenca de 39 cromossomos em
10 mitoses constitui evidéncia de uma condicdo XO em fémeas.

Uma substancia teste pode ser considerada positiva se:

e Pelo menos um dos grupos expostos apresentar um aumento

estatisticamente significativo no niumero de translocacdes em comparagao
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ao grupo controle negativo concorrente;

e Aumento estatisticamente significativo dose-dependente no numero de
translocacoes.

Uma substancia teste pode ser considerada negativa se:

e Nenhum dos grupos expostos apresentar um aumento estatisticamente
significativo em comparacgéo ao grupo controle negativo concorrente;

¢ Na&o for observado aumento dose-dependente nas condicbes experimentais

testadas.

8. CONSIDERACOES FINAIS

A avaliagédo do potencial de mutagenicidade associado aos IA de agrotoxicos é
conduzida pela Anvisa com a utilizacdo da abordagem de WoE, efetuada com base em
critérios também seguidos por outras autoridades regulatérias internacionais, para fins
de tomada de deciséo.

Essa avaliacdo segue uma estratégia faseada e integrada de testes para a
identificacdo do perigo, de modo a possibilitar a obtengdo de dados suficientes para
uma adequada caracterizagdo do perigo. Tal estratégia ajuda a minimizar a utilizacdo
de animais e os custos sempre que compativel com o rigor cientifico. Com relacdo a
abordagem de WoE, sao considerados a qualidade, a magnitude da resposta, a dose-
resposta, a relevancia, a reprodutibilidade e a consisténcia dos achados provenientes
dos estudos disponiveis. Ainda, é atribuido maior peso aos estudos de mutacao génica
e danos cromossémicos, em comparacado aos estudos de dano primario ao DNA; maior
peso aos estudos in vivo do que aos estudos in vitro; e, por fim, maior peso aos
resultados obtidos pela via oral. Também é importante ressaltar que a consisténcia e
reprodutibilidade dos dados seréo consideradas na abordagem de WoE, especialmente
na existéncia de resultados contraditérios entre estudos considerados de qualidade.

Especificamente quanto ao procedimento adotado pela Anvisa para a avaliagdo
da mutagenicidade na reavaliagdo, inicialmente serdo consideradas as conclusdes das
andlises efetuadas pela USEPA e EFSA, quando disponiveis, bem como de outras
autoridades regulatérias internacionais. Nesse primeiro momento, além da qualidade e
da forca das evidéncias fornecidas por cada estudo individualmente, é considerada
também a adequabilidade dessas avaliagdes internacionais ao contexto regulatério no
Brasil. Assim, em caso de alinhamento entre as discussfes internacionais e de
concordancia com a abordagem do WoE conduzida pela Anvisa, as conclusGes dessa
agéncia serdo alcancadas com base nas discussofes internacionais. Por outro lado, em
caso de discordancias relevantes entre as autoridades internacionais; superficialidade
da analise ou discrepancias no modo de avaliacdo da qualidade dos estudos; diferencas
significativas na quantidade de estudos incluidos nas andlises e existéncia de novas
evidéncias; a Anvisa realizara uma analise completa e aprofundada de todos os estudos

relevantes disponiveis — tanto aqueles regulatdrios quanto os disponiveis na literatura
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— para se alcancar uma conclusao quanto ao WoE.

A avaliacdo dose-resposta para mutagenicidade € realizada conforme diretrizes
especificas previstas no Guia que trata da derivacdo de doses de referéncia. Os
modelos de tabelas para compilacéo dos dados e de relatérios a serem elaborados pelas
empresas registrantes para IA em reavaliacdo sao disponibilizados no portal eletrénico
da Anvisa.

No presente guia, a fim de conferir transparéncia e previsibilidade ao processo
regulatorio, foram abordados os principais ensaios in vitro e in vivo, para investigacao
dos desfechos de mutacéo génica e danos cromossdmicos, considerados relevantes
pela OECD para a caracterizacao da mutagenicidade de agrotéxicos. Buscou-se incluir
as informacdes bésicas para a conducdo de cada um deles, bem como as
recomendacdes para as avaliacbes dos resultados obtidos. Para a execucdo desses
ensaios e interpretacdo dos dados, recomenda-se consultar diretamente as respectivas
Diretrizes da OECD.

E importante ressaltar que o conhecimento relativo & avaliag&o toxicolégica esta
em constante avanco. Desse modo, ensaios ou abordagens de avaliac&o alternativos —
métodos in silico e in vitro — quando considerados suficientemente robustos e
reconhecidos internacionalmente no contexto regulatério, também podem fazer parte
da investigagcdo do potencial mutagénico, reduzindo a necessidade de testes em
animais ou humanos. Isto é, trata-se de ferramentas importantes para analise e,
dependendo do contexto, podem eventualmente ser capazes de atender aos requisitos
regulatorios para avaliacdo da mutagenicidade.

