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IRRITACAO/CORROSAO CUTANEA AGUDA PARA COELHOS
PGB

1.0 SUMARIO EXECUTIVO

Um estudo in vivo com coelhos albinos da ragca Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus)
foi conduzido para determinar o potencial da substancia teste PGB em causar efeitos
lesivos, reversiveis ou nao sobre a pele dos animais. O teste foi realizado com trés
coelhos adultos machos, sob condigbes artificiais controladas, com fotoperiodo de 12
horas claro/12 horas escuro. Os animais foram expostos durante 4 horas consecutivas
a uma unica dose de substancia teste, aplicada sobre a area de pele depilada. O resultado
final foi baseado no grau de irritagdo cutdnea ocorrida nos animais, durante os sete
dias de observacdo. Foram avaliadas as alteragdes ocorridas na pele, caracterizadas por
eritema e edema, assim como os pardmetros de massa corporal no primeiro e no ultimo dia
do ensaio.

Os resultados obtidos mostraram que a substancia teste PGB provocou eritema de grau 1 e
edema muito leve, quando aplicada pura, na pele de coelhos albinos da raga Nova
Zelandia (Oryctolagus cuniculus), reversiveis em 7 dias. Considerando os valores atribuidos
aos efeitos de irritagdo/corrosdo dérmica aguda observados na pele dos animais expostos
e o tempo de reversibilidade dos efeitos observados, a substancia teste PGB foi considerada
nao irritante para coelhos.

SUMMARY

An in vivo study with albino rabbits New Zealand (Oryctolagus cuniculus) was conducted
to determine the potential of the test substance PGB in causing harmful effects, reversible
ornot on the skin of animals. The test was conducted with three adult males rabbits
under controlled artificial conditions, with a photoperiod of 12 hours light/12hours dark.
The animals were exposed for 4 consecutive hours in a single dose of test substance,
applied to the shaved skin area. The end result was based on the degree of skin irritation
in animals occurred during the seven days of observation.

It was evaluated the alterations occurred in the skin characterized by erythema and oedema,
as well as the parameters of body mass in the first and last day of the test.

The results showed that the test substance PGB caused erythema degree 1 and edema
very light, when applied pure on the skin of albino rabbits of the New Zealand race
(Oryctolagus cuniculus), reversible within 7 days. Considering the values attributed to the
effects of irritation / corrosion acute dermal observed on the skin of exposed animals and the
time reversibility of the effects observed, the test substance PGB was considered
non-irritating to rabbits.
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Irritagdo/corrosdo cutanea aguda para coelhos
PGB

2.0 INTRODUGAO

O objetivo do ensaio de irritacdo/corrosao cutanea é avaliar os efeitos irritantes e/ou corrosivos
provocados pela exposi¢cdo da substancia teste sobre a pele de coelhos albinos.

3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Substancia de teste

Nome da substancia teste . PGB

Recebido em . 27/06/2016

Identificagdo Bioensaios ;3941

Nome comum do i.a. : D limoneno
Paprica "

Nome quimico do i.a. (IUPAC) . Terpeno Citrico de Laranja
Paprika Oleoresin ("

CAS doi.a. . 5989-27-5
84625-29-6 (")

Lote da substancia teste - 001BIO"

Fabricacdo da substancia teste : 01/06/2016 "

Validade da substancia teste : 01/12/2017 ™

Estabilidade . Estavel por um ano e seis meses a temperatura
ambiente

Estado fisico . Liquido ™

Teor de i.a. declarado (Patrocinador) : 10g®®

Homogeneidade : Visualmente homogénea

Data de abertura da embalagem . 02/08/2016

(1) Fonte: Informacgdes fornecidas pelo patrocinador

3.2 Metodologia

O estudo de irritagao/corrosao cutdnea aguda na pele de coelhos foi conduzido de acordo com
OECD - Guideline for the Testing of Chemicals. Method 404 “Acute Dermal Irritation/Corrosion”
(Adopted: 24™April 2002).

