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IRRITAGAO/CORROSAO OCULAR AGUDA PARA COELHOS
PGB

1.0 RESUMO

Um estudo in vivo com coelhos albinos da raga Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus)
foi conduzido para determinar o potencial da substincia teste PGB em causar
efeitos lesivos, reversiveis ou ndo sobre os olhos dos animais. O teste foi realizado
com trés coelhos adultos machos, sob condigbes artificiais controladas, com
fotoperiodo de 12 horas claro/12 horas escuro. A substancia teste foi aplicada em
dose uUnica no saco conjuntival de um dos olhos de cada animal. O outro olho, a
qual permanece sem tratamento, serviu como controle. O resultado final foi baseado no
grau de irritagdo ocular ocorrida nos animais, durante os sete dias de observacéo.
Foram avaliadas as alteragdes ocorridas no olho, caracterizadas por alteragcdes
na cornea (opacidade), iris e conjuntiva, assim como os parédmetros de massa
corporal no primeiro e no ultimo dia do ensaio.

Os resultados obtidos mostraram que a substancia teste provocou alteracoes
moderadas, opacidade corneal (graus 1 e 2) que diminui com o tempo até a
reversibilidade total em 7 dias, resposta inflamatéria de grau 1, hiperemia e edema
de grau 1, os quais foram reversiveis também em 7 dias.

SUMMARY

An in vivo study with albino rabbits New Zealand (Oryctolagus cuniculus) was
conducted to determine the potential of the test PGB in causing harmful effects,
reversible or not on the eyes of animals. The test was conducted with three adult
female rabbits under controlled artificial conditions, with a photoperiod of 12 hours
light/12 hours dark. The test substance was administered as a single dose in the
conjunctival sac of one eye of each animal. The other eye, which remains
untreated, served as control. The end result was based on the degree of eye
irritation in animals occurred during the seven days of observation. It was
evaluated the alterations occurred in the eye, characterized by alterations in the
cornea (opacity), iris and conjunctiva, as well as the parameters of body weight in the
first and last day of the test.

The results showed that the test substance caused moderate alterations, corneal
opacity (grades 1 and 2) which decreases with time until total reversibility in 7 days,
inflammatory response (degree 1), hyperemia and edema of grade 1, which were
also reversible 7 days.
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IRRITAGAO/CORROSAO OCULAR AGUDA PARA COELHOS
PGB

2.0 INTRODUGAO

O objetivo do estudo é fornecer informacgbes sobre os efeitos irritantes e/ou corrosivos
provocados pela exposi¢cdo a substancia teste nos olhos de coelhos albinos.

3.0 MATERIAL E METODOS
3.1 Substancia teste

Nome da substancia teste . PcB™

Recebido em : 27/06/2016

Identificagcao 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 M

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 ocular aguda nos olhos de coelhos albinos foi conduzida
de acordo com OECD - Guideline for Testing of Chemicals. Method 405 “Acute Eye
Irritation/Corrosion” (Adopted: 2" October 2012).

3.3 Principio do teste in vivo

Esta norma aplica-se preferencialmente a coelhos albinos. A substéncia teste é aplicada
em dose Unica no saco conjuntival de um dos olhos de cada animal. O outro olho, o qual
permanece sem tratamento, serve como controle. O teste inicial utiliza um animal; o nivel
de dosagem depende da natureza da substancia teste. O teste confirmatério ndo deve
ser realizado se um efeito corrosivo for observado no teste inicial. A resposta irritante ou
nao deve ser confirmada utilizando até dois animais adicionais. Recomenda-se que o
mesmo seja realizado de uma forma sequencial num animal de cada vez, em vez de
expor os dois animais adicionais simultaneamente. A duragdo do periodo de observagao
deve ser suficiente para uma avaliagdo completa da magnitude e reversibilidade dos
efeitos observados. Os olhos devem ser examinados em 1, 24, 48, e 72 horas apos a
aplicagdo da substancia de teste podendo ser estendido até 21 dias. Os resultados de
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irritacdo ocular devem ser avaliados em conjunto com a natureza e gravidade das lesdes
e sua reversibilidade ou nao.

