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1. ESCOPO

Este guia fornece orientacdes sobre a avaliacdo conduzida pela Anvisa acerca da toxicidade
reprodutiva dos ingredientes ativos de agrotoxicos e seus produtos técnicos. O objetivo deste guia é
indicar os principios fundamentais dessa avaliacdo, bem como detalhar o protocolo experimental dos
estudos relevantes e a abordagem adequada para analise e interpretacdo dos dados relativos aos
desfechos reprodutivos e para o desenvolvimento.

Dessa forma, a Anvisa d& transparéncia quanto aos parametros importantes na apresentacéo
desses estudos, quais sejam: qualidade da descricdo do estudo, desenho experimental (como
exemplo, para estudos in vivo: nimero de animais, doses, controle negativo e positivo, avaliagdo cega,
periodo de exposicdo e acasalamento, desfechos avaliados), uso de dados fornecidos por abordagens
ndo-animais e adequada andlise e interpretacdo dos resultados. Adicionalmente, é exposta a
abordagem que serd utilizada pela Anvisa da analise baseada no peso da evidéncia (WOE - sigla do
inglés para Weight of Evidence), em alinhamento a diversas autoridades regulatdrias internacionais,
para fins de tomada de deciséo.

Na reanalise de ingredientes ativos de agrotéxicos, sdo considerados os dados e evidencias
disponiveis, ndo sendo mandatdria a observacao de outros dados como pré-requisito para a
tomada de deciséo regulatdria. Embora este guia busque detalhar a avaliagdo e uso da maior parte
das evidéncias que podem estar disponiveis, considera-se que a tomada da decisdo regulatéria
independe da disponibilizacdo de mais dados, sendo possivel alcanca-la com a informacéo disponivel
no momento da avaliacdo. Para produtos técnicos novos, a avaliacao toxicolégica serd realizada com

base no WoE, conforme legislagfes vigentes.

E importante ressaltar que as orientagdes fornecidas no referido guia se limitam as etapas
necessarias para identificaca e caracterizagao do perigo, ndo abrangendo as demais etapas de avaliagao

do risco para os seres humanos.

Dado que a toxicidade reprodutiva pode estar associada a distlrbios enddcrinos, sugere-se

consultar o guia especifico de avaliacao do potencial de desregulacdo enddcrina de agrotoxicos.

2. INTRODUCAO

A reproducdo é um processo ciclico que pode ser dividido, de modo geral, em quatro fases, as
quais englobam as varias etapas do desenvolvimento pré e pdés-natal, o amadurecimento e o
acasalamento (Figura 1). Cada uma dessas fases pode ser afetada negativamente pela exposicdo a
substancias quimicas, incluindo os agrotoxicos. Esse processo pode culminar em um dano a
reproducdo e/ou ao desenvolvimento em humanos e, portanto, seu potencial de ocorréncia precisa ser
avaliado (ECETOC, 2002).
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Figura 1. Ciclo reprodutivo
Implantagso Adaptada de ECETOC (2002).
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Os estudos de toxicidade reprodutiva (TR) constituem uma parte importante da avaliacdo e

classificagcdo toxicologica de agrotoxicos. Esse termo engloba multiplos desfechos, os quais podem

ser divididos em dois subgrupos:

Efeitos adversos na funcdo sexual ou capacidade reprodutiva masculina e feminina
(fertilidade). Isso inclui alteragbes no (a): maturagdo sexual, ciclo estral, libido e
comportamento sexual, espermatogénese ou ovogénese; atividade hormonal ou resposta
fisiolégica com potencial interferéncia na capacidade de fertilizar, na fertilizagdo
propriamente dita ou no desenvolvimento do évulo fertilizado — incluindo a implantagéo;
parto e outras func¢des dependentes da integridade dos sistemas reprodutivos (por exemplo,
lactacdo) (OECD, 2008).

Efeitos adversos nao hereditarios sobre a progénie (toxicidade no desenvolvimento). Isso
inclui qualquer efeito no desenvolvimento pré e/ou poés-natal do concepto, resultante da
exposicao parental previamente a concepcdo ou da exposicdo da prole durante o
desenvolvimento pré ou pds-natal até o periodo de maturacéo sexual. Esses efeitos podem
se manifestar em qualquer ponto da vida do animal estudado e incluem, de modo geral:
aborto/morte, malformacdes morfolégicas (efeitos teratogénicos), disturbios funcionais
(efeitos  reprodutivos, hormonais, neurologicos, imunolégicos), crescimento e

amadurecimento (OECD, 2008).

Além desses, ha ainda os efeitos sobre ou mediados pela lactacédo, os quais sé&o avaliados

separadamente com a finalidade de se indicar frases de alerta especificas para mées lactantes. A TR

induzida por meio da lacta¢éo pode ocorrer das seguintes formas: 1) exposi¢céo do recém-nascido pelo

aleitamento devido a excrecdo do composto no leite; 2) comprometimento da qualidade e quantidade

do leite, decorrente da exposicdo materna ao composto, resultando em efeitos nutricionais no recém-
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nascido. Trés fatores devem ser considerados na avaliagdo de perigo a partir de efeitos na lactacéo
(ECHA, 2017):

Concentragdo da substancia excretada no leite. Deve-se considerar parametros
toxicocinéticos e propriedades fisico-quimicas do composto, bem como a fase e a duragéo
da exposicao.

Maior sensibilidade do recém-nascido em comparagéo ao adulto. Isso decorre tanto do fato
de o composto afetar eventos especificos do desenvolvimento, quanto de uma ingestéo
possivelmente maior da substancia por quilograma de peso corporal e da imaturidade das
vias de desintoxicacao e barreiras fisiolégicas. Além disso, alguns efeitos podem se tornar
perceptiveis apenas em fases mais tardias da vida.

Efeitos na qualidade e/ou quantidade do leite, que podem ser detectados com a andlise do
impacto no crescimento/desenvolvimento do recém-nascido. Além disso, o efeito principal
pode ser verificado em alteragbes na anatomia e histologia da glandula mamaria,

investigadas por meio de exame histolégico.

Uma vez que a TR pode resultar de exposi¢cdes a doses Unicas ou repetidas da substancia

teste (ST), e que ambos sdo cendrios possiveis para a exposicdo humana, os protocolos dos estudos

gue avaliam os desfechos relacionados & TR devem considerar essas duas situagfes. De modo geral,

0S objetivos dessa categoria de estudos € estabelecer (ECHA, 2017):

Se a exposicao de seres humanos a ST esté associada a efeitos adversos na fung¢éo ou
capacidade reprodutiva; e/ou

Se, em estudos em animais, a administracdo da ST a machos e/ou fémeas antes da
concepcdo e durante a gestacdo e lactacdo, causa efeitos adversos na funcdo ou
capacidade reprodutiva; e/ou

Se, em estudos em animais, a administracao da ST durante o periodo de desenvolvimento
pré ou pés-natal induz efeitos adversos ndo hereditarios na progénie;

Se a fémea prenhe é potencialmente mais suscetivel a toxicidade geral;

A relagdo dose-resposta para quaisquer efeitos adversos na reproducao/desenvolvimento.

Assim, os estudos de TR devem ser capazes de identificar efeitos adversos relativos aos

marcos e desfechos associados as diferentes fases do ciclo reprodutivo, apresentados no Quadro 1
(ECETOC, 2002).
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Quadro 1. Marcos e desfechos relevantes em cada fase do ciclo reprodutivo.

FASE MARCQOS E DESFECHOS

Libido

Comportamento sexual e acasalamento

Funcdo endocrina (horménio luteinizante — LH, hormonio
foliculo estimulante — FSH, testosterona, estrogénio,
prolactina, TSH, Ta).

Sexo masculino (espermatogénese) — Producdo de gametas
pos-natal.

Producéo e liberagdo de gametas Sexo feminino (ovogénese) — Inicio durante o
desenvolvimento intrauterino, com produc¢do do ovdcito I;
interrupcdo em meiose | antes do nascimento; continuagéo na
puberdade, com maturacdo em ovdcito Il antes da ovulacao.
Intervalo entre a fecundacgé&o do ovdcito Il e a implantacao do
concepto no Gtero.

Clivagem do zigoto até a formacdo da morula.

Migracéo do oviduto ao Utero:

Zigoto — Moérula — Blastocisto

Implantacéo do blastocisto no Utero

Perfil hormonal materno (progesterona, estrogénio)
Desenvolvimento placentario

Sobrevivéncia dos implantes

Sobrevivéncia do embrido

Embriogénese Crescimento e diferenciacéo

Desenvolvimento de 6rgdos

Sobrevivéncia do feto

Desenvolvimento fetal Crescimento e diferenciacéo

Funcionamento dos 6rgdos

Comportamento materno

Parto Duracao do parto, distocia

Capacidade de amamentar

Sobrevivéncia da prole

Peso ao nascer, crescimento

Funcionamento dos 6rgdos

Funcéo hormonal e imunoldgica

Funcionamento do Sistema Nervoso Central (SNC) e do
Sistema Nervoso Periférico (SNP)

Distancia anogenital (DAG)

Desenvolvimento sexual masculino e feminino (normalidade
da genitélia externa, abertura vaginal, citologia do esfregaco
vaginal, descida dos testiculos, descolamento do prepucio e
producdo espermatica)

Maturacgéo sexual

Fertilizacdo e desenvolvimento
embrionario precoce (pré-implantacao)

Transporte do zigoto

Implantacéo

Desenvolvimento p6s-natal
(pré e p6s-desmame)

Vale ressaltar a importancia de, sempre que possivel, distinguir entre um efeito especifico na
reproducd@o ou no desenvolvimento da prole como consequéncia de uma propriedade intrinseca da
ST; e um efeito adverso que é uma consequéncia secundaria da toxicidade sistémica/materna
(ingestéo reduzida de alimentos ou agua e consequente perda de peso, estresse e falta de cuidado
materno, deficiéncias alimentares especificas, entre outros). Por essa razdo, a natureza, gravidade e
relacdo dose-resposta de todos os efeitos observados em progénies e animais parentais devem ser
considerados e analisados em conjunto, no mesmo estudo (ECHA, 2017).

E importante destacar que uma série de dados — tanto informacées gerais da ST quanto dados

provenientes de diferentes estudos experimentais, conduzidos em animais, in vitro ou em espécies
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alternativas e em humanos — sdo relevantes na avaliacdo desses efeitos por meio da abordagem de

peso da evidéncia. Com relacdo as informacgdes gerais, destacam-se as propriedades fisico-quimicas
e 0s modelos de relacdo quantitativa estrutura/atividade (QSAR), os quais serdo descritos a seguir
(ECHA, 2017):

* Propriedades fisico-quimicas: avaliar a probabilidade e o grau de absorcéo apds exposi¢ao
por uma via especifica; avaliar a biotransformacao e distribuicéo, a fim de determinar se a
ST ou um metabdlito ativo € capaz de atravessar as barreiras placentaria, hematoencefalica
(BHE) e hematotesticular (BHT), bem como se ha excrecédo pelo leite materno.

e Agrupamento quimico ou modelos QSAR: Por meio da comparag¢ao entre compostos com
semelhanca estrutural, € possivel estender o potencial de toxicidade de substancias bem
investigadas aquelas para as quais ndo ha dados disponiveis ou estes sdo incompletos.
Uma vez que as abordagens por sistemas QSAR ainda ndo estdo bem validadas para TR,
eles ndo sao rotineiramente utilizados para a analise de produtos técnicos novos ou na
reavaliacdo de agrotoxicos. Por outro lado, na avaliagdo de produtos técnicos equivalentes,
resultados positivos em um modelo QSAR validado podem direcionar testes subsequentes
mais apropriados para essa avaliagcéo toxicoldgica; enquanto resultados negativos podem
ser interpretados como a auséncia de perigo para TR, quando h& outras evidéncias capazes

de reforgar isso.