3.3 Principio do teste in vivo

Esta norma aplica-se preferencialmente a coelhos albinos. A substéncia teste é aplicada em
uma unica dose em uma pequena area da pele (aproximadamente 6 cm?) do animal teste,
areas de pele nao tratadas do animal teste s&o utilizadas como controle. O periodo de
exposicado é de 4 horas. Residuos da substancia teste sdo entdo removidos. A dose € de 0,5
mL aplicado na area da pele depilada. O método consiste em dois testes: o teste inicial e o
ensaio de confirmagdo (usado somente se um efeito corrosivo ndo for observado no ensaio
inicial).

Todos os animais devem ser examinados para sintomas de eritema e edema durante o periodo
do estudo e os resultados devem ser avaliados em conjunto com a natureza e a gravidade das
lesbes. A duragdo do estudo deve ser suficiente para avaliar a reversibilidade ou ndo dos
efeitos observados, ndo sendo inferior a 72 horas, podendo se entender por 14 dias. Quando
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as respostas persistirem até ao fim do periodo de observagao de 14 dias, a substancia teste é
considerada um agente irritante.

34 Sistema teste

Foram utilizados trés coelhos albinos da raga Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), adultos
jovens, nascidos entre 07 a 10 de fevereiro de 2016. Os trés coelhos eram machos, sem
histéria clinica prévia e sem lesdes na pele e peso entre 2,885 e 3,650 kilogramas.

Os animais foram obtidos do criador Irany Solla Zolin, Eldorado do Sul, RS.

Os animais foram aclimatados as condigdes do laboratério pelo menos 5 dias antes do inicio do
teste. Aproximadamente vinte e quatro horas antes do teste os animais foram tricotomizados
(aproximadamente 6 cm?) na area dorsal lateral do tronco em duas areas de igual tamanho. Os
animais foram designados aleatoriamente por meio de sorteio.

3.5 Condicoes ambientais e alimentacgéo

Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais de arame galvanizado identificadas
por cracha. O estudo foi conduzido em sala de experimentagdo com temperatura entre 20,6°C
e 23,5°C e umidade relativa entre 43,0% e 46,0% e fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas
escuro.

Os animais foram alimentados com ragdo comercial da marca Pia e agua filtrada (Corsan) ad
libitum durante todos os periodos do ensaio. Detalhes da qualidade dos alimentos e da agua
sao rotineiramente registrados nos arquivos de dados brutos do laboratério.

3.6 Dosagem e aplicagao da substancia teste

A dose utilizada foi 0,5 mL da substancia teste por animal. A substéncia teste foi aplicada na
area tricotomizada da pele e coberta com um curativo semi-oclusivo (gaze), fixada com uma fita
adesiva nao irritante (micropore). A outra area de pele tricotomizada ndo exposta, no flanco
oposto serviu como controle.

A determinacdo do pH foi realizada em solugcédo a 1% na temperatura de 25,0 + 1 °C.
Substancias com pH muito acido ou muito alcalino (pH < 2,0 e pH = 11,5) podem ter severos
efeitos locais.

3.7 Medi¢gbes durante o ensaio

Os animais foram pesados individualmente, no primeiro dia e no final do ensaio.

3.8 Avaliagao Clinica

Os animais foram examinadosno local da aplicagdo uma, 24, 48 e 72 horas apds o periodo de
exposic¢ao, para avaliar a presenga de sinais de eritema e edema.

3.9 Critérios de avaliagao

Os escores de irritagdo cutanea sao avaliados em conjunto com a natureza e severidade das
lesbes e o tempo de reversibilidade delas.

A reversibilidade das lesdes cuténeas € considerada na avaliagdo de respostas irritantes.

Uma substancia é considerada irritante quando respostas como: alopecia (area limitada),
hiperqueratose, hiperplasia e descamacao persistirem no final do 14° dia do periodo de
observagao.

A avaliagao é realizada a partir dos valores atribuidos para as alteracdes de eritema e edema
observadas.

Os valores atribuidos (escores) s&o apresentados no Anexo | da se¢do Anexos.
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4.0 RESULTADOS

O estudo foi realizado entre os dias 02 a 24 de agosto de 2016.