Alguns novos métodos de testes in vitro foram incluidos no programa de trabalho
da OECD com o objetivo de desenvolver potenciais diretrizes regulatérias. Dentre eles,
pode-se citar o Toxtracker, que usa células-tronco e mede a expressdo de genes
reporteres envolvidos em algumas vias genotdxicas e ndo genotoxicas relacionados a
carcinogenicidade. Adicionalmente, ha o ensaio yH2AX/fosfo-histona H3, baseado nos
estados de fosforilacdo de histonas especificas (H2A e H3) usadas como
biomarcadores precoces de resposta celular a danos ao DNA. Esse teste
potencialmente é capaz de fornecer informacdes sobre diferentes modos de acdo de
mutagenicidade, incluindo uma discriminacéo entre efeitos clastogénicos e aneugénicos
(ECHA, 2023).

Caso seja necessario o emprego de testes in vivo, recomenda-se uma
abordagem flexivel, buscando minimizar o nimero de animais utilizados sempre que
possivel. Isso pode ser alcancado, por exemplo, por meio da combinacao de avaliagbes
teciduais e diferentes estudos toxicolégicos (exposicdo aguda e repetida), quando
cientificamente justificado (ECHA, 2023). Nesse contexto, tecnologias atuais de alto
rendimento, como citometria de fluxo e microscopia automatizada, permitem detecgdes
e quantificacdes mais rapidas e precisas in vivo, podendo ser prontamente integradas
em Varios ensaios de dose repetida, reduzindo a necessidade de ensaios especificos
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de mutagenicidade (FAO/WHO, 2020). Ainda, novos ensaios in vivo permitem a
avaliacdo de MN em figado e intestino, com mensuragédo da recombina¢cdo homologa
em praticamente qualquer 6rgéo de interesse. O documento Principles and methods for
the risk assessement of chemical in food, ha sesséo 4.5 Genotoxicity (FAO/WHO, 2020),
elenca vérios desses novos ensaios, com detalhamento dos seus principios, vantagens
e limitacdes.

Esses e outros estudos que visem esclarecer o potencial mutagénico de uma
substancia, mas que nao foram descritos neste Guia, podem ser incluidos na avaliagédo
do WoE quando considerados relevantes para a tomada de decisdo. Nesse caso, eles
serdo avaliados quanto as suas limitagfes, aceitabilidade e resultados, com base nos
mesmos fundamentos cientificos que permeiam a analise dos demais estudos deste

Guia.

9. LISTA DE ABREVIATURAS

AOP: Adverse Outcome Pathway (Via de efeito adverso)

AR: Avaliagéo de Risco

CitoB: Citocalasina B

CHO: Chinese Hamster Ovary (ovéario de hamster chinés)

CHL: Chinese Hamster Lung (pulm&o de hamster chinés)

CTR: Crescimento Total Relativo

CRS: Crescimento Relativo na Suspenséo

DG: Dia Gestacional

DL: Dominante Letal

DMT: Dose Maxima Tolerada

ECHA: European Chemical Agency (Agéncia Europeia de Produtos Quimicos)

EFSA: European Food Safety Authority (Autoridade Europeia para Seguranca dos
Alimentos)

ERC: Eficiéncia Relativa de Clonagem

EC: Eficiéncia de Clonagem

FISH: Fluorescence in Situ Hybridization (hibridac&o fluorescente in situ)

FM: Frequéncia de Mutacdo

GEF: Global Evaluation Factor (Fator Global de Avaliagéo)

GHS: Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals
(Sistema Globalmente Harmonizado de Classificagdo e Rotulagem de Produtos
Quimicos)

GPI: Glicosilfosfatidilinositol

Gpt: Xanthine-guanine phosphoribosyl transferase transgene (transgene xantina-
guanina fosforibosil transferase)

IA: Ingrediente Ativo

i.p.: Intraperitoneal

IPBC: indice de Proliferacdo de Bloqueio de Citocinese

IR: indice de Replicacdo

HPRT: Hipoxantina-guanina fosforibosil transferase

MI: Mitotic Index (indice mit6tico)

MLA: Mouse Lymphoma Assay (ensaio de linfoma de camundongo)

MN: Micronucleo

MoA: Mode of Action (modo de agéo)

MUT RET: Reticuldcitos mutantes -0
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MUT RBC: Eritrécitos mutantes

OECD: Organization for Economic Co-operation and Development (Organizagcéo para
a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico)

Pig-a: Phosphatidylinositol glycan class A (fosfatidilinositol glicano classe A)

(Q)SAR: Quantitative Structure—Activity Relationship Model (Modelo da Relagéo
Quantitativa Estrutura-Atividade

RM: Razé&o de Mutagenicidade

RPD: Relative Population Doubling (Duplicacéo relativa da populagéo)

RICC: Relative Increase in Cell Count (Aumento relativo na contagem de células)
SRel: Sobrevivéncia Relativa

TG: 6-Tioguanina

TFT: Trifluorotimidina

TK: Timidina quinase

ufc: Unidades formadoras de colonias

ufp: Unidades formadoras de placas

USEPA: United States Environmental Protection Agency (Agéncia de Protecéo
Ambiental Americana)

XPRT: Xantina-guanina fosforibosil transferase

WoE: Weight of Evidence (peso da evidéncia)
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