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efeitos adversos e/ou sintomas decorrentes da exposicdo aos microrganismos, passiveis de serem observa-
dos nesses testes, podem também depender de fatores relacionados ao microrganismo, como, por exemplo,
a cepa utilizada nos estudos (George et al,1993).

Entretanto, sob determinadas situactes de estresse como subnutricdo, antibioticoterapia,
quimioterapia ou imunodeficiéncia pode ocorrer um aumento do risco de exposicdo de um individuo ou de
uma populacéo, acrescido ao fato de que nem sempre é possivel estabelecer facilmente a dispersao do
produto no ambiente.

1.4. Elaboracéao de relatérios

A elaboracéao dos relatdrios devera seguir os Principios das Boas Préaticas de Laboratdrio, de acor-
do com a terminologia de documento emitido pelo INMETRO- CTLEOG (1995).

Cada teste descrito deverd satisfazer os requisitos listados a seguir {a menos que algum protocolo
especifico aconselhe outra apresentacao).

Exigéncias Gerais
* Deve ser redigido um relatdrio final do estudo.

* Recomenda-se o uso do Sistema Internacional de Medidas.

O relatdrio final deve ser assinado e datado pelo Diretor do estudo, pelo responséavel do teste,
bem como os relatérios de outras areas, anexados ao relatdrio final, devem ser datados e
assinados pelo pesquisador principal responsével pela érea.

e Correcdes e aditamentos ao relatdrio final devem ser feitos em forma de adendo. O anexo deve
especificar claramente o motivo da correcao ou do aditamento e deve ser assinado e datado
pelo Diretor do estudo e pelo pesquisador principal de cada area envolvida.

1.5. Contetdo do Relatério Final

O relatorio final deve incluir as informagdes abaixo listadas (contudo, outras nformacdes relevan-
tes também poderdo ser descritas):

* |dentificacdo do estudo, do sistema-teste, da substancia de referéncia e da substancia de controle;
¢ Um titulo descritivo;

» |dentificagao da substancia-teste por cédigo ou nome (nomenclatura internacional);

* |dentificacdo da substancia de referéncia por cédigo ou nome (nomenclatura internacional);

* |dentificacdo da substancia de controle por cddigo ou nome {nomenclatura internacional);

* Caracterizacao da substancia-teste, incluindo pureza, estabilidade e homogeneidade;

¢ |dentificacdo e caracterizacdo do sistema-teste.

Informacdes sobre a Unidade Operacional

* Nome e endereco;
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Tabela 1. Esquema de observacdo e sacrificio dos animais dos diversos grupos testados.

Dias de observacdo e sacrificio 0 3 7 14
Grupos Numero de machos ou fémeas sac
Testemunha 3 i a 3
Produto técnico 3 3 3 3
Produto comercial 3 3 3 3
Prateleira 3 3 3 3
Produto técnico inativo 3 3 3 8

Grupos-testemunha e Prateleira

1. S3o exigidos um grupo-testemunha e um prateleira de animais nao-tratados na conducao
do teste. Metade dos animais de ambos os sexos deve ser mantida separadamente do
grupo exposto ao produto técnico ativo ou inativo e ao comercial (controle), enquanto o
restante devera ser mantido junto aos mesmos (prateleira);

2. Um grupo-testemunha para o veiculo do AMC é requerido apenas quando a toxicidade do
veiculo for desconhecida;

3. Grupos-testemunha tratados com AMC “s inativados (produto técnico inativado) séo utili-
zados para se avaliar as propriedades téxicas. A inativacao deve ser feita por um meio que
permita a manutencdo razoavel da integridade estrutural do AMC.

Sacrificio de animais

Para a avaliagao de infectividade e taxa de eliminacédo, o AMC deve ser detectado em teci-
dos, 6rgdos e fluidos corpdreos de trés animais tratados por sexo, de todos os grupos, sacrificados trés
dias ap6s a administracdo do AMC e semanalmente a partir de entdo; ou dependendo do AMC testado,
outro intervalo apropriado para que o nimero desses eventos seja suficiente para se estabelecer de
forma adequada o padréo de eliminagdo. Dependendo do comportamento, presenca ou auséncia do
AMC nos tecidos e/ou fezes, podem ser incluidos outros intervalos de sacrificio como o dia 1 no caso

do microrganismo ser eliminado rapidamente.-

AvaliacGes dos animais testados

Um exame clinico cuidadoso de todos os animais deve ser feito pelo menos uma vez ao dia. Os
animais devem ser pesados no inicio e no término do experimento e semanalmente durante o teste.
Qutras observacdes a serem realizadas incluem:

. Pele {incluindo sinais de irritacao) e pélo;
. Olhos e mucosas;

. Sistema respiratério;

. Sistema nervoso periférico e central;

1
2
a
4. Sistema circulatério;
5
6. Atividade somatomotora;
;

. Comportamento (atencdo especial deve ser dada a ocorréncia de tremores, convulsées, diarréia,
letargia, salivacdo, sono e coma).
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Progresséo das Fases

1. Se forem observados sinais significativos ou persistentes de patogenicidade, os testes de

toxicidade oral aguda ou de patogenicidade podem ser exigidos em animais ndo-roedores;

2. Caso se suspeite da producéo de toxinas pelo AMC ou se a producio de toxina for indicada

por sinais significativos ou persistentes de toxicidade nos animais testados e na auséncia
de sinais de infectividade ou patogenicidade, entdo:

I. O(s) componente(s) téxico{s}) do material administrado deve(m) ser identificado(s) e, na
medida do possivel, isolado(s);

Il. Um estudo de toxicidade aguda deve ser conduzido com o(s) componente(s) toxico(s);

3. Caso seja observada infectividade significativa ou persisténcia anormal do AMC na ausén-

cia de sinais de toxicidade ou patogenicidade, entdo um estudo subcrénico (90 dias) deve
ser realizado.

2.1.b. Patogenicidade/toxicidade oral aguda

Objetivo

Na avaliacdo de caracteristicas toxicas e patogénicas de um AMC, a determinacdo da

patogenicidade/toxicidade oral aguda & normalmente o primeiro passo a ser tomado. Essa determina-

cdo fornece informacodes de riscos provaveis a salide a partir de uma Unica exposicao pela via oral. O

objetivo deste estudo é fornecer informacdes iniciais sobre toxicidade, infectividade e patogenicidade

de um AMC, utilizando-se uma Unica dose elevada do produto e observando-se os organismos tratados.

Caracteristicas da dosagem do AMC

i

Dose: uma Unica dose de pelo menos 108 unidades do AMC por animal tratado deve ser
utilizada. Se menor, o requerente deve justificar a razao para tal;

. Quantificacdo da dosagem: técnicas utilizadas para quantificar as unidades de AMC em

uma dose dependerdo do grupo de microrganismo ao qual o AMC pertence. Quando possi-
vel, deve-se determinar a quantidade de unidades vidveis, potencialmente vidveis ou

infectivas em cada dose.

. Veiculo: o veiculo recomendado para PT é qualquer um que permita a manutencao da

viabilidade, a capacidade de germinacao, a capacidade de evolucéo do cisto ou, para para-
sitas intracelulares, a capacidade de infeccd@o no hospedeiro;

. Volume: o maximo volume de liquido que pode ser administrado de uma s6 vez depende do

tamanho do animal testado. Em roedores, o volume nao deve exceder 2ml/100g de peso'
corpdreo. A variabilidade do volume testado deve ser minimizada.

Administracao

1.

Os animais devem ser mantidos em jejum durante a noite anterior @ administragdo da
substancia e apds ela deve ocorrer um jejum de mais 3 ou 4 horas;
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O exame de reagcdes pode ser facilitado pelo uso de instrumentos éticos. Depois da observacao
realizada 24 horas apds o tratamento, os olhos dos animais podem ser examinados com fluorescina.

iris

Normal

Pregas profundamente marcadas, congestdo, inchaco, hiperemia
(guaisquer destas alterac6es ou combinacdes delas), iris com reacgédo i
Sem reacdo 3 luz, hemorragia, destruicdo total (qualquer uma ou tods
Escore = A X5

Maximo total possivel = 10

Conjuntiva
(A} Avermelhamento (refere-se a conjuntiva palpebral e bulbar)

Vasos sanglineos normais

Alguns vasos sanglineos hiperémicos

Coloragdo vermelho-difusa, vasos individuais ndo facilmente perceptive
Coloragdo vermelho-forte, difusa

{B) Quemose (Palpebra e/ou membrana nictitante)

Sem inchaco

Inchaco acima do normal (incluinde membrana nictitante)

Inchaco evidente com eversdo parcial das palpebras

Inchago com palpebras semicerradas

Inchago com palpebras mais que semicerradas

(C) Secrecéo

Sem secre¢ao

qualquer quantidade diferente do normal

com umedecimento das pélpebras e dos pélos adjacentes

com umedecimento das palpebras e pélos adjacentes, mas com &rea ¢

Escore = (A+B+C) X 2
Méaximo total possivel = 20

Total Maximo de Escores

0 total maximo dos escores é a soma de todos os escores obtidos para cornea, iris e conjuntiva.

Relatério

Os dados devem ser apresentados em forma tabular, mostrando para cada animal:
1. O grau de irritacdo (de acordo com a Tabela 2) a cada observacéo;

2. A descricdo do grau e da natureza da irritacdo;

3. A presenca de lesGes severas;

4. Quaisquer outros efeitos além dos oculares.

O grau de irritagao do olho deve ser avaliado em conjunto com a natureza e irreversibilidade
das respostas observadas. As notas individuais ndo representam a determinacdo absoluta das
propriedades irritantes de um material. Elas devem ser vistas como valores de referéncia e apenas tém
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I. Detalhes dos procedimentos utilizados para a deteccao de antigenos e acidos nucleicos virais
e a persisténcia destes na cultura, incluindo reagentes e materiais apropriados, e sensibilidade

e limitacdes do ensaio;

Il. Concentracdo intracelular de antigenos e dcidos nucleicos virais, relatados como uma funcao
do nimero de células (isto &, o nimero de genoma viral/célula).

5. Ensaio de Transformacao Celular:

|. Detalhes dos protocolos utilizados no ensaio de transformacao celular e referéncias relativas
ao ensaio, se existirem;

Il. Dados da testemunha, incluindo os resultados da eficiéncia de plaqueamento;

IIl. Dados sobre formagao de tumores em animais-teste, caso esse estudo seja exigido.
6. Informacdes Gerais sobre todos os testes:

I. A origem de todas as linhagens celulares utilizadas;

Il. Evidéncia da falta de agentes casuais/acidentais em linhagens celulares;

Ill. Informacoes sobre a estabilidade genética de linhagens celulares estabelecidas, e sobre

doadores de células primarias.
Progressdo da Fase

A necessidade de estudos adicionais é definida com base nos resultados deste estudo e nos dados
de outros testes dessa Fase.

Nenhum outro teste sera exigido se os dados obtidos mostrarem que o agente viral ndo é citotdxico
e também néo infecta, se replica ou transforma qualquer cultura celular.

Se os dados mostrarem que a preparacdo do agente viral é téxica para quaisquer das culturas
celulares, mas nao infecta, se replica ou transforma quaisquer das culturas celulares, ent3o:

1. Deveréao ser identificados os componentes toxicos da preparacao;

2. E necessario um estudo de toxicidade aguda para os componentes téxicos (descrito anteriormente
neste protocolo).

Se o agente viral infectar guaisquer das culturas celulares, podem ser necessérios estudos sobre
os efeitos na reproducdo e fertilidade, na oncogenicidade, no potencial de causar imunodeficiéncia e na
infectividade/patogenicidade em primatas.
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2.2.a. Toxicidade Aguda

Objetivo

Esta Fase fornece informacdes sobre os riscos & satde devido a uma Gnica exposicéo &s toxinas ou
aos componentes téxicos derivados ou associados a substancia-teste. Os componentes téxicos da prepara-
cdo de AMC devem ser isolados e identificados.

Esses dados sdo exigidos para o registro do PF e do PT quando forem observados sinais significa-
tivos e persistentes de toxicidade na Fase | e na auséncia de sinais significativos de infectividade ou
patogenicidade.

O objetivo de um estudo de toxicidade aguda é a determinacéo da DL__, seus limites estatisticos e

650/
o0 &ngulo de inclinacdo, constatados através das observagdes em um periodo de 14 dias pds-tratamento.

Definicoes
1. Toxicidade aguda: € o efeito adverso que ocorre através da administracdo de uma Unica dose de
um componente, ou componentes, da substincia testada;

2. DL, corresponde a dose estatisticamente calculada de uma substincia que causa a morte de
50% dos animais éxpostos. E expressa em termos de peso das substancias testadas por unida-
de de peso do animal e também em termos da proporcio (peso/peso) do(s) componente(s) na
substéncia-teste por unidade de peso do animal.

Metodologia

A substéncia-teste é administrada em doses sucessivas para varios grupos de animais experimen-
tais, usando-se uma dose por grupo, observando-se os possiveis efeitos e mortes ocasionados. Os animais
que morrerem durante o teste devem ser necropsiados. Ao final do teste, os animais sobreviventes
serdo sacrificados e também necropsiados. Os protocolos a serem utilizados so os ja existentes para
substancias quimicas.

Substancia-teste

A substéncia-teste correspondera a uma preparacao apropriadamente isolada e purificada dos
componentes tdxicos. A proporcao por peso dos componentes toxicos na substéncia-teste deve ser determi-
nada e relatada.

Selecdo dos animais

As espécies ou linhagens de animais a serem utilizadas s3o aquelas para as quais os efeitos t6xicos
foram observados nos estudos de toxicidade/patogenicidade da Fase I.
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3. Um grupo-controle tratado com AMC inativado para avaliacdo das propriedades tdxicas do
AMC. Essa inativacao deve ser feita por um meio que permita a manutencéo razoavel da
integridade estrutural do AMC.

Caracteristicas da dosagem do AMC

1. Dose: uma Unica dose de, pelo menos, 10® unidades do AMC por animal tratado deve ser
administrada diariamente em cada animal. Se a dose utilizada for menor, o requerente deve

justificar a razao para tal;

2. Veiculo: o veiculo mais adequado pode ser qualquer um que permita a manutencao da viabilida-
de, a capacidade de germinacéo, a capacidade de evolucdo do cisto e, em particular para
parasitas intracelulares, a capacidade de infeccdo em um hospedeiro aceitavel. O veiculo reco-
mendado para o PF é 0 mesmo material no qual o AMC serd distribuido, misturado, suspenso ou
diluido para aplicacao em campo.

Metodologia

A substéncia-teste deve ser administrada diariamente em uma dose alta, por um periodo de pelo
menos 90 dias consecutivos, no qual os animais devem ser observados diariamente para se detectar sinais
de toxicidade ou patogenicidade. Os animais que morrerem durante o teste, bem como os sobreviventes ao
final do teste, deverdo ser sacrificados e necropsiados tendo entdo os tecidos, 0s 6rgédos e os fluidos corpéreos
analisados para a quantificacao da presenca do AMC. Devem ser adotados os mesmos procedimentos da
Fase | quanto a observacao didria dos animais, a necropsia e ao exame patoldgico, a quantificacdo do AMC
em orgaos, tecidos e fluidos corporais, além da elaboracao do relatério.

Observacéao dos Animais Tratados

Um exame clinico cuidadoso de todos os animais deve ser feito pelo menos uma vez ao dia.
Observacoes adicionais devem ser feitas também diariamente, no sentido de resgatar os dados dos animais
que morrerem durante o estudo (isto &, necrdpsia e registro do AMC deles), além do isolamento de animais
fracos ou moribundos. O momento da morte de cada animal deve ser anotado com a maior precisdo possi-

vel. O consumo de alimento e 4gua deve ser determinado semanalmente durante o estudo.

Registro do AMC em tecidos, 6rgéos e fluidos corpéreos

A presenca do AMC em tecidos, 6rgaos e fluidos corpdreos deve ser avaliada utilizando-se técni-
cas quantitativas sensiveis nos animais que morrerem durante os estudos e, por ocasido da necrépsia, em
animais que sobreviverem até o final do experimento. Os limites de sensibilidade do método empregado
devem ser relatados.

O AMC deve ser quantificado em rins, figado, cérebro, pulmdes, baco, sangue e nédulos linfaticos
representativos. E possivel que outros tecidos, 6rgaos e fluidos corpéreos tenham que ser examinados de
acordo com a natureza dos efeitos toxicos e patogénicos observados.
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2.3, Faselll

2.3.a. Efeitos sobre reproducdo e fertilidade

Este documento trata do estudo sobre o efeito de um AMC na reproducdo, no desenvolvimento

embriofetal e na fertilidade em uma geracado de animais. Os efeitos a serem estudados incluem a quantificacao

de fémeas que nao engravidam, o nimero de partos normais e o de reabsorgdes, o tamanho da prole, o

periodo de prenhez, a mortalidade dos embrides e o peso dos descendentes. Também deve ser avaliada a

transmissao do AMC dos pais aos descendentes.

lidades:

Esses dados sao exigidos para o registro de cada PF que corresponda a uma das seguintes possibi-

1. Quando for observada infectividade significativa nos testes subcrénicos da Fase Il, na auséncia
de sinais de toxicidade ou patogenicidade;

2. 0 AMC é um virus que pode persistir ou replicar em culturas de linhagens de células de mami-
feros;

3. O AMC néao pode ser adequadamente identificado taxonomicamente, mas esté relacionado a
organismos reconhecidamente parasiticos as células de mamiferos;

4. A preparacao de AMC nao é suficientemente purificada e existem indicacoes de que ela possa
conter contaminantes que sao parasitas de mamiferos.
Metodologia

O AMC deve ser administrado a machos e fémeas, antes de seu acasalamento e as maes, durante

a prenhez.

Substancia-teste

O teste deve ser conduzido preferencialmente com o PT.

Animais a serem utilizados

1. Espécie e linhagem: deve-se preferir o uso de camundongos ou ratos de linhagem conhecida e
com bons niveis de fecundidade. Os animais devem ser livres de parasitas e patdgenos e as
fémeas nuliparas;

2. ldade: os animais a serem testados devem ter de 6 a 8 semanas de idade, antes da administra-
¢do da primeira dose;

3. Sexo: devem ser estudados tanto machos quanto fémeas;

4. Nameros: cada grupo tratado e testemunha deve conter pelo menos 20 machos e um nimero
suficiente de fémeas para possibilitar pelo menos 20 fémeas prenhes.
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Grupos-testemunha
1. Um grupo-testemunha nao-tratado;

2. Um grupo-testemunha para a substancia veiculo do AMC guando a toxicidade do veiculo ndo
for conhecida;

3. Um grupo tratado com AMC inativado para a avaliacdo das propriedades téxicas de
cada AMC. Essa inativacao deve ser feita por um meio que permita a manutencéio
razodvel da integridade estrutural do AMC.

Caracteristicas da dosagem do AMC

1. Dosagem: deve ser utilizada uma dose de pelo menos 10® unidades de AMC por ani-
mal-teste. Se a dose utilizada for menor, o requerente deve justificar a razdo para tal.
A quantificacdo das unidades de AMC deve ser feita na hora da administracao;

2. Via de Administracdo: a via utilizada normalmente é a oral. Qutras vias devem ser
usadas caso a persisténcia ou infectividade através delas seja observada na Fase I;

3. Freqliéncia da Administracao: deve ser aquela necesséria para manter uma quantida-
de significativa de AMC nos pais, antes e durante o periodo de acasalamento e nas
maées, durante a prenhez.

Acasalamento dos Animais

Para o acasalamento, cada fémea deve ser colocada com um Unico macho tomado ao
acaso até que a prenhez ocorra ou por um periodo maximo de trés semanas. A fémea a ser
acasalada deve estar preferencialmente no periodo estrogénico. Recomenda-se o exame externo
dos érgédos reprodutores e dos ciclos estrais € espermatogénicos, antes do acasalamento. Caso
néo ocorra a fertilizacdo, os animais podem ser acasalados com outros machos ou fémeas, ou
ainda terem avaliados seus 6rgaos reprodutores.

A cada manha a fémea deve ser examinada para a verificacdo da presenca de esperma
ou tampaéo vaginal, quando sera considerado o dia O {zero) da prenhez. As fémeas prenhes devem
ser mantidas em gaiolas separadas contendo material para nidificacdo na ocasifo proxima a data
prevista do parto, quando deve cessar a administracdo do AMC. As gaiolas e os outros materiais
utilizados durante o estudo devem ser livres de contamina¢do com o AMC.

Observacédo dos Animais

As observacdes dos animais devem ser realizadas desde o inicio da administracdo do
AMC até o sacrificio dos filhotes. Observacoes adicionais devem ser feitas diariamente, como a
necropsia de animais mortos e o registro do AMC neles, além do isolamento de animais fracos ou
moribundos.

Outras observacdes a serem realizadas incluem:

1. Pele e pélo;

2. 0Olhos e mucosas;
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6. Peso corpdreo dos pais e da progénie;
7. Dados de necropsia;
8. Quantificagao do AMC;

9. Anélise estatistica dos resultados, quando apropriado.

Progresséo da Fase

Qualquer teste adicional exigido sera determinado em consulta ao drgéo registrante.

2.3.b. Efeitos Oncogénicos

O potencial para efeitos oncogénicos existe quando um componente da formulacdo de um AMC for
um virus e quando qualquer um dos critérios seguintes for pertinente:

1. O virus € um componente intencional, ou ndo intencional, do produto e é reconhecidamente
oncogénico para mamiferos, ou é muito relacionado a tal virus;

2. O virus € um componente intencional, ou ndo intencional, do produto e é capaz de transformar
células de mamiferos no estudo conduzido com culturas de células;

3. Os esforcos para a caracterizagcdo de um virus de um produto n&o sao suficientes para se concluir

se ele é potencialmente oncogénico.

Esses dados sao exigidos para o registro de cada PF ou PT quando o potencial para causar efeitos
oncogénicos em mamiferos for indicado pela presenca de certos componentes virais do produto. Os detalhes do
teste serdo decididos para cada caso, em consulta ao 6rgao registrante,

2.3.c. Inducdo de imunodeficiéncia

O potencial de causar imunodeficiéncia em mamiferos existe quando um componente do AMC for um
virus que reconhecidamente possa interagir com os componentes do sistema imunolégico de mamiferos ou
ainda quando for relacionado a tal tipo de virus,

Esses dados podem ser exigidos para o registro de um PF ou PT quando houver a indicacao de que o
produto possa causar um estado de imunodeficiéncia em mamiferos. Os detalhes do teste serdo decididos para
cada caso, em consulta ao 6rgdo registrante.

2.3.d. Infectividade/patogenicidade a primatas

Esses dados podem ser exigidos para o registro de cada PF ou PT quando:

1. O potencial de infectividade, patogenicidade, oncogenicidade ou imunodeficiéncia for indicado pela
presenca de certos parasitas intracelulares no produto;

2. Existir um potencial para efeitos adversos em primatas, nos casos €ém que um componente da
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formulacdo do AMC, durante pelo menos um estagio de seu desenvolvimento, puder ser parasita

intracelular de células de mamiferos e quaisquer dos dois critérios seguintes forem pertinentes:

[. Um dos componentes da formulacdo do AMC é um virus capaz de causar efeitos citopaticos e

renlicar em célillas de linhaaens de 11im mamifern hasnedeira:
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