Quanto aos estudos experimentais, o desenvolvimento de métodos alternativos para ensaios
in vivo de TR, é especialmente desafiador, tendo em vista a complexidade do processo reprodutivo e
o grande numero de possiveis alvos/mecanismos associados. Desse modo, na analise vigente de TR
associada aos agrotéxicos, ndo sdo adotadas oficialmente diretrizes de testes in vitro da OECD.
Decorrente das limitagfes presentes nessa categoria de estudo — como a impossibilidade de refletir
as etapas de biotransformacéo da ST que ocorreriam in vivo, seu uso exclusivo — em alternativa aos
estudos em animais — ainda ndo € recomendavel. Eles s&o Uteis quando combinados a outros estudos,
em uma abordagem de avaliagdo sequencial por exemplo, para a triagem de compostos com
estruturas quimicas relacionadas e em investigagfes mecanicistas. Ou seja, na analise do WoE, os
métodos alternativos podem dar suporte a decisGes regulatérias (ECHA, 2017). A utilizacdo de
abordagens alternativas ao uso de animais é detalhada no item 8.

Com relacdo aos estudos in vivo, é possivel a obtengéo de dados relevantes a partir de estudos
experimentais ndo especificos para os desfechos de TR — como o estudo de dose repetida, no qual,
dentre outros efeitos, também se pode avaliar a fisiologia reprodutiva, possibilitando inclusive a
definicdo de um valor de NOAEL ou LOAEL. No entanto, cabe destacar que a sensibilidade desse tipo
de estudo na deteccdo de efeitos de TR é menor, quando comparado aos estudos delineados
especificamente para essa finalidade. Isso decorre do menor nimero de animais por grupo e da

possibilidade de ocorréncia desses efeitos em doses inferiores aquelas administradas a animais
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adultos, caso fossem avaliados durante o desenvolvimento de fetos e animais jovens (ECHA, 2017).

Em uma abordagem de WoE, esses dados sdo Uteis no direcionamento da investigacao, indicando a
necessidade de ampliar a andlise para incluir neurotoxicidade e/ou imunotoxicidade do
desenvolvimento. Assim, atualmente os estudos in vivo em animais experimentais especificos para a
investigacdo de desfechos de reproducéo ou sobre o desenvolvimento (estudos multigeracionais e de
desenvolvimento pré e pds-natal) ainda recebem maior peso na avaliacao do WoE e, por essa razao,
serdo amplamente discutidos nos itens posteriores desse guia. No entanto, eles devem ser avaliados
juntamente com os demais dados, incluindo os que utilizam abordagens alternativas ao uso de
animais, cada vez mais disponiveis.

Por fim, ha ainda os dados provenientes de estudos epidemiolégicos, os quais envolvem
cenarios reais de exposicdo e, portanto, dispensam a etapa de extrapolacdo de doses, como
necessario tratando-se de estudos em animais. A exposi¢cdo humana pode ocorrer por meio de
multiplas vias (ingestdo de alimentos e agua, contato com a pele ou olhos, pelo ar e em ambientes
internos e externos). Os estudos epidemiologicos investigam a relacdo entre exposicdo e efeitos
adversos a saude na populagdo em geral e em subpopulac¢des especificas (exposi¢do ocupacional,
por exemplo) e podem ser Gteis na determinag&o do perigo, como também na comparagéo com dados
obtidos em outros tipos de estudos (in vitro e in vivo em animais experimentais), possibilitando uma
melhor avaliacéo da coeréncia e da plausibilidade biol6gica quando da andlise do WoE (ECHA, 2017).

Além das informacgdes especificas dos desfechos de TR, fornecidas pelas linhas de evidéncia
supracitadas, dados de toxicocinética e toxicodindmica (modo de acdo — MoA) — especialmente
relativos aos estagios mais criticos de desenvolvimento ou aos tecidos/6rgédos reprodutivos de
interesse — s@o bastante Uteis ndo sé na etapa de delineamento dos estudos, mas também na analise
dos dados obtidos.

Os dados toxicocinéticos, principalmente referentes a biotransformacao e a bioacumulacao,
podem auxiliar na selecéo dos niveis de dose, levando-se em consideracao as diferencas interespécie.
Essa etapa € bastante relevante no delineamento dos estudos experimentais, pois € necessario
garantir que os efeitos toxicos observados ndo estejam associados a exposicdo a doses excessivas
da ST, capazes de causar saturacdo dos mecanismos de absor¢cdo e desintoxicacdo
(biotransformacdo e excrecdo). Os resultados provenientes de estudos conduzidos nessas
circunstancias apresentam frequentemente um valor limitado na definicdo do risco associado a
exposicoes mais realistas, nas quais a ST pode ser facilmente biotransformada e eliminada do corpo
(ECHA, 2017).

A partir de estudos de toxicocinética, também é possivel o desenvolvimento de modelos
farmacocinéticos de base fisioldgica (PBPK), os quais levam em consideracdo alteragfes ocorridas
durante a gestacdo em roedores, em primatas ndo humanos e em humanos; bem como a transferéncia
lactacional e o perfil toxicocinético em criancas. Essa abordagem possibilita uma melhor extrapolacéo
de informagbes entre espécies, pois € capaz de adaptar as alteracdes anatbmicas e fisiologicas
ocorridas com o0 avango da gestacdo em espécies diferentes (Hood, 2012).
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Por sua vez, a avaliacdo conjunta de dados de toxicodindmica na etapa de caracterizacédo do

perigo pode auxiliar bastante na interpretacdo dos resultados, conforme sera discutido mais adiante
no item 5.3, referente a via do efeito adverso (AOP). Os dados mecanisticos podem ser obtidos de
uma variedade de estudos de curto prazo in vitro ou in vivo, como também de estudos comparativos
em diferentes espécies. Nos Ultimos anos, um namero crescente de estudos tem buscado investigar a
base mecanicista associada aos efeitos de compostos desreguladores enddcrinos, principalmente
agueles que atuam por meio da ativacdo de receptores de estrogénio ou androgénio e sobre a
esteroidogénese e antagonismo do hormonio tireoidiano. Entdo, a maior disponibilidade de dados
toxicocinéticos e mecanicistas possibilita uma avaliagdo mais exata deste efeito, por meio da
incorporacdo desses dados em modelos de dose-resposta de base biologica, 0s quais consistem em
modelos preditivos capazes de descrever processos bioldgicos no nivel celular e molecular para
vincular uma exposi¢éo externa a um efeito adverso apical (Hood, 2012).

O processo de andlise e interpretacdo dos dados de TR requer um julgamento cientifico bem
embasado, em decorréncia ndo apenas da natureza intrinseca dos dados biolégicos, mas também da
possibilidade de lacuna de dados que aumentam as incertezas em uma avaliagdo de risco. Desse
modo, deve-se adotar alguns pressupostos padrdo (Quadro 2) quando da ocorréncia de informagdes
limitadas ou inexistentes sobre toxicocinética, modo de acao, relacdes dose-resposta em baixa dose
e padrdes de exposi¢cdo humana. Alguns desses pressupostos se referem a extrapolacéo de dados de
toxicidade de animais para humanos, enquanto outras sao especificas para TR (USEPA, 1996; Hood,
2012).

Quadro 2. Pressupostos padrédo adotados na avaliacdo do potencial de toxicidade reprodutiva.

Pressuposto para avaliagdo da toxicidade reprodutiva

I. A ST que causa efeito adverso na reproducdo e/ou no desenvolvimento em estudos com animais
experimentais se atribui um potencial de causar TR em humanos, apds a ocorréncia de exposicao
suficiente durante estagios criticos de reproduc¢édo e desenvolvimento.

Il. Efeitos de xenobiéticos nos processos reprodutivos masculino e feminino e/ou nos desfechos do
desenvolvimento sdo, em geral, considerados preditivos de efeitos semelhantes entre as espécies,
embora os desfechos observados em animais experimentais ndo sejam necessariamente 0S mesmos
verificados em humanos.

[ll. Na indisponibilidade de dados (toxicocinética e toxicodindmica, por exemplo) suficientes para se
determinar a espécie mais relevante a ser utilizada nos estudos experimentais, deve-se optar pelas
espécies mais sensiveis.

IV. Na auséncia de evidéncias em contrario, presume-se que uma ST capaz de causar TR em um sexo
também afeta adversamente a fungéo reprodutiva/desenvolvimento no outro sexo.

V. Se houver disponibilidade de informacdes detalhadas acerca do modo de a¢éo e da toxicocinética de
uma ST, estas devem ser utilizadas na predicdo do formato da curva dose-resposta em doses baixas.
Na auséncia de tais dados, geralmente se presume a ocorréncia de um limiar (cinética néo linear) para
a curva dose-resposta de uma ST associada a TR.
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Entdo, a partir da analise integrada de toda a base de dados disponivel — por meio da abordagem do
WOoE - e efetuada a classificac@o quanto ao perigo de TR, deve-se seguir para as etapas de avaliacdo
dose-resposta e da exposicéo, para posterior caracterizagdo do risco. O detalhamento dos estudos
mais relevantes, a abordagem estruturada para analisar e interpretar o conjunto de dados disponiveis,
a definicdo de pontos de partida (PoDs) adequados para a obtencdo das doses de referéncia e a
classificacdo quanto ao perigo serdo aprofundados em itens posteriores do presente guia, a fim de

embasar uma concluséo quanto ao potencial de TR associada a determinada ST.

3. BASE LEGAL

O arcabouco legal que embasa as consideragdes 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 margo 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 proibi¢cdo do registro de agrotdxicos, de produtos de controle ambiental e afins que
apresentem risco inaceitavel para os seres humanos ou para o meio ambiente, por permanecerem
inseguros, mesmo com a implementacdo das medidas de gestdo de risco. Adicionalmente, o termo

reavaliacdo é substituido por reanalise em adequacao ao disposto na nova Lei.

A RDC n° 294, de 29 de julho de 2019, em seu Art. 29, estabelece como consequéncias da TR
os danos ao aparelho reprodutor, alteragbes na funcdo reprodutiva, os efeitos teratogénicos e
neonatais e os efeitos sobre a lactacdo ou decorrentes da lactagéo. Os artigos 30 e 31 desse mesmo
dispositivo legal detalham as condi¢des nas quais os produtos sdo associados a cada uma dessas
categorias de efeitos adversos (toxicidade a fisiologia reprodutiva e ao desenvolvimento), conforme

trechos abaixo destacados:

Art. 30. E considerado que um produto provoca danos ao aparelho reprodutor
guando causar efeitos adversos sobre a fisiologia reprodutiva de seres humanos
ou quando houver evidéncias suficientes em estudos com animais, a partir das
gquais se presume que tal produto causa efeitos adversos sobre a fisiologia
reprodutiva de seres humanos.

Art. 31. Considera-se que um produto provoca efeitos adversos sobre o
desenvolvimento embriofetal ou neonatal quando houver evidéncias em seres
humanos ou quando houver evidéncias em estudos com animais, a partir das
quais se presume que tal produto causa efeitos adversos sobre o
desenvolvimento embriofetal ou neonatal de seres humanos.

§1° Um produto é considerado teratogénico quando causar alteracdo estrutural

permanente ou deficiéncia funcional que impactam na sobrevida ou qualidade
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de vida, resultantes da exposicdo durante o periodo de desenvolvimento

embrionario.