O teste in vivo foi realizado inicialmente utilizando um animal (teste inicial — animal 1). Outros
dois animais foram testados somente apés as avaliagbes das reacbes cutaneas do primeiro
animal (teste confirmatério — animal 2 e 3).

Os animais foram expostos a substancia teste em uma unica dose por 4 horas consecutivas.
Ao final desse periodo a substancia teste residual foi removida usando solugao fisiolégica
(solucéo estéril de cloreto de sdédio 0,9%) através de esguicho suave, para evitar qualquer
friccdo na superficie.

Todos os animais foram examinados clinicamente por 7 dias para avaliar a presenga de sinais
de eritema e edema, e as respostas registradas durante o periodo de observagdo foram
expressas na forma de escores e sdo apresentadas na Tabela 2 da Secao Tabelas.

Cada animal foi avaliado separadamente tendo seus resultados registrados individualmente
aos 60 minutos, 24, 48, 72 horas e 7 dias apds a aplicagao da substancia teste.

Os resultados foram baseados nas reagbes cutdneas observadas na pele exposta quando
comparadas ao controle (n&o tratada) localizada no flanco oposto.

A graduacdo da intensidade da reacdo cutadnea foi baseada no método de Draize, como
descrito no ANEXO I.

A substéancia teste apresentou o pH de 6,0.

O coelho 1 utilizado no teste inicial e os dois coelhos utilizados no teste confirmatério
apresentaram eritema muito leve de grau 1 durante 72 horas apds a remogao do curativo, estas
alteragdes regrediram antes de sete dias.

Os trés coelhos apresentaram também edema muito leve no local da aplicacdo da subsancia
teste uma hora apés a remogao do curativo (primeira observagao), que regrediram antes das
primeiras 24 horas nos coelhos 2 e 3. No coelho 1 regrediu somente em 72 horas de
observagao.

As avaliacdes registradas durante o periodo de observagdo sédo apresentadas na Tabela 2 da
Secao Tabelas.

Nao foram observadas alteracbes macroscopicas nos animais durante o periodo de estudo.

Os trés animais apresentaram ganho de peso corporal durante a realizagdo do estudo.

As massas corporais dos animais no primeiro e ultimo dia de teste sdo apresentadas na Tabela
1 da Segao Tabelas.

5.0 CONCLUSAO

A substancia teste PGB provocou eritema de grau 1 e edema muito leve, quando aplicada
pura, na pele de coelhos albinos da raga Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), reversiveis
em 7 dias. Considrando os valores atribuidos aos efeitos de irritacdo/corrosdao dérmica
aguda observados na pele dos animais expostos e o tempo de reversibilidade dos
efeitos observados, a substancia teste PGB foi considerada néo irritante para coelhos.

6.0 ARQUIVAMENTO

O plano de estudo, os dados brutos e o relatério final serdo mantidos arquivados por um
periodo minimo de cinco anos e a substancia teste por um periodo minimo de 60 dias apods o
encerramento dos Estudos nas dependéncias da NSF Bioensaios - Prestagdo de Servigos de
Analises e Certificagdo Ltda.
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SEGCAO TABELAS

TABELA 1: Massa corporal dos animais durante o ensaio.
Animal Sexo Peso corporal inicial (kg) Peso corporal final (kg)
1 Macho 2,990 3,130
2 Macho 2,885 3,120
3 Macho 3,650 3,712
Média 3,175 3,321
TABELA 2: Valores atribuidos aos efeitos de irritagcao/corrosao dérmica

aguda observados na pele dos animais expostos.

Periodo de Observagao 1h 24 h 48 h 72 h 7 dias
Animal 1 02/08/16 | 03/08/16 | 04/08/16 | 05/08/16 | 09/08/16
Eritema 1 1 1 1 0
Edema 1 1 1 0 0
Animal 2 17/08/16 | 18/08/16 | 19/08/16 | 20/08/16 | 24/08/16
Eritema 1 1 1 1 0
Edema 1 0 0 0 0
Animal 3 17/08/16 | 18/08/16 | 19/08/16 | 20/08/16 | 24/08/16
Eritema 1 1 1 1 0
Edema 1 0 0 0 0
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SEGAO ANEXOS
ANEXO |

Classificagao das respostas dérmicas (escala Draize).