O grau de irritacdo/corrosdo ocular é avaliado em intervalos determinados através do
grau de lesao da conjuntiva, cérnea e iris. Outros efeitos locais no olho e efeitos adversos
sistémicos sdo também considerados para fornecer uma avaliagao completa dos efeitos.

34 Sistema teste

Foram utilizados trés coelhos albinos da ragca Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus),
adultos jovens, nascidos em 7 e 10 de fevereiro de 2016. Os trés coelhos eram fémeas
nuliparas e nao prenhes, sem historia clinica prévia e peso entre 3,507 e 3,831 gramas.
Os animais foram obtidos do criador Irani Solla Zolin, Eldorado do Sul, RS.

Os olhos de cada animal teste foram examinados clinicamente, 24 horas antes do inicio
do ensaio. A avaliacdo clinica da cérnea, iris e conjuntiva, em ambos os olhos, foi
realizada com o auxilio de um oftalmoscoépio.

Os animais foram aclimatados as condigdes do laboratério pelo menos 5 dias antes do
inicio do teste. 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 experimentacdo com
temperatura entre 20,0°C e 23,0°C e umidade relativa entre 45,0% e 54,8% e fotoperiodo
de 12 horas claro/12 horas escuro (Tabela 1 da Secao Tabelas).

Os animais foram alimentados com racdo comercial da marca Supra e agua filtrada 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 laboratorio.

3.6 Dosagem e aplicagao da substancia teste

A substancia teste apresentava-se no estado fisico liquido. A quantidade de substancia
teste utilizada foi aproximadamente 0,1 mL e foi aplicada pura no saco conjuntival de um
dos olhos do animal.

Apos a aplicacao, as palpebras foram unidas por cerca de um segundo, a fim de evitar
perda de material. O outro olho, nao tratado, serviu como controle.

A determinagdo do pH foi realizada na amostra pura 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 e ndo devem ser testadas.

3.7 Uso de anestésico topico e analgesia sistémica

Os seguintes procedimentos foram adotados para evitar ou minimizar a angustia ou dor
durante o teste:

Sessenta minutos antes da aplicacdo da substancia teste os animais receberam
tratamento com Tramadol 3 mg/kg por injecdo subcutanea (SC) para prover um nivel de
analgesia sistémica.

Cinco minutos antes da aplicagdo da substancia teste, o olho do animal foi anestesiado
com uma gota de anestésico ocular (solugao oftalmica de Cloridrato de Tetracaina 1% e
Cloridrato de Fenilefrina 0,1%) para que o mesmo nao sentisse dor e/ou incObmodo no
momento da aplicacdo da substancia teste.

Oito horas apds a aplicagao da substancia teste, Tramadol 3 mg/kg SC foi administrado
para prover um nivel terapéutico continuo de analgesia sistémica.
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Apods as primeiras oito horas pos aplicagdo da substancia teste, Tramadol 3 mg/kg SC foi
administrado de 12 em 12 horas e Meloxicam 0,5 mg/kg SC a cada 24 horas até 7 dias
quando nenhum sinal clinico de dor ou angustia foi observado.

3.8 Medi¢goes durante o ensaio

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

3.9 Avaliagao clinica

Os olhos dos animais foram examinados uma, 24, 48 e 72 horas ap6s a aplicacdo da
substancia teste com o auxilio de oftalmoscoépio.

Na avaliacdo da 24° hora de exposi¢cao ulceragdes na coérnea foram investigadas
utilizando uma gota de fluoresceina aplicada no olho.

Para determinar as condi¢cdes das lesbes e sua reversibilidade ou irreversibilidade, os
animais foram observados por sete dias apds a administracdo da substancia teste.

3.10 Critérios de avaliagao

Os escores de irritacdo ocular sdo avaliados em conjunto com a natureza e severidade
das lesdes e o tempo de reversibilidade delas.

A avaliacdo é realizada a partir dos valores atribuidos para as altera¢des de cérnea, iris e
conjuntiva observadas.

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

4.0 RESULTADO

O teste in vivo foi realizado entre os dias 08 de agosto a 06 de setembro de 2016.
A substancia teste apresentou pH de 6,00 e encontra-se dentro dos valores
recomendados pela OECD.

Os animais foram examinados clinicamente 24 horas antes do teste e ndo apresentavam
irritacao ocular, defeitos ou lesdes de cornea pré-existentes.

O teste in vivo foi realizado inicialmente utilizando um animal (teste inicial — animal 1).
Sessenta minutos antes da aplicagado da substancia teste o animal recebeu tratamento
com Tramadol 3 mg/kg por injecdo subcuténea (SC) e cinco minutos antes da aplicagéao
da substéancia teste, o olho do animal foi anestesiado com uma gota de anestésico ocular
(solugao oftalmica de Cloridrato de Tetracaina 1% e Cloridrato de Fenilefrina 0,1%), para
gue o mesmo nao sentisse dor e/ou incbmodo no momento da aplicagdo da substancia
teste.

Outros dois animais foram testados de uma forma sequencial um animal de cada vez,
somente apds as avaliagbes das reagdes nos olhos do primeiro animal (teste
confirmatério — animais 2 e 3).

Aproximadamente 0,1 mL de substancia teste foi aplicada em uma unica dose no saco
conjuntival apds afastamento suave de ambas as palpebras. O outro olho, ndo tratado,
recebeu somente o colirio anestésico e serviu de controle.

A duracao do ensaio foi de sete dias de observacao

As observagdes foram expressas em escores de dano causado na cornea, iris e
conjuntivas palpebrais e bulbares e apresentadas na Tabela 2 da Secao Tabelas.

A interpretagdo das observacdes qualitativas macroscépicas das alteracées oculares foi
baseada no método de Kay e Calandra que utiliza a escala de Graduagao da intensidade
das Reagbes Oculares de Draize (Anexo ). O grau de alteragdo obtido nas observagdes
foi classificado em grau de intensidade da alteragéo no olho (indice de Irritagdo ocular)
conforme a tabela do Anexo Il
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Cada coelho foi avaliado separadamente tendo seus resultados registrados
individualmente apds o periodo de observacgao.

No teste inicial, no coelho 1 foi observado alteracbes discretas na cérnea, desde uma
reducao do brilho normal a presencga de areas fluorescentes apds aplicacido do corante
fluoresceina durante 72 horas (menor ), diminuindo com o tempo até a reversibilidade
total em 7 dias de observacdo. Apresentou irite (grau 1) durante 48 horas.

Nas conjuntivas, observou-se hiperemia discreta e edema nas primeiras 48 horas
reversivel em 72 horas.

No coelho 2 a substancia teste provocou opacidade em 90% da cérnea, opacidade
corneal grau 2, nas primeiras 48 horas regredindo para 60% em 72 horas até reversao
total em 7 dias de observacdo. Apresentou também resposta inflamatéria de grau 1
reversivel em 7 dias. Nas conjuntivas, observou-se hiperemia e inchago das palpebras
(edema) de grau 1, reversiveis em 7 dias.

No coelho 3 foram observados alteragdes moderadas na cérnea, como areas translucidas
de opacidade (maior que %) durante 72 horas, diminuindo com o tempo até a
reversibilidade total em 7 dias. Apresentaram também resposta inflamatdria reversivel em
7 dias. Nas conjuntivas, apresentou hiperemia e inchaco das palpebras durante 72 horas
reversivel em 7 dias de observacéo.

Os trés animais apresentaram secregéo.

Os animais 1, 2 e 3 apresentaram um ganho de peso durante a realizagido do estudo.
As massas corporais sdo apresentadas na Tabela 1 da Secao Tabelas.

indice de Irritagdo ocular para 48 horas: 30

Classificacao: Moderadamente irritante

O indice mais alto foi utilizado para classificar a substancia teste de acordo com a tabela
do Anexo Il

5.0 CONCLUSAO

A substancia teste PGB foi classificada como Moderadamente irritante quando
aplicada pura por via ocular em coelhos.

6.0 REFERENCIAS

OECD - Guideline for Testing of Chemicals. Method 405 “Acute Eye Irritation/Corrosion”
(Adopted: 2" October 2012).

Viamdo, 12 / 09 / 2016

Helena Campos Rolla
Diretora de Estudos
Rua Palermo, 257 - Viaméao - RS - Brasil
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SEGAO TABELAS
TABELA 1: Massa corporal dos animais durante o ensaio.
Animal Sexo Peso corporal inicial (kg) Peso corporal final (kg)
1 Macho 3,507 3,612
2 Macho 3,831 3,930
3 Macho 3,296 3,416
Média 3,545 3,653
TABELA 2: Valores atribuidos aos efeitos de irritagdo/corrosdao ocular aguda
observados na cérnea, iris e conjuntiva dos animais expostos.
Animal 1 DATA 09/08/16 10/08/16 11/08/16 12/08/16 16/08/16
HORA 1h 24 h 48 h 72 h 7 dias
A — Opacidade 0 1 1 1 0
Coérnea B - Area da cornea 0 1 1 0
(AxB)x5 0 5 5 5 0
iris C - Resposta inflamatéria 0 1 1 0 0
(C x 5) 0 5 5 0 0
D — Hiperemia 0 1 1 0 0
L E - Quemose Edema 0 1 1 0 0
Conjuntiva —
F — Secregao 0 1 2 1 0
(D+E+F) x 2 0 6 8 2 0
Total: AxB)x5+(Cx5)+(D+E+F)x2 0 16 18 7 0
Animal 2 DATA 17/08/16 18/08/16 19/08/16 20/08/16 24/08/16
HORA 1h 24 h 48 h 72 h 7 dias
A - Opacidade 0 2 2 1 0
Cornea B - Area da cérnea 0 4 4 3 0
(AxB)x5 0 40 40 15 0
iris C - Resposta inflamatéria 0 1 1 1 0
(C x 5) 0 5 5 5 0
D - Hiperemia 0 1 1 1 0
Conjuntiva E - Quemose Edema 0 1 1 0 0
F - Secrecéao 0 1 1 1 0
(D+E+F) x 2 0 6 6 4 0
Total: AxB)x5+(Cx5)+(D+E+F)x2 0 51 51 24 0
Animal 3 DATA 30/08/16 31/08/16 01/09/16 02/09/16 06/09/16
HORA 1h 24 h 48 h 72 h 7 dias
A - Opacidade 0 1 1 1 0
Coérnea B - Area da cérnea 0 2 2 1 0
(AxB)x5 0 10 10 5 0
iris C - Resposta inflamatéria 0 1 1 1 0
(C x 5) 0 5 5 5 0
D - Hiperemia 1 1 1 1 0
L E - Quemose Edema 0 1 1 0 0
Conjuntiva —
F - Secrecao 0 1 1 1 0
(D+E+F) x 2 2 6 6 4 0
Total: AxB)x5+(Cx5)+(D+E+F)x2 2 21 21 14 0
Média total 1 29,3 30 15 0
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SEGAO ANEXOS

ANEXO |
Classificagao das respostas oculares (sistema de graduagao de Draize), baseado
no modelo de olho do coelho

CORNEA
A - Opacidade: Grau de densidade Grau
Sem ulceragao ou opacidade. 0
Areas de opacidade dispersas ou difusas, detalhes da iris claramente visiveis. 1
Area transltcida facilmente discernivel, detalhes da iris levemente obscurecidos. 2
Areas nacaradas, detalhes da iris completamente invisiveis, tamanho da pupila 3
apenas discernivel.
Cérnea opaca, iris ndo discernivel através da opacidade. 4
B - Area da cérnea envolvida:
Cérnea normal 0
Até um quarto 1
Maior que um quarto e menor do que a metade 2
Maior que a metade e menor do que trés quartos 3
Maior do que trés quartos 4
iRIS
C —iris Grau
Normal. 0
Dobras mais profundas, congestéo, edema, hiperemia pericorneana moderada ou
vasos injetados. Qualquer desses sintomas, ou se ha uma combinacgéao deles: a iris 1
continua a responder a luz (reagdo lenta, porém positiva).
Auséncia de reacao a luz, hemorragia, destruicdo marcante do tecido (cada um 2
desses sintomas ou o conjunto deles).
CONJUNTIVA
D - Hiperemia Grau
Vasos sanguineos normais. 0
Hiperemia de alguns vasos sangilineos (olhos injetados). 1
Coloragéo purpura difusa, vasos sangiliineos individuais dificilmente discerniveis. 2
Coloragéo vermelha difusa. 3
E — Quemose
Sem edema (palpebras e/ou membrana nictitante)
Qualquer edema anormal (incluindo membrana nictante). 1
Edema consideravel com eversao parcial das palpebras. 2
Edema com as palpebras parcialmente fechadas. 3
Edema com mais da metade das palpebras fechadas. 4
F — Secrecgao
Auséncia de secrecéo 0
Secregao em quantidade diferente da normal 1
Secregado com umedecimento das palpebras, pélos adjacentes as palpebras 2
Secrecao com umedecimento das palpebras, pélos e area consideravel ao redor do 3
olho
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ANEXO I
Classificagao de substancia segundo indice de irritacao ocular
indice de Irritagéo Classificagéo

0-25 N&o irritante

2,6-25 Levemente irritante
25,1-50 Moderadamente irritante
50,1 - 80 Severamente irritante
80,1-110 Maximamente irritante
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ANEXO Il
Certificado de Reconhecimento da Conformidade aos Principios das
Boas Praticas de Laboratério

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

Coordenacao Geral de Acreditacdao

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

Certificado de Recontiecimento da (Conjormidade ase
Préincipios das Boas Priticas de Laboratonéo

Reconhecimento n° BPL 0006

Reconhecimento inicial: 14-5-2001

Laboratério de Ensaios em Agrotéxicos e Produtos Quimicos - BPL
NSF Bioensaios — Prestacéo de Servicos de Andlises e Certificacéo Ltda.
Rua Palermo, 257 — Viamao - RS

A Coordenacdo Geral de Acreditacdo do Inmetro concede a instalagdo de teste acima
identificada o reconhecimento da conformidade aos Principios das Boas Praticas de
Laboratério da OCDE para a condugdo de estudos ndo-clinicos de seguranga a satde 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 Toxicoldgicos; | - Agrotéxicos, Seus Componentes e Afins;
Estudos de Mutagenicidade; Estudos | - Produtos Farmacéuticos;
Ecotoxicologicos com Organismos Aquaticos e | - Cosméticos;

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

Agua, Solo, Ar e Bioacumulagédo; Estudos de | - Produtos Veterinarios;

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; Avaliacdo 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 Coordenacdo Geral de Acreditagdo-Cgcre do Inmetro, aos Atos
da Organizagao para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico - OCDE relacionados a Aceitagdo Mutua de Dados
(MAD) de acordo com os Principios das Boas Praticas de Laboratdrio-BPL.

Emissdo: 21-07-2015 é{ é\ﬂ Z\{ Validade: 14-5-2017

Guilherme Andrade Campos Pedrosa
Coordenador Geral de Acreditacdo Substituto

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