§2° Os efeitos adversos sobre o desenvolvimento embriofetal ou neonatal que
ocorrerem na presenca de toxicidade materna serao considerados evidéncia da
acao direta do produto no organismo em desenvolvimento, a menos que possa
ser demonstrado que o efeito adverso no concepto ou neonato € considerado

secundario a toxicidade materna.

Aqui, cabe esclarecer que os efeitos adversos sobre a fisiologia reprodutiva, sobre o
desenvolvimento embriofetal ou neonatal e sobre a lactacdo sdo analisados separadamente e que o
item 6.3 da Sec¢édo 6 no Anexo IV estabelece que eles serdo considerados de forma independente para
fins de comunicacéo do perigo.

Essa resolugdo detalha ainda, no item 11 da se¢do 2 no Anexo |, os estudos a serem
apresentados nas analises de produto técnico; e, na sec¢ao 6 do Anexo IV, estabelece a classificacéo
toxicoldgica dos ingredientes ativos de agrotoxicos, em funcdo da TR, nas categorias 1A, 1B ou 2.
Essa classificagéo esta detalhada no Quadro 3 desse guia e € feita de acordo com a avaliagéo baseada
no WoE. Os produtos que ndo se enquadram nas categorias 1A, 1B ou 2 ndo séo classificados quanto
a TR. Adicionalmente, a RDC n° 296, de 29 de julho de 2019, em seu Anexo |V, estabelece os dados

de rotulagem de acordo com a TR, conforme detalhado no Quadro 4.

Quadro 3. Classificagédo toxicoldgica em funcao da toxicidade reprodutiva.
CATEGORIAS CRITERIOS

Categoria 1A s A
Essa classificacdo € baseada em evidéncia em seres humanos de que o

Produto  conhecido por | produto causa efeito adverso:

apresentar toxicidade - . .
. a. na fisiologia reprodutiva; ou
reprodutiva  para  seres ; .
humanos b. sobre o desenvolvimento embriofetal ou neonatal.
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Quadro 3. Classificagdo toxicolégica em funcéo da toxicidade reprodutiva.

Categoria 1B

Produto que
presumidamente possui
potencial de causar
toxicidade reprodutiva para
seres humanos.

Essa classificagcao é baseada em:

a. evidéncia suficiente em animais experimentais de que o produto
causa efeito adverso:
1. na fisiologia reprodutiva de seres humanos; ou
2. sobre o desenvolvimento embriofetal ou neonatal de seres
humanos; ou

b. evidéncia limitada em seres humanos, complementada com
evidéncia suficiente em estudos com animais experimentais de que
0 produto causa efeito adverso:
i na fisiologia reprodutiva de seres humanos; ou
ii. sobre o desenvolvimento embriofetal ou neonatal de seres
humanos.

Os dados devem fornecer evidéncia clara de efeito adverso, na auséncia de
outros efeitos tdxicos na fisiologia reprodutiva ou sobre desenvolvimento
embriofetal ou neonatal. Caso ocorram em conjunto com outros efeitos
toxicos, os efeitos adversos ndo devem ser considerados como
consequéncia secundaria ndo especifica dos outros efeitos.

Categoria 2

Produto suspeito de causar
toxicidade reprodutiva em
seres humanos.

Essa classificacdo é baseada em evidéncia limitada, para classificar os
produtos na Categoria 1, de que o produto causa efeito adverso:

a. na fisiologia reprodutiva em seres humanos ou em animais
experimentais; ou

b. sobre o desenvolvimento embriofetal ou neonatal em seres
humanos ou em animais experimentais.

Os dados devem fornecer evidéncia de efeito adverso, na auséncia de outros
efeitos téxicos na fisiologia reprodutiva ou sobre desenvolvimento
embriofetal ou neonatal. Caso ocorram em conjunto com outros efeitos
téxicos, os efeitos adversos ndo devem ser considerados como
consequéncia secundaria ndo especifica dos outros efeitos.

Categoria adicional para
efeitos nalactacdo ou navia
de lactacéo.

Produto suspeito de causar
efeito adverso na lactacéo
ou naviade lactacéo.

Essa classificagcao é baseada em:

a. evidéncia em seres humanos indicando perigo aos lactentes durante
o periodo de lactagdo; ou

b. evidéncia clara de efeito adverso nos descendentes a partir dos
resultados dos estudos de uma ou duas geracdes devido a
transferéncia de substancia através do leite materno ou aos efeitos
adversos sobre a qualidade do leite materno; ou

c. estudos de toxicocinética que indiguem a possibilidade de o
ingrediente ativo, os componentes, as impurezas ou 0os metabdlitos

estarem presentes em niveis potencialmente téxicos no leite materno.

Quadro 4. Classificacdo e dados de rotulagem em funcao da toxicidade reprodutiva.

CLASSIFICACAO

ROTULAGEM

Categoria

Pictograma GHS

Palavra de

adverténcia Frase de Perigo
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Pode prejudicar a fertilidade
ou o feto (indicar o efeito
especifico, se conhecido) se
Categorias 1A e . (|_n<3|car a via de

1B Perigo exposicéo, se for
conclusivamente
comprovado que nenhuma
outra via de exposicdo
provoca o dano).

Suspeita-se que prejudique
a fertlidade ou o feto
(indicar o efeito especifico,
se conhecido) se ... (indicar
Categoria 2 Atencao a via de exposicao, se for
conclusivamente

comprovado que nenhuma
outra via de exposicdo
provoca o dano).

Categoria
adicional para Pode ser nocivo as criangas
; . Sem palavra de ; ;
efeitos na Sem pictograma P alimentadas com leite
~ . adverténcia
lactacdo ou navia materno.
de lactacéo.

4, AVALIACAO DO POTENCIAL DE TOXICIDADE REPRODUTIVA DE AGROTOXICOS
POR AUTORIDADES REGULATORIAS INTERNACIONAIS

4.1. Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (United States Environmental
Protection Agency — USEPA)

Na analise de TR conduzida pela agéncia reguladora americana (USEPA), adota-se uma
abordagem para julgar e categorizar todas as evidéncias disponiveis — provenientes de multiplas linhas
de evidéncias (in vitro, in vivo, in silico) e indicativas ou ndo de potencial toxicidade. Nesse processo,
sdo priorizados os estudos em humanos, se disponiveis, e 0s estudos em animais experimentais
destinados a investigacdo dos desfechos especificos de TR. Apds andlise da qualidade geral dos
dados, as evidéncias sdo enquadradas em duas categorias amplas: "Suficiente" e "Insuficiente”, com
base nos seguintes pardmetros: poder dos estudos (por exemplo, tamanho da amostra e variabilidade
dos dados); numero e tipos de desfechos avaliados, bem como a replicacdo dos efeitos encontrados;
relevancia da via e do periodo de exposi¢éo, tanto para humanos quanto para animais experimentais;
e adequabilidade das espécies e dos niveis de dose selecionados para os estudos em animais. Além
disso, também sdo considerados dados de farmacocinética, de relacdo estrutura-atividade, de outros
estudos de toxicidade, bem como outros fatores que podem afetar a decisdo geral sobre a evidéncia
(USEPA, 1996, 2016).

A fim de organizar e integrar dados provenientes de diferentes fontes, a USEPA utiliza a
abordagem de peso da evidéncia (WoOE) para considerar a qualidade, consisténcia, relevancia,
coeréncia e plausibilidade bioldgica, por meio da utilizacao dos critérios de Bradford Hill modificados.

15

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



A partir do conjunto de dados obtidos, a USEPA define as doses de referéncia a serem utilizadas na

etapa posterior de avaliacdo do risco, para os diferentes cenarios de exposi¢cao (USEPA, 1996, 2016).

4.2. Autoridade Europeia para Seguranca Alimentar (European Food Safety Authority —
EFSA)

Em sua avaliacdo de perigo quanto a TR, a agéncia europeia também utiliza todas as
evidéncias disponiveis, indicativas ou ndao de potencial toxicidade, por meio da abordagem de WoE.
Para tanto, a qualidade e a consisténcia dos estudos devem utilizados para conferir peso as
evidéncias, de forma que resultados positivos e negativos sejam avaliados conjuntamente para uma
conclusao final. Essa avaliacdo segue as diretrizes do Guia para Aplicacdo dos Critérios de
Classificacdo, Rotulagem e Embalagem de Substancias Quimicas e Misturas (Guia CLP) elaborado
pela Agéncia Europeia de Quimicos — ECHA (ECHA, 2017). Assim como na analise da USEPA,
também sdo priorizados os estudos em humanos, se disponiveis, e 0s estudos em animais
experimentais destinados a investigacdo dos desfechos especificos de TR. As demais categorias de
estudo — in vitro, estudos mecanisticos, de toxicocinética, dentre outros — sdo utilizadas como
complementacdo para melhor interpretacdo dos dados e direcionamento de estudos adicionais. A
recomendacédo dos estudos de TR em animais experimentais inclui aqueles recomendados pela OECD
— estudos de triagem, multigeracionais e de toxicidade no desenvolvimento, conforme sera detalhado

no item especifico desse guia.

Com relacao a classificagédo do perigo das substancias quanto a TR, a Unido Europeia adotou,
na normativa EC n° 1107/2009, a classificacdo do GHS (EU, 2019). Assim, a Europa possui as mesmas
categorias de classificagdo do Brasil, descritas no item 3 desse Guia: Categoria 1A — Produto
conhecido por apresentar toxicidade reprodutiva para seres humanos; Categoria 1B — Produto que
presumidamente possui potencial de causar toxicidade reprodutiva para seres humanos; e Categoria
2 — Produto suspeito de causar toxicidade reprodutiva em seres humanos. Adicionalmente, também

h& a categoria para enquadrar compostos com efeitos na lactagédo ou na via de lactagéo.

E importante mencionar que a EFSA, ao contrario da USEPA, néo realiza a avalia¢io de risco
para agrotoxicos que apresentem TR classificada nas categorias 1A e 1B, consideradas proibitivas de
registro, segundo a normativa da Unido Europeia EC n° 1107/2009 (EU, 2009). Ou seja, hesses casos
a EFSA conclui a sua andlise sobre toxicidade reprodutiva na etapa de identificagcdo do perigo e ndo
avanca para a etapa de avaliacdo dose-resposta para derivacdo de doses especificamente para esse

desfecho toxicolégico.

5. AVALIACAO DO POTENCIAL DE TOXICIDADE REPRODUTIVA DE AGROTOXICOS
PELA ANVISA

Na identificacdo e caracterizacdo de perigo relacionado a exposicéo a agrotoxicos, em geral,

dispde-se de uma base de dados bastante heterogénea e, portanto, de dificil comparacao. Isso decorre
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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). Entdo, a fim de se alcancar uma
interpretacdo conjunta das evidéncias obtidas em um mesmo estudo e entre diferentes estudos, faz-
se necessaria a utilizacdo de um processo estruturado para a integracao de evidéncias — a analise do
peso de evidéncia (WoE) (EFSA, 2017).

5.1. Anédlise do peso da evidéncia (WoE)

A abordagem de WOE, utilizada pela Anvisa para a avaliacado do potencial de TR de agrotoxicos,
segue o0 mesmo racional adotado pelas agéncias americana e europeia. Nesse tipo de abordagem, é
dado peso apropriado a qualidade e a consisténcia dos dados, e estudos menos robustos sao
complementados com varias fontes de informacdo independentes e confiaveis para alcancar uma
conclusdo. A RDC n° 294/2019 define peso da evidéncia como a “interpretacdo dos dados
toxicolégicos no contexto de todas as informacgfes disponiveis em que sdo avaliadas a forca e a
qualidade das evidéncias relacionadas a uma decisao;” e a for¢a 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 consideragfes fundamentais — confiabilidade, relevancia e
adequabilidade dos dados disponiveis — a fim de concluir se essas evidéncias combinadas séo
suficientes para responder a uma dada questdo. Confiabilidade consiste no quéo corretas sao 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 contribuigcdo fornecida por
determinada linha de evidéncia para responder a uma pergunta especifica, considerando que as
informagBes compreendidas nessas evidéncias sao totalmente confiaveis. Isso abrange a relevancia
biol6gica, como também a relevancia em relacdo a outras consideracfes, por exemplo temporal,
espacial, quimica, dentre outros. Consisténcia se refere ao grau de compatibilidade entre as

contribuicBes de diferentes linhas de evidéncia para responder a pergunta especificada (EFSA, 2017).