Formacao de eritema e escara (-:‘-ral’l
Atribuido
Sem eritema 0
Eritema muito leve (pouco perceptivel) 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a severo 3
Eritema severo (vermelhidao) a formacéao de escara 4
Formacao de Edema Atﬁlgztildo
Sem edema 0
Edema muito leve (pouco perceptivel) 1
Edema leve (bordas bem definidas) 2
Edema moderado (aumento aproximado de 1 mm) 3
Edema severo (aumento superior a 1 mm e espalhado ao redor da 4
area de exposicao)
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ANEXO Il
Certificado de Reconhecimento da Conformidade aos Principios das
Boas Praticas de Laboratoério

epublica Federativa do Brasil
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia — Inmetro

Coordenacao Geral de Acreditacao

Autoridade Brasileira de Monitoramento da Conformidade aos I
Principios das Boas Praticas de Laboratério-BPL da OCDE

Certifccado de Recontiecimente da (Conformidade aos
Préincipios das Boas Prdticas de Laboratinio

Reconhecimento n° BPL 0006

Reconhecimento inicial: 14-5-2001

Laboratério de Ensaios em Agrotoxicos e Produtos Quimicos - BPL
NSF Bioensaios — Prestacéo de Servigos de Andlises e Certificagdo Lida.
Rua Palermo, 257 — Viamao - RS

A Coordenacédo Geral de Acreditacdo do Inmetro concede a instalacdo de teste acima
identificada o reconhecimento da conformidade aos Principios das Boas Praticas de
Laboratério da OCDE para a condugdo de estudos nao-clinicos de seguranga a saude e
ao meio ambiente, incluindo no Programa Brasileiro de Monitoramento BPL, com a
seguinte definicdo de escopo:

Areas de Especialidades de Estudos Categorias de Itens de Teste

Testes Fisico-quimicos; Estudos Toxicolégicos; | - Agrotéxicos, Seus Componentes e Afins;
Estudos de Mutagenicidade; Estudos | - Produtos Farmacéuticos;
Ecotoxicolégicos com Organismos Aquaticos e | - Cosméticos;

Terrestres; Estudos sobre o Comportamento em | - Preservativo de Madeira;

Agua, Solo, Ar e Bioacumulagdo; Estudos de | - Produtos Veterindrios;

Residuos; Estudos de Efeitos em Mesocosmos | - Saneantes;

e Ecossistemas Naturais; Quimica Analitica e | - Produtos Quimicos Industriais;

Clinica; Avaliagdo da Atividade Bactericida em | - Remediadores.

Desinfetantes Através do Método de Diluicao de
Uso; Avaliagcdao da Atividade Fungicida em
Desinfetantes; Pesquisa e Identificagdo de
Patégenos; Pureza da Cultura Estoque;
Estabilidade de Estocagem — Agente
Microbioldgico de Controle; Estabilidade a Luz
Solar, pH 5, 7, 9; Ar, Temperatura, Metais e
sues lons — Agente Microbiolégico de Controle.

Nota: As categorias de itens de teste "agrotoxicos, seus componentes e afins" e "produtos quimicos industriais" estao
contemplados pela adesao plena do Brasil, através da Coordenacao Geral de Acreditacdo-Cgcre do Inmetro, aos Atos
da Organizagdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico - OCDE relacionados a Aceitacdo Mutua de Dados
(MAD) de acordo com os Principios das Boas Préticas de Laboratdrio-BPL.

Emissao: 21-07-2015 é{ é‘*\ Le Validade: 14-5-2017

Guilherme Andrade Campos Pedrosa
Coordenador Geral de Acreditacdo Substituto

A situagdo atual do reconhecimento deve ser verificada no enderego eletrénico
http://www.inmetro.gov.br/monitoramento_BPL/certificados/
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