A Figura 2 ilustra como esses trés conceitos estéo relacionados entre si, como também com as
trés etapas bésicas da avaliacdo do WoE e com a sua conclusdo. E importante destacar que a
relevancia e a confiabilidade podem ser consideradas na primeira e na segunda etapas.
Primeiramente, a relevancia é considerada na identificacdo das evidéncias; e tanto relevancia quanto
confiabilidade podem ser consideradas na selecdo das evidéncias identificadas que devem ser

incluidas na avaliagdo. No entanto, as evidéncias selecionadas irdo variar quanto a esses dois
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parametros e isso sera considerado na segunda etapa, na atribuicdo de peso as evidéncias (EFSA,
2017).

Em sua avaliagdo do WoE, a ANVISA considera os dados provenientes de todos os estudos
regulatérios disponiveis, como também da literatura cientifica (no processo de reavaliacdo). Cada um
deles é avaliado quanto aos seguintes parametros: forca (magnitude) e especificidade da associacao
observada; consisténcia (reprodutibilidade dos achados); concordancia e relacdo exposigao-efeito;
temporalidade (exposicao deve ser anterior ao efeito observado); plausibilidade bioldgica e coeréncia
(verificacdo de exposicao-efeito em diferentes tipos de evidéncias — in vitro, in vivo em animais e em
humanos); sele¢do de eventos-chave ou pardmetros mensuraveis, quando o mecanismo de acao ou

a via do efeito adverso (MoA/AOP) é conhecido.

LINHAS DE > ________________
g B |
DISPONIVEL: Binn > Avaliar Avaliar ~==="% r
Consideragdo ’ bR s relevancia e consisténcia Conclusdo
preliminar de \gn dbnieia confiabilidade entre as da avaliagdo
relevancia e ’ beasea oy ’ das evidéncias| evidéncias 7 de WoE
confiabilidade S
relevancia e
» confiabilidade ’
L
ATRIBUICAO &
AGUPAMENTO DAS EVIDENCIAS DE PESOCAS INTEGRACAO DAS | RESULTADOS
EVIDENCIAS EVIDENCIAS
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Figura 2. Relacao de relevancia (incluindo relevancia biolégica), confiabilidade e consisténcia com as trés etapas
basicas da avaliacdo do WoE e com a conclusao sobre identificacé@o e caracterizacédo de perigo de TR (Adaptado
de EFSA, 2017).

Aos dados provenientes de estudos ndo-regulatérios pode-se atribuir grande peso de evidéncia

guando as seguintes condi¢des forem atendidas (ECHA, 2017):

e Adequabilidade para fins de classificacdo e/ou avaliacdo de risco;

e Analise adequada e confiavel dos principais parametros previstos para serem investigados
nas diretrizes correspondentes;

e Periodo de exposicdo a ST de duracdo compativel ou mais prolongada do que aquela
prevista na metodologia da diretriz correspondente;

» Apresentacao de relatorio de estudo adequado e confiavel.

Nas demais situacdes, estudos ndo-regulatérios podem contribuir para a analise geral do peso
da evidéncia, mas € inadequada a sua utilizagdo como Unico embasamento para se concluir qguanto
ao potencial de TR de determinada ST. Na avaliacao de WoE, o conjunto de informacgdes existentes é
considerado suficiente quando é possivel: 1) Identificar o(s) efeito(s) critico(s) e o(s) 6rgao(s) e
tecido(s) alvo(s); 2) Estabelecer a(s) relacdo(s) dose-resposta(s) e NOAEL(s) e/ou LOAEL(S) para o(s)
efeito(s) critico(s); 3) Avaliar a relevancia dessas evidéncias para os seres humanos (ECHA, 2017).
No item referente & analise e interpretagdo dos resultados, esse topico serd aprofundado ao ser

discutida a abordagem para caracterizacdo da base de dados disponivel.

Na determinacéo do potencial de TR, sera conferido maior peso aos estudos que descrevem
efeitos adversos significativos referentes ao comportamento sexual, fertilidade ou desenvolvimento,
bem como a outros parametros diretamente relacionados a fung¢édo reprodutiva — ciclo menstrual
(estral), parametros espermaticos, peso e analise histopatolégica de 6rgaos reprodutivos e dosagem
hormonal e bioquimica. Assim, os dados provenientes da andlise de todos esses desfechos seréo
considerados coletivamente na determinacéo das doses de referéncia a serem utilizadas na etapa de
AR. Isso significa que, ainda que individualmente alguns estudos possam apresentar deficiéncias —
caréncia de detalhamento dos relatérios, grupos de andlise pequenos, abrangéncia limitada de
desfechos avaliados, niveis de dose ou regime de exposicao inadequado — ao serem analisados em
conjunto, em termos de reprodutibilidade e relevancia dos resultados, podem embasar

satisfatoriamente uma decisdo regulatéria.

Por outro lado, um menor peso sera conferido aos dados provenientes de estudos in vitro ou in
vivo quando conduzidos em outras espécies (que ndo sejam mamiferos); bem como dados de relacéo
estrutura-atividade. Esses tipos de dados servem geralmente para fornecer informacdes mecanisticas,

gue sdo muitas vezes importantes na avaliacdo do peso da evidéncia para embasar a decisdo
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regulatoria. Estudos in vitro, por exemplo, devem ser realizados sempre que possivel em bateria, ja

gue um Unico teste geralmente fornece informacao limitada. Os resultados de uma combinacéo de
testes aumentam o WoE (OECD, 2018).

Além disso, com o avan¢o do conhecimento sobre avaliacdo toxicolégica, ensaios ou
abordagens avaliativas alternativas para determinados desfechos, validadas, que se mostrem
suficientemente robustas e sejam aceitas internacionalmente no contexto regulatério também podem

fazer parte da avaliagdo substituindo a necessidade de evidéncias em animais ou humanos.

E importante mencionar que o WoE deve ter como base a andlise dos dados disponiveis a
época da avaliagdo e deve culminar na classificagdo dos agrotéxicos quanto a TR, conforme os

critérios das categorias de classificagéo toxicoldgica da RDC n° 294/2019 (Quadro 3).

5.2. Modo de acdo (MoA)

Define-se MoA como uma sequéncia de eventos-chave e processos, que se inicia a partir da
interagdo de um composto com uma célula, o que ocasiona alteragdes anatdmicas e funcionais e, por
fim, resulta no efeito adverso para a reproducéo ou desenvolvimento. Um evento-chave é uma etapa
precursora observavel, a qual pode ser um elemento necessario do MoA ou um marcador para esse
elemento. O MoA difere do mecanismo de acéo, pois este implica uma maior compreensao e
detalhamento na descricdo dos eventos, geralmente no nivel molecular (USEPA, 2003). Assim, as
informacgdes mecanisticas podem incluir dados bioquimicos, moleculares, celulares e/ou de sistemas
de 6rgaos. Ja o termo modo de acdo com frequéncia é usado para se referir a identificacdo de etapas
criticas associadas a ocorréncia dos efeitos toxicos e geralmente se refere a uma descricdo menos

detalhada do processo geral de TR (Hood, 2012).

O entendimento do MoA é capaz de esclarecer como a exposi¢do a alguns compostos pode
desencadear efeitos mais criticos em determinado subgrupo populacional ou em certas fases da vida
(USEPA, 2003). Além disso, uma maior compreensao do MoA de determinada substancia é muito (Gtil
para esclarecer possiveis efeitos equivocos na reproducéo ou desenvolvimento, como também para
obter uma melhor avaliagdo do grau em que os dados provenientes dos estudos experimentais

representam um perigo para a salde humana (Hood, 2012).

Estudos que investigam o MoA de determinada ST podem ser conduzidos para comprovar gue
os desfechos de TR observados ocorrem especificamente na espécie avaliada, ou seja, para descartar
a relevancia para humanos. O delineamento desse tipo de estudo, em geral, busca abordar questdes
especificas, ou efeitos de classe, sem necessariamente requerer a utilizagdo de animais ou exposicao

por tempo prolongado (Hood, 2012).

Na auséncia de informacdes sobre 0 MoA, serdo adotados posicionamentos conservadores em
relacdo a interpretagdo dos dados obtidos em animais, considerando que os testes disponiveis para
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desfechos reprodutivos ainda possuem sensibilidade limitada, devido a questdes como a existéncia de

janelas criticas de sensibilidade (concepcao, gestacao, periodo neonatal, puberdade e adolescéncia),
a severidade e irreversibilidade dos efeitos e possivel existéncia de efeitos tardios (EC, 2017). Isto é,
as evidéncias de TR serdo consideradas relevantes para humanos e a ST serd enquadrada na
Categoria 1B.

5.3. Viade efeito adverso (AOP)

A via de efeito adverso descreve uma sequéncia de eventos causalmente relacionados em
diferentes niveis de organizacéo biolégica apds a exposicdo a uma substancia e que leva a um efeito
adverso. Essa sequéncia de eventos se inicia com a interagédo da substancia com uma biomolécula do
organismo, causando uma perturbacao bioldgica. Essa interacéo inicial € denominada Efeito Molecular
Iniciador (MIE). O MIE pode progredir por meio de uma série de eventos-chaves (KE) intermediarios,
culminando em um efeito adverso observavel (AO) relevante para a decisao regulatéria. Espera-se a
ocorréncia das alteracdes biol6gicas mensuraveis na AOP quando a perturbacéo inicial € suficiente

(poténcia, duracéo, frequéncia) para desencadear toda a via até o AO.

As AOPs nao descrevem detalhadamente todo o processo biolégico envolvido e sim as etapas
criticas para que um efeito adverso seja desencadeado. As etapas criticas, ou seja, os KE
correspondem a alteracdes bioldégicas mensuraveis e essenciais para a progressédo de um MIE a um
AO, indicando a relacéo causal da exposi¢do a substancia e a ocorréncia da AOP (Figura 3). Logo,
guando um evento-chave pode ser prevenido, ndo ha ocorréncia dos eventos-chaves posteriores e
nem do AO. Embora o KE seja essencial, a ocorréncia de um Unico evento chave nao é suficiente para
concluir que o AO ocorre, sendo necessdaria uma caracterizacdo mais robusta das relacdes entre os
diferentes KEs da AOP (OECD, 2018).

As AOPs podem ser utilizadas tanto para a tomada de decisao regulatéria como também para
identificar lacunas de dados, propor ensaios e facilitar extrapolagdes. A utilizagdo de AOP no contexto
regulatério é importante para o suporte do racional mecanistico da toxicidade das substancias
qguimicas, pois organiza de forma sistemética a informacdo toxicolégica para embasar relagbes
causais, previsiveis e, até mesmo, quantitativas entre uma perturbacdo decorrente da exposi¢do a
uma substancia e a ocorréncia de um efeito adverso relevante para a tomada de deciséo regulatoria.
A AOP permite que dados mecanisticos possam ser usados para complementar e, até mesmo,
substituir a identificagdo de desfechos toxicologicos apicais (em maior nivel de organizacdo bioldgica,
gue geralmente apenas séo identificados em estudos de longa duracéo). Nesse contexto, o efeito
adverso observavel ndo precisa ser efetivamente uma doenca, podendo corresponder a uma alteragéo

biologica relevante (USEPA, 2017).
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Figura 3. Representacdo da abordagem de AOP utilizada em contexto regulatério.

seguinte com base no
conhecimento sobre o0 evento
prévio.
Efeito no Tipo_ de evento-chave que é
. AO considerado relevante no contexto
desenvolvimento e/ou Efeito Adverso regulatério ou que é equivalente a
nareproduga_o, .. Observavel um desfecho toxicoldgico apical
Desfecho toxicologico (Adverse Outcome)  nas diretrizes de testes de
relevante/caracteristico toxicidade.

Quando existir informagédo suficiente disponivel, a analise qualitativa da AOP também deve
integrar a avaliacao da plausibilidade biol6gica dos achados de estudos epidemiolégicos, pois confere

importante forca a inferéncia sobre a causalidade da exposi¢cdo (EFSA, 2017).

Outra vantagem das AOPs é que elas ndo séo especificas para uma substancia. Uma vez que
a exposi¢ado a substancia desencadeie o MIE, espera-se que toda a via ocorra, desde que haja tempo
e concentragdo suficientes dessa substancia para a progressdo da via (USEPA, 2017). Essa € a
principal diferenca em relagdo ao MoA, que € especifico para cada substancia e ndo necessariamente
envolve a caracterizagcdo de todos os eventos-chaves criticos, focando principalmente no efeito
adverso especifico da substancia avaliada e em alguns eventos intermediarios. A AOP deve ser

utilizada, quando disponivel, na andlise do MoA de uma substancia (USEPA, 2017).

As AOPs ja caracterizadas e em fase de caracterizacdo estdo disponiveis na plataforma
AOP (AOP-KB,

https://aopwiki.org/). Publicacdes de algumas AOPs também podem ser encontradas no dominio

dindmica knowledgebase http://aopkb.org,  https://aopkb.oecd.org/ ou

https://www.oecd-ilibrary.org/environment/oecd-series-on-adverse-outcome-pathways 2415170k,

z

mas € importante lembrar que as AOPs sdo dindmicas e essas publicacbes podem estar

desatualizadas.

Cabe ressaltar, que a AOP ndo substitui a entrega de documentos ou necessidade de dados adicionais para
caracterizacdo aprofundada dos efeitos toxicolégicos, sendo sua utilizagdo avaliada no contexto dos dados

disponiveis e das evidéncias encontradas. Entretanto, ressalta-se que o padrdo é assumir a relevancia para
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humanos dos efeitos toxicoldgicos observados, MoA e AOP na auséncia de dados cientificos que demonstrem a

nao relevancia.

Com relag@o a toxicidade para a reproducgdo, 0s principais mecanismos associados incluem
disfungcbes no eixo HHG, na maturacdo e funcionalidade dos sistemas reprodutivos masculino e
feminino, e nas fases de gestacao (fertilizagdo, implantacdo, placentacdo e desenvolvimento de
embrido a feto), parto e lactagdo. Os principais mecanismos envolvidos na toxicidade para o
desenvolvimento causada pela exposi¢cdo a um composto sao: interferéncia mitotica (alteracao na taxa
de proliferagéo celular), alteragdo na fonte de energia, inibicdo enzimatica (principalmente enzimas
criticas para o crescimento e proliferagdo celular), mutacéo, alteragdo na expressdo génica e morte

celular programada (Hood, 2012).

Em razdo da complexidade do processo de desenvolvimento, ainda had muito a ser
compreendido acerca dos eventos subjacentes a teratogenicidade. Um avanco nesse campo pode ser
obtido por meio de investigacdes em varios niveis bioldgicos e constru¢cdo de uma AOP, conforme
disposto acima. O Quadro 5 lista esses niveis de investigacdes mecanisticas aplicaveis a toxicidade

no desenvolvimento (Hood, 2012).

Quadro 5. Niveis de investigagdo mecanistica para toxicidade no desenvolvimento.

NIVEIS DE INVESTIGACAO MECANISTICAS DESCRICAO

Mecanismos de agdo bioquimicos e moleculares definem
Eventos intracelulares 0s eventos-chave intracelulares para resposta de
desenvolvimento normal e anormal.

InteragOes e atividades especificas célula a célula definem

Eventos intercelulares ~ o
comportamentos de populagfes celulares especializadas.

Eventos em nivel de 6rg&o Especializagdo nas fungbes dos 6rgdos define o seu
desenvolvimento.

i ) Respostas embriondrias e fetais sdo definidas pelas
Eventos em nivel do organismo respostas conjuntas de o6rgdos e eventos intra e
intercelulares.

Respostas da ninhada A combinagéo de respostas embriofetais de uma ninhada
s&o definidas dentro da unidade materna individual.
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O reconhecimento desses niveis € critico pela seguinte razdo: se um mecanismo de acéo for
definido somente no nivel celular, de modo isolado dos demais eventos que ocorrem em niveis
superiores do organismo, é possivel que, em analises posteriores feitas no nivel fetal, ocorra o descarte
dessas evidéncias mecanicistas, uma vez que as relagbes temporais ou dose-resposta podem néo ser
evidenciadas nesse nivel mais alto de investigacdo. Por outro lado, se ambos os niveis forem avaliados
em conjunto, as evidéncias iniciais poderéo ser confirmadas e, assim, pode-se obter uma apreciacdo
mais ampla da complexidade mecanicista envolvida. Deve-se considerar ainda que, provavelmente,
um desfecho no desenvolvimento ndo decorre de um evento isolado, mas de uma cascata de eventos

ativada em uma linha temporal ao longo do crescimento/amadurecimento do animal (Hood, 2012).

6. USO DE AVALIACOES DE AUTORIDADES REGULATORIAS INTERNACIONAIS
COMO PARTE DA AVALIACAO DO PESO DA EVIDENCIA

Com base no disposto nos itens 4 (Avaliacdo do potencial de toxicidade reprodutiva de
agrotoxicos por autoridades regulatérias internacionais) e 5 (Avaliacdo do potencial de toxicidade
reprodutiva de agrotoxicos pela Anvisa), depreende-se que as abordagens utilizadas pelas principais
agéncias reguladoras internacionais sdo bastante similares e alinhadas, levando a analises
semelhantes sobre o potencial de TR. Por isso, as discussdes internacionais ja realizadas sao
incluidas na avaliacdo do peso da evidéncia feita pela Anvisa.

A RDC n° 294/2019, no seu Art. 11, prevé que o resultado da avaliagdo toxicologica de um
produto técnico, avaliado por uma autoridade que tenha similaridade de medidas e controles em
relacdo aos requisitos de avaliagéo toxicologica do Brasil, pode ser utilizado para auxiliar na avaliagéo
toxicoldgica para fins de registro destes produtos no Brasil. Nesse contexto, para a avaliacdo dos
agrotoxicos na reavaliacdo, pode-se iniciar pela comparacdo das conclusdes internacionais e analise
de sua adequabilidade ao contexto regulatério no Brasil. Isso inclui a analise da USEPA e EFSA,
guando disponiveis, bem como de outras autoridades regulatérias. Em caso de suficiente harmonia
entre as discussodes internacionais, concordancia com a avaliagdo do peso da evidéncia realizada no
Brasil e adequabilidade das conclusdes a legislacédo brasileira, é aceitavel que as conclusfes da
Anvisa sejam alcangadas exclusivamente com base nessas discussoes internacionais. Contudo, no
caso da existéncia de discordancias relevantes entre as autoridades internacionais, superficialidade
ou discrepancias no modo de avaliagdo da qualidade dos estudos, diferencas significativas na
guantidade de estudos incluidos nas andlises e existéncia de novas evidéncias, deve-se realizar uma
andlise mais aprofundada, incluindo detalhamento dos estudos relevantes para conclusdo sobre o

peso da evidéncia.

7. CARACTERIZACAO DA TOXICIDADE REPRODUTIVA: AVALIACAO DE ESTUDOS
EM HUMANOS
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Este Guia fornece discussao e diretrizes gerais para a avaliagdo de estudos epidemiolégicos.

Logo, especificidades na avaliacdo de determinado conjunto de dados e o uso de outros critérios

internacionalmente aceitos podem ser avaliados caso-a-caso.

Na avaliacdo dos estudos epidemiolégicos, todos aqueles considerados de qualidade devem
ser incluidos, sejam eles positivos ou negativos. As conclusfes sobre a for¢a das evidéncias que
fornecem ou nao suporte a causalidade devem ser descritas, com discussao das incertezas e lacunas
de dados (USEPA, 2005). Entre as carateristicas importantes para avaliar a qualidade dos estudos

epidemioldgicos estao:

e Clara articulacédo dos objetivos e hipoteses do estudo;

e Selecédo e caracterizacdo adequada dos grupos;

e Caracterizagdo adequada da exposi¢ao;

e Tempo de acompanhamento apropriado para detecgdo do desfecho;

e Averiguacdo adequada das causas de morbidade e mortalidade;

e Consideracado dos vieses e fatores de confuséo;

e Tamanho amostral adequado;

» Metodologia clara, bem documentada e adequada para coleta e andlise de dados;

e Taxa de resposta e metodologia adequadas para lidar com perda de dados.

Os estudos epidemioldgicos observacionais dividem-se em analiticos e descritivos. Estudos
analiticos (coorte e caso-controle) geralmente sdo Uteis para identificacdo de associacdes causais
entre exposicao e efeito. Estudos descritivos (relato de casos, estudos transversais e ecologicos), em
contrapartida, séo Uteis para gerar hipoteses, pois examinam a relagéo entre desfechos e condi¢des
pessoais, temporais ou ambientais (USEPA, 2005). Os principais tipos de estudos epidemiolégicos

observacionais sao:

I. Estudos de coorte — definicdo dos grupos pela exposicdo, com posterior avaliagdo dos
efeitos a saude;

Il. Estudos caso-controle — definicdo dos grupos pelo efeito a saude, com posterior avaliacdo
da exposicao;

[ll. Estudos caso-controle aninhados — definicdo dos individuos para as categorias de
caso e controle no decorrer de uma coorte pré-definida, na qual algumas informacfes sobre
exposicoes e fatores de risco ja se encontram disponiveis. Apresentam a vantagem, em
relacdo aos estudos caso-controle convencionais, de reducéo dos vieses de selecdo e de
memoria.

IV. Estudos transversais — determinacao da exposi¢éo e dos efeitos a satude dentro do mesmo
intervalo de tempo, sendo Uteis na avaliagdo da prevaléncia de dado efeito & saude.
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V. Estudos ecoldgicos — determinacdo da exposicdo e dos efeitos a saude por meio de

informac®es relativas a um grupo populacional, isto é, a unidade de analise é um grupo e
ndo um individuo.

VI. Relato de casos e série de casos — descri¢do da historia clinica e epidemioldgica de casos,
ou mesmo de um Unico caso. Deve conter informacgdes sobre sinais e sintomas e sobre 0s

resultados laboratoriais e epidemioldgicos, incluindo exposi¢des suspeitas.

Os estudos de coorte e caso-controle buscam relacionar as exposi¢des individuais a ocorréncia
de um desfecho e oferecem uma estimativa do efeito (risco relativo ou odds ratio) como medida da
associacdo (IARC, 2019). Estudos de intervencdo podem fornecer forte evidéncia de causalidade
(IARC, 2019), mas obviamente ndo séo aplicados a agrotoéxicos. Estudos caso-controle podem possuir
muitas incertezas, sendo raramente utilizados como Unica fonte para inferéncia de uma relagéo causal;
entretanto, quando avaliados em conjunto com estudos de coorte, eles adicionam peso a concluséo
sobre a causalidade (IARC, 2006).

Relatos e séries de caso e estudos ecologicos podem possuir muitas incertezas, em razéo do
proprio desenho experimental, sendo raramente utilizados como Unica fonte para inferéncia de uma
relacéo causal. Entretanto, quando avaliados em conjunto com estudos de coorte e caso-controle, eles

adicionam peso a conclusédo sobre a causalidade (IARC, 2019).

Nos estudos ecolégicos, a exposigao individual ndo é documentada, o que pode levar a falacia
ecoldgica ou viés de agregacao, isto é, uma associacao entre duas variaveis no nivel agregado ndo
necessariamente representa uma associacdo no nivel individual (USEPA, 2016). Em estudos
transversais, ndo se pode estabelecer relagdes temporais entre exposicao e efeito a saude, uma vez
gue essas informacgfes sdo coletadas dentro de uma mesma janela temporal. Entdo, normalmente,
faz-se necessaria a avaliagdo de outros estudos para confirmar uma associagdo causal hipotética
sugerida nesse tipo de estudo. Portanto, na analise do peso da evidéncia para agrotoxicos, opta-se
pela exclusédo desses dois tipos de estudos para a tomada de deciséo, por considerar que eles apenas

permitem o levantamento de hipoteses, sem a possibilidade de testa-las.

Relatos e séries de caso buscam descrever um efeito especifico em uma pessoa ou um grupo
de individuos expostos a uma substancia e raramente sdo utilizados, pois sozinhos ndo permitem
inferéncia de causalidade (pequena amostra, auséncia de acompanhamento). Entretanto, eles podem
ser Uteis para a identificagdo de desfechos incomuns que podem levar a estudos observacionais
analiticos (USEPA, 2005).

Estudos epidemiolégicos independentes podem levar a resultados de dificil interpretagcéo, por
isso a combinacédo da analise de dados deve ser considerada. Ha dois tipos de combinacéo da andlise:
a combinacdo das estatisticas (risco relativo) de estudos individuais, denominada meta-analise, e a

combinagéo dos dados brutos dos estudos para uma analise agrupada (IARC, 2019).
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A vantagem da combinacdo da analise € o aumento da precisdo decorrente do aumento do
tamanho da amostra e da oportunidade de explorar potenciais efeitos de confuséo, interacdes e efeitos
modificadores que podem explicar a heterogeneidade. A desvantagem da andlise combinada é a
possibilidade da falta de compatibilidade dos dados entre os diferentes estudos como diferengas no
recrutamento, procedimentos e coleta de dados (IARC, 2019). Também é importante considerar as
diferencas na qualidade dos estudos agrupados e vieses de publicacdo (USEPA, 2005). Apesar
dessas limitagbes, andlises combinadas bem conduzidas possuem bases mais sélidas para
conclusdes de causalidade do que estudos individuais (IARC, 2006) e introduzem consisténcia na
avaliacdo do peso da evidéncia (USEPA, 2005).

Algumas meta-analises tendem a se limitar & investigagdo da magnitude média da associacao
em detrimento da analise de estudos individuais. A motivagdo é que geralmente a agregacdo dos
resultados aumenta o poder estatistico e a precisdo do efeito investigado (EFSA, 2017). Entretanto,
as estimativas devem ser agrupadas apenas quando fizer sentido. Um importante aspecto que muitas
vezes € negligenciado é a heterogeneidade das for¢cas de associagdo entre os subgrupos de
individuos. Heterogeneidade deve ser avaliada e quantificada. Explorar as razdes das inconsisténcias
dos achados pode fornecer importante compreensdo dos padrbes observados. Por exemplo,
resultados conflitantes, quando agregados podem fornecer uma medida de associagéo igual a 1,0,
mas decorrer da resposta distinta & exposi¢ao entre subgrupos diferentes (jovens e idosos, homens e

mulheres, trabalhadores rurais e urbanos).

As informacdes sobre andlises de subgrupos fornecidas no estudo devem ser cuidadosamente
avaliadas. Analises de sensibilidade devem complementar os resultados fornecidos por diferentes
estudos com o objetivo de avaliar a heterogeneidade e o possivel impacto de fatores relevantes ndo

controlados, juntamente com erros de informacéo e amostragem (EFSA, 2017).

A figura 4 resume a contribui¢céo dos diferentes tipos de estudos epidemioldgicos na avaliacao

do WoE de efeitos a salde relacionados aos agrotdxicos.

METANALISES
DE COORTE

ESTUDOS DE COORTE

ESTUDOS DE CASO-CONTROLE

PESO DA EVIDENCIA

ESTUDOS TRANSVERSAIS, ESTUDOS ECOLOGICOS, SERIES DE CASOS E RELATOS DE CASO
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Figura 4. Contribuicao dos diferentes tipos de estudos epidemiolégicos na avaliacdo do
peso da evidéncia de efeitos a saude relacionados a agrotoxicos.

Os parametros para avaliagdo da qualidade dos estudos epidemiolégicos serdo detalhados a

seqguir.

a) Avaliacdo da exposicdo

Em todas as andlises da relacdo entre a ocorréncia de efeitos reprodutivos e exposicdes
potencialmente toxicas, € importante definir o grau de exposi¢cdo que produz o efeito a saude, visto
gue a probabilidade de classificacdo incorreta desse fator pode reduzir a capacidade de um estudo em
reconhecer um efeito real mediado pela substancia. As exposicdes parentais prévias a concepcao e
as exposicdes intrauterinas tém sido associadas aos efeitos mais comumente estudados (perda fetal,
malformacdes, baixo peso ao nascer e medidas de infertilidade ou subfertilidade). Essas exposic¢oes,
em conjunto com os cenarios de exposi¢ao pos-natal (amamentacao, ingestédo de agua/alimentos e no
ambiente), também podem estar associadas aos efeitos no desenvolvimento pds-natal — alteragées no
crescimento ou na funcdo comportamental e cognitiva.

Muitos efeitos reprodutivos resultam de exposi¢cdes durante certos periodos criticos. A
classificacdo apropriada da exposi¢cdo depende dos efeitos avaliados, do mecanismo biolégico afetado
pela exposicdo e do tempo de meia-vida da substancia em estudo. A meia-vida, em combinagdo com
os padrbes de exposi¢ao (por exemplo, continua ou intermitente), determinam a dose real a qual o
individuo esta exposto durante o periodo critico (USEPA, 1996).

Atualmente, ha diversas abordagens para avaliar a exposicdo, as quais podem variar em
exatidao, precisao e recursos requeridos. Elas incluem: 1) métodos indiretos - baseados em registros
historicos e questionérios (verificacdo de moradia proxima a culturas tratadas ou trabalhar na area
agricola, por exemplo) e monitoramento ambiental (verificacdo dos niveis de contaminantes nos
ambientes domésticos e de trabalho, no ar, 4gua, solo e alimentos); e 2) métodos diretos - baseados
em monitoramento pessoal (medi¢do da exposicdo dérmica, inalatdria e oral, por meio do consumo de
alimentos) e biomonitoramento (medigdo de um produto quimico ou seu (s) metabdlito (s) em amostras
biol6gicas como sangue, urina, saliva, leite, tecido adiposo e outros) (USEPA, 2016).

Dados provenientes de métodos indiretos, em geral, ndo podem ser usados para estimar 0s
niveis quantitativos de exposicdo sem modelagem adicional. Ou seja, com base nesses dados €&
possivel uma classificacdo da exposicdo de forma dicotbmica (exposta x ndo exposta) ou em escala
ordinal (baixa, média e alta exposicao, por exemplo). Por outro lado, os métodos de avaliacao direta
podem ser usados para estimar, em termos quantitativos, a exposicéao individual ou os niveis de dose
interna, pois se baseiam em dados sobre a exposi¢cao real do individuo, como falado anteriormente.
Métodos diretos sdo mais comuns em estudos prospectivos, mas também sdo usados em estudos
retrospectivos quando ha disponibilidade de amostras biolégicas de grupos populacionais bem
definidos (USEPA, 2016).

28

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



b) Analise dos desfechos apropriados

Os parametros reprodutivos disponiveis para serem avaliados em estudos epidemiolégicos séo
limitados por vérios fatores, quais sejam: magnitude relativa da exposi¢do, tamanho e caracteristicas
demograficas da populagdo (estado civil, idade, nivel educacional, condicdo socioecondmica e
historico de gestacdo anterior); e capacidade de observacdo desses parametros em humanos. Os
desfechos de TR mais comumente avaliados sdo: 1) medidas indiretas de fertilidade/infertilidade
(comparando taxas de nascimento ou intervalos de tempo entre nascimentos ou gestacdes); 2)
historico de alguns resultados de gestacdes (por exemplo, perda embrionéria/fetal, peso e proporgéo
de sexo ao nascer, malformacdes congénitas, crescimento e desenvolvimento fisico; funcionalidade
de oOrgdos/sistemas; efeitos comportamentais); 3) avaliagbes do sémen (contagem, morfologia e
motilidade espermatica); 4) ciclo menstrual; e 5) dosagens hormonais no sangue ou urina (USEPA,
1996).

Especificamente com relagdo aos efeitos no pés-natal, € comum a utilizagdo de escalas de
desenvolvimento padrédo (por exemplo, escala neonatal de avaliagdo comportamental; escalas de
desenvolvimento infantil de Bayley; escalas Wechsler) para avaliar bebés ou criancas pequenas,
associada a alguma medida biologica de exposicdo. Esses testes foram delineados para examinar
certos desfechos, com abrangéncia para determinadas faixas etarias. E importante que seja conduzida
uma bateria de testes para a obtengdo de uma avaliagdo adequada, em razdo da possibilidade de
efeitos interrelacionados (déficits auditivos e desenvolvimento da linguagem, por exemplo).
Adicionalmente, diferentes fatores — educacdo parental, nivel socioeconémico, histérico obstétrico,
caracteristicas gerais de saude (lesbes, infeccbes, dentre outros) — capazes de influenciar na
pontuacdo nessas escalas e, consequentemente, na analise desses efeitos, devem ser conhecidos e

controlados, conforme detalhado no item seguinte (USEPA, 1991).

c) Controle de variaveis de confusao
O confundimento ocorre quando as trés condi¢cbes abaixo sdo cumpridas:
e a variavel suspeita de ser a causa do viés de confusdo esta associada a variavel de
exposicao de interesse;
e avariavel de confusdo esta associada ao desfecho estudado;
e avariavel de confusdo ndo € uma variavel intermediaria na cadeia causal entre a variavel
de exposicao de interesse e o desfecho.
Um fator de confusdo pode distorcer tanto a magnitude quanto a direcdo da medida de
associacao entre a exposicdo de interesse e o resultado avaliado. No caso da TR, os fatores de risco
a serem considerados incluem idade, tabagismo, ingestdo de alcool ou cafeina, uso de drogas e

historico reprodutivo. Além disso, grupos de individuos podem representar subpopulagfes suscetiveis,
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com base em caracteristicas genéticas, adquiridas (por exemplo, comportamentais) ou de

desenvolvimento (por exemplo, maior efeito associado a exposi¢des na infancia) (USEPA, 1996).

Fatores de risco conhecidos e potenciais devem ser avaliados para identificar aqueles que
podem ser enquadrados como fatores de confusdo ou modificadores de efeito. Um fator modificador
de efeito altera as relacdes exposi¢do-resposta quando presente em diferentes niveis. Isto €, séo
varidveis que afetam diferencialmente a magnitude do efeito, por estratos (por exemplo, idade,
raca/etnia, polimorfismos genéticos). E importante que esses fatores sejam compreendidos — e ndo
minimizados como os fatores de confusdo — pois podem ser importantes na avaliacdo das diferencas
de risco entre os estratos populacionais e, consequentemente, na identificagdo de subpopulagdes mais
suscetiveis (USEPA, 2016).

Tanto os fatores de confusdo quanto os maodificadores de efeito precisam ser controlados nas
etapas de desenho e/ou andlise do estudo, a fim de melhorar a estimativa dos efeitos atribuiveis a
exposicdo. Entdo, na analise de um estudo epidemioldgico, deve-se avaliar se fatores de confuséo
relevantes foram devidamente identificados, descritos, medidos e analisados, de modo que uma
estimativa imparcial da associagéo investigada possa ser obtida. Quando detectadas falhas no controle
dessas variaveis, deve ser atribuido menor peso ao estudo ou mesmo ser descartado como evidéncia.

Numa abordagem de avaliacdo do peso da evidéncia, 0 aumento do risco observado entre
varios estudos, com diferentes fatores de confuséo, indica consisténcia, o que aumenta o peso da
inferéncia de que a ST foi 0 agente etiolégico (USEPA, 2005).

Em estudos de coorte, comparagBes com taxas locais da doenga podem ou ndo ser mais
apropriadas do que a comparagcao com taxas nacionais. Comparacdes internas entre individuos com
diferentes niveis de exposi¢ao sdo desejaveis, pois elas diminuem o potencial de confuséo relacionado
aos diferentes fatores de risco entre populacdes de referéncia externa e a populacéo estudada (IARC,
2006).

d) Controle de viés

Viés € um erro sistematico no desenho ou conducdo de um estudo, que gera resultados
sistematicamente diferentes da situacao real (ndo observada). Ele pode ocorrer em diferentes etapas
do estudo. Se ocorrer durante a selecao dos participantes é chamado de viés de selecdo (viés de
amostragem, viés de ndo-respondentes e o viés de perdas de acompanhamento, no caso de estudos
prospectivos); se ocorrer durante a coleta das informacgfes dos participantes é chamado de viés de
informacéo (viés de memodria, de diagndstico, do entrevistador e do instrumento de medicao) (USEPA,
2016).

Na analise dos potenciais vieses em estudos de TR, € importante observar quais desfechos —
reprodutivo e/ou de desenvolvimento — serdo estudados e qual a melhor estratégia na obtencdo de
dados sobre eles. Por exemplo, na analise de aborto precoce, o uso de prontuarios médicos na sele¢éo
de gestantes seria um importante viés de sele¢do, capaz de subestimar a analise, pois essa condi¢do

de salude nem sempre requer internacdo. Por outro lado, na andlise de malformacgdes congénitas, os
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registros hospitalares seriam fontes de dados mais completas, quando comparados as declarac¢des de

nascidos vivos, por exemplo. Quanto a analise de sémen, o uso de dados provenientes de banco de
esperma ou clinica de fertilidade seria um potencial viés de selecdo, pois doadores de esperma sédo
tipicamente de fertilidade comprovada, enquanto homens em clinicas de fertilidade comp&em um casal
subfértil que esta ativamente buscando a concepgédo (USEPA, 1996).

Com relacao ao viés de informacdo, ele pode levar a erros na classificacdo de um individuo
guanto a exposicao e ao desfecho analisado. O viés de memaria, por exemplo, pode ocorrer quando
0s participantes que foram expostos e/ou apresentaram efeitos a salde especificos se recordam das
informacgBes de maneira diferente daqueles sem exposi¢cdo ou desfecho. Ja o viés do entrevistador
pode ocorrer quando este tem ciéncia da categoria de exposicao (expostos ou ndo expostos) ou de
resultado (caso ou controle) a qual o participante pertence. Uma forma de minimizar esse viés € a
analise “cega” do entrevistador e/ou a elaboracdo de questionarios altamente estruturados (USEPA,
1996).

Vale ressaltar a impossibilidade de se eliminar todos os vieses de um estudo. Eles podem ser
minimizados com a adoc¢ao de algumas abordagens, tais como a validagdo com uma fonte de dados
independente ou o uso de biomarcadores de exposi¢do ou desfecho, quando possivel. Na avaliagéo
do estudo, deve-se considerar a descricdo dos potenciais vieses e quais foram as abordagens
adotadas para caracteriza-los e controla-los. Dessa forma, é possivel determinar em que medida os

dados epidemioldgicos verificados estdo super ou subestimados em relacéo ao efeito real.

e) Forca do estudo e analise estatistica

A forca — ou capacidade de um estudo de detectar um efeito verdadeiro — é dependente do
tamanho do grupo estudado, da variagcéo entre réplicas do estudo, da frequéncia do efeito avaliado na
populacdo em geral e do nivel de aumento de risco a ser identificado, da precisédo na estimativa do
efeito e da robustez da associacdo dos efeitos. Em um estudo de coorte, por exemplo, a deteccéo de
efeitos comuns (perda fetal) requer a analise de centenas de gestacfes para que se tenha uma alta
probabilidade de deteccdo de um aumento modesto no risco (por exemplo, 133 gestacdes nos grupos
exposto e ndo exposto para detectar um aumento em duas vezes; alfa = 0,05, forca=80%). Por outro
lado, resultados menos comuns, como o total de todas as malformacg6es ao nascer, requerem a analise
de milhares de gestacfes para que se alcance a mesma probabilidade (mais de 1200 gestacdes nos
grupos exposto e ndo exposto). Essa forca pode ser aumentada por meio da combinacdo de
populacdes de varios estudos usando uma meta-andlise (USEPA, 1996).

Na avaliacdo da qualidade de um estudo epidemiolégico, também serdo considerados os
métodos estatisticos usados. Especificamente, sdo avaliados os seguintes pontos: 1) o poder
estatistico, isto €, se 0s métodos analiticos empregados séo capazes de identificar uma associacéo
entre exposicao e efeito quando ela, de fato, existe; 2) se esses métodos foram devidamente descritos;
3) se os métodos sdo adequados para identificar, avaliar e ajustar potenciais variaveis de confuséo na
relacdo exposicao-efeito; 4) e a descricdo de quaisquer analises de subgrupos que possam ter sido
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realizadas (inclusive se foram feitas corre¢des estatisticas para multiplas comparacées) (USEPA,
2016).
Com relacéo aos estudos de TR, em animais experimentais, a ninhada é usada como a unidade

de medida para lidar com a ndo-independéncia de resposta dentro da ninhada. Por outro lado, as
gestac6es em humanos sao sequenciais, 0 que requer analises que considerem a ndo-independéncia
de eventos. Caso isso ndo seja seguido, e que mais de uma gestacdo por mulher seja incluida na
andlise, essas observagcfes ndo-independentes irdo superestimar o tamanho real de grupos sendo
comparados, o que aumenta artificialmente a probabilidade de alcancar significancia estatistica.
Problemas de analise podem ocorrer nas seguintes situacdes: 1) efeitos adversos prévios sao
resultantes das mesmas exposi¢coes; e 2) efeitos adversos prévios podem acarretar mudancas de
comportamento capazes de reduzir as exposi¢cdes. Algumas abordagens para lidar com esses
problemas s&o: selecionar uma gestacéo por familia ou usar equagfes de estimativa generalizadas
(USEPA, 1996).

A EFSA (2017) propds que um conjunto de pardmetros sejam utilizados para caracteriza¢ao
mais clara e transparente da confiabilidade dos estudos epidemiol6gicos em trés categorias: alta
confiabilidade (baixo risco de viés), média confiabilidade (médio risco de viés) e baixa confiabilidade
(alto risco de viés). Aos estudos de alta confiabilidade, é conferido maior peso na avaliagdo enquanto
os estudos de baixa confiabilidade s@o excluidos. Adaptacdes a essa proposta foram feitas para a

avaliacdo pela Anvisa, conforme o Quadro 6.

Quadro 6. Parametros para caracterizagdo da confiabilidade de estudos epidemiol6gicos.

DARA RO O AB DAD
ALTA MODERADA BAIXA
Desenho Estudos prospectivos; Estudos prospectivos com Estudos ecoldgicos;

Experimental

e Condugsio Hipdteses previamente

especificadas;

Especificidade da
substancia e do desfecho.

limitacdes na identificacdo da
resposta e do desfecho;

Estudos caso-controle.

Estudos transversais;
Estudos caso-controle com
limitacdes na identificacdo da
resposta e do desfecho.

Populacéo Amostragem randomizada,;

Amostra com suficiente
poder estatistico;

Caracteristica
populacionais bem
definidas, inclusive
subgrupos mais
vulneraveis.

Poder estatistico
questionavel,

Amostra nao representativa
de populacao suscetivel;

Caracteristicas da populacao
nao suficientemente
definidas.

Sem informacgéo detalhada de
selecao;

Caracteristicas da populacao
fracamente definidas.

Precisa e acurada com
métodos validados
(biomonitoramento ou
exposicao externa);

Avaliacdo da
Exposicéo

Métodos ndo validados;

Questionario/entrevista

ndo validados com perguntas
de exposicdo a substancias
especificas.

Questionarios/ entrevistas de
baixa qualidade com
perguntas sobre grupos de
substancias;
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Quadro 6. Parametros para caracterizagdo da confiabilidade de estudos epidemioldgicos.

Questionario/entrevista
validados com perguntas
de exposicao a substancias
especificas.

Auséncia de informagéo
sobre substancia especifica.

Desfecho
Toxicolégico

Desfecho padronizado e
validado na populacao;
Histérico médico/
diagndstico confirmados.

Desfecho padronizado, mas
néo validado na populacéo;

Ferramenta de varredura;
Historico médico néo
confirmado.

Desfecho néo padronizado e
néo validado;

Desfecho inapropriado

Auto relato de desfecho.

Adequado controle de
fatores de confusao;

Fatores de confuséo séo
parcialmente controlados;

Sem controle de potenciais
fatores de confusao e

Fatores de o i i
Confuséo Fatores de confuséo Nem todas as variaveis modificadores Qe efeito no
claramente indicados relevantes sdo de§gnho experimental e na
: consideradas. analise.
Desenho estatistico e -
apropriado (tamanho Estatistica descritiva ou
afnoStral maximizacao do analises bivariadas
! . Métodos aceitaveis; uestionaveis;
uso de dados, relato ndo q
seletivo); Escolhas analiticas que Auséncia de comparagoes;
. - erdem informacao; ~ ~
Analise Métodos estatisticos de P ¢ Comparacdes nao
. controle de confundidores; Relato pouco claro; claramente descritas;
Estatistica
Apresentacao de Conducéo de analises Post Deficiéncia nas andlises (por
estimativas ajustadas e ndo hoc, que séo claramente exemplo, testes multiplos).
ajustadas; indicadas.
Andlise de subgrupos e
interacdes.
Deficiéncia no relato
Elementos-chave em (interpretacéo do efeito,
material e métodos e controle de confundidores);
resultados s&o descritos Alguns elementos em Publicacio seletiva:
com suficiente material e métodos e em ublicacao seletiva,
detalhamento; resultados n&o s&o descritos  Escassez de informacio
Falhas de NG de individ com suficiente sobre fatores relevantes que

relatado para cada etapa;

E fornecido provéavel
mecanismo para a
associagdo investigada.

Interpretag&o dos resultados
moderadamente descrita.

exposigdo-saude;

Foco incorreto nas
inferéncias;

Conclus@es néo justificadas.

ApOs a avaliagdo da qualidade individual dos estudos epidemiologicos e meta-analises, a for¢a

da evidéncia deve ser julgada considerando alguns critérios de causalidade (IARC, 2019). Uma forte

associacao (alto risco relativo ou odds ratio) € mais provavel de indicar causalidade do que uma fraca

associacado, entretanto uma fraca associacdo pode ser relevante quando a doenca ou a exposicéo é

comum. Havendo inconsisténcias entre as investigacdes, deve-se conferir mais peso aos estudos

metodologicamente mais robustos (IARC, 2019). Entdo, na analise do peso da evidéncia, deve-se: 1)

conduzir separadamente avaliacdes de estudos referentes a exposicao ocupacional e ndo-ocupacional
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e 2) atribuir maior peso aos estudos na seguinte ordem: metanalise, coortes prospectivas, caso-

controle aninhados a coorte e caso-controle.

Determinar se a associa¢gdo observada € causal ou espuria constitui um dos maiores desafios
na avaliacao do peso da evidéncia de estudos epidemiolédgicos e envolve a consideracdo de uma série
de fatores (USEPA, 2005; EFSA, 2017). A USEPA (2005), a IARC (2019) e a EFSA (2017) utilizam os
critérios de Bradford Hill como orientadores para essa avaliacdo somados a outros aspectos também
considerados relevantes. Assim, forca da associacao, consisténcia, plausibilidade bioldgica, coeréncia,
temporalidade e graduacao bioldgica sdo exemplos de critérios comumente utilizados. A auséncia de
um ou mais aspectos ndo exclui a causalidade, que deve ser considerada a partir da analise de todo
o conjunto de dados considerando os aspectos qualitativos desses estudos e ndo sé a quantidade de
estudos positivos ou negativos (USEPA, 2005; EFSA, 2017). Entretanto, quanto mais critérios sao
preenchidos, maior peso pode ser conferido aos achados e fica mais evidente que a associagéo
encontrada € uma associagao causal (EFSA, 2017). Alguns desses critérios serdo descritos a seguir
(USEPA, 2005; EFSA, 2017):

o Consisténcia da associacao: confere-se maior peso a inferéncia quando o risco € observado

em diversos estudos independentes, especialmente aqueles com diferentes desenhos
experimentais e populagdes em diferentes circunstancias de exposicdo. Esse critério também
deve ser aplicado ao integrar na analise diferentes tipos de evidéncia (epidemioldgica, em
animais, in vitro, in silico).

o Forca da associacdo: confere-se maior peso a inferéncia quando se observa riscos altos,

precisos e estatisticamente significativos. Pequenos riscos ndo indicam auséncia de
causalidade, pois podem ser reflexo da baixa poténcia do agente ou desencadeamento de
doencas comuns.

o Especificidade da associacdo: confere-se maior peso a inferéncia quando é possivel associar

a causa um unico efeito. Para cancer, é mais raramente utilizado, pois normalmente os agentes
carcinogénicos sao associados a tumores em multiplos sitios e geralmente um mesmo tipo de
cancer possui diversas causas. Entretanto, a integracdo de outros tipos de estudos a analise
permite que dados mecanisticos confiram essa especificidade as evidéncias.

e Relacdo temporal da associacdo: a causalidade depende de tempo adequado entre a

exposicao e a ocorréncia do desfecho. Estudos suficientemente longos para o desenvolvimento
da doenca sdo essenciais.

o Gradiente biolégico: confere-se maior peso a inferéncia quando é possivel verificar aumento

da incidéncia dos efeitos com o aumento da exposicao ou quando se demonstra decréscimo
do risco apos a interrupcdo ou reducao da exposicao. Essa informacédo pode ser coletada, por
exemplo, quando h& caracterizagdo de uso de diferentes tecnologias ou equipamentos de
protecdo pelo trabalhador exposto.
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o Plausibilidade biologica: confere-se maior peso a inferéncia quando dados de estudos

experimentais demostram mecanismos plausiveis para a ocorréncia da doenca.

o Coeréncia: confere-se maior peso a inferéncia quando diferentes tipos de evidéncia sugerem
associacdo entre a exposicao e a doenga, como estudos com animais e toxicocinéticos. A
interpretacdo da evidéncia deve fazer sentido e ndo ser conflitante com o conhecimento
atualizado sobre o desfecho toxicoldgico avaliado.

e Analogia: informacgfes sobre analogos estruturais podem reforcar a associacdo causal de um
agente.

o Evidéncia experimental: Resultados de estudos randomizados fornecem forte evidéncia da

relacéo causal.
e Sequéncia de eventos-chave: a clara identificagcdo dos eventos-chaves nos dados disponiveis

permite a caracterizagdo da Via de Efeito Adverso (Adverse Outcome Pathway — AOP)/MoA
para um desfecho especifico relevante, o que confere grande peso a inferéncia. Quando existe
informagéo suficiente disponivel, a analise qualitativa do AOP e MoA confere plausibilidade

biolégica aos efeitos encontrados nos estudos epidemioldgicos.

Quando varios estudos mostram uma associagdo peguena ou ausente entre exposicdo e
desfecho, deve-se avaliar se os dados demostram evidéncia inadequada ou auséncia de evidéncia
para determinado desfecho (IARC, 2019).

8. CARACTERIZACAO DA TOXICIDADE REPRODUTIVA: ABORDAGENS ALTERNATIVAS
AO USO DE ANIMAIS

Em reconhecimento aos desafios dos métodos tradicionais de testes de toxicidade, estd em
andamento uma mudanca de paradigma na Toxicologia, de decisdes baseadas majoritariamente em
testes em animais in vivo, utilizando parametros apicais, para o maior uso de testes in vitro, no ambito
de abordagens integradas para testes e avaliacdo (Integrated Approaches to Testing and Assessment
—1ATA). Esta mudanca de abordagem depende da identificacéo e avaliacio da perturbacdo de eventos
moleculares e vias celulares associadas a resultados adversos em humanos, utilizando modelos in
vitro e tecnologias de maior rendimento. Assim, novas abordagens metodolégicas (New Approach
Methodologies - NAMS), incluindo ensaios in vitro (dmicas, baseados em células, baseados em tecidos,
etc.), modelos in silico e outras abordagens computacionais estdo sendo desenvolvidos para fornecer
informagBes sobre perigos e riscos quimicos para humanos, limitando a0 mesmo tempo o uso de
animais (OECD, 2023).

No entanto, especialmente para a toxicidade reprodutiva e para o desenvolvimento, a troca de
testes in vivo complexos por testes in vitro relativamente simples € mais desafiadora, uma vez que os

testes reproducéo e de desenvolvimento lidam com todas as fases do ciclo reprodutivo, comecando
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com a fertilidade feminina e masculina, o desenvolvimento pré-natal e pds-natal, culminando em
manifestacdes tardias que s6 podem ser detectadas na geracéo seguinte. O ciclo reprodutivo engloba
uma extensa lista de mecanismos em nivel molecular, celular, tecidual e do organismo, com diferentes
janelas de sensibilidade ao longo do tempo. Devido a sua complexidade, todo o processo ndo pode
ser modelado num Unico sistema in vitro; de forma que os diferentes componentes do ciclo reprodutivo
terdo de ser estudados individualmente e depois integrados em estratégias de teste (Beekhuijzen,
2017).

O desenvolvimento de ensaios alternativos levou a uma ampla variedade de plataformas
baseadas em organismos modelos simples vertebrados e ndo vertebrados, culturas de tecidos e
orgéos e culturas com células primarias e linhagens celulares humanas (Piersma et al, 2022). Os testes
de toxicidade para o desenvolvimento mais conhecidos séo a cultura de embrides inteiros de roedores,
0 ensaio de embrides de zebrafish e 0 ensaio de células-tronco embrionarias (Beekhuijzen, 2017). No
entanto, atualmente ainda nao existe nenhuma diretriz de teste adotada oficialmente pela OCDE para
testes in vitro que avaliam a toxicidade reprodutiva.

Por outro lado, a OECD ja possui varias diretrizes de teste in vitro validadas relacionadas a
modos de agdo enddcrinos (ligacdo e transativacéo dos receptores de estrogénio e androgénio, entre
outros), que sao relevantes no contexto da avaliagdo da toxicidade reprodutiva e para o
desenvolvimento. Essas serdo discutidas no guia especifico para avaliagdo do potencial de
desregulacdo enddcrina de agrotoxicos.

Além disso, ha diversos outros ensaios ou baterias de ensaios ndo validados que estdo em
desenvolvimento, como a bateria de testes in vitro de neurotoxicidade para o desenvolvimento
(Developmental Neurotoxicity In Vitro Battery — DNT IVB), para a qual a OECD publicou em 2023 um
documento com recomendacdes iniciais sobre a avaliacdo desses tipos de dados (OECD, 2023). O
Laboratério de Referéncia da Unido Europeia sobre Alternativas aos Testes em Animais (EURL
ECVAM) possui trés métodos in vitro validados de toxicidade para o desenvolvimento: o teste de
micromassa de botdo de membro de rato (micromass - MM), o teste de cultura de embribes poés-
implantacao inteiros de rato (whole embryo culture - WEC) e o teste de células-tronco embrionarias de
camundongos (embryonic stem cell test - EST) (Piersma et al, 2022). Como exemplo, a capacidade
preditiva do teste de células-tronco embrionarias nas suas diversas formas ja foi amplamente
documentada e ele pode ser usado para testar eventos-chaves selecionados de uma AOP (Piersma
et al, 2022).

O ToxCast também ja inclui uma série de dados publicamente disponiveis em células-tronco
embrionarias humanas. Esses dados, combinados com ensaios de menor rendimento em um nivel
mais alto de complexidade e abordagens de aprendizado de maquina para modelar os dados,
apresenta oportunidades promissoras para testes de toxicidade no desenvolvimento sem o uso de
animais. Modelos computacionais de processos de embriogénese estao sendo publicados (Piersma et
al, 2022).

36

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



Em resumo, métodos in vitro ainda ndo podem ser utilizados exclusivamente numa estratégia

de testes de toxicidade reprodutiva para agrotoxicos. Mas a combinacéo de ensaios numa abordagem
faseada e/ou em bateria e sua atribuicdo a uma AOP pode fornecer informacdes relevantes sobre o
perigo e risco de uma substéncia (Piersma et al, 2022).

8.1 Bateria de testes in vitro de neurotoxicidade para o desenvolvimento — OECD 377

Os ensaios da bateria (atualmente 17 ensaios) nao sdo baseados em alvos moleculares, ja que
ainda ndo existe uma lista abrangente de possiveis alvos, mas sim em processos fundamentais do
neurodesenvolvimento em nivel celular: proliferacéo, diferenciagéo, apoptose, migracdo, formacao de
neuritos, sinaptogénese e formagéo de redes neurais. Cada ensaio inclui a avaliacdo da viabilidade
celular ou citotoxicidade. Perturbagbes quimicas nestes processos podem resultar em resultados
adversos em nivel de 6rgédo ou do individuo. Em combinagé&o, os ensaios desta bateria podem fornecer
uma compreensdo mecanistica dos processos biolégicos subjacentes que podem ser vulneraveis a

perturbagdes induzidas por substancias quimicas.

No entanto, é importante destacar que esta bateria ndo contém todos os componentes que
sdo importantes para determinados modos de acdo que podem levar a resultados adversos no
neurodesenvolvimento como, por exemplo, perturbac¢des do sistema enddcrino e imunolégico.

Além disso, ainda ndo houve uma validagdo classica da DNT IVB de acordo com o
Documento de Orientacao 34 da OCDE sobre “Validagao e aceitacio internacional de métodos de
ensaio novos ou atualizados para avaliagcédo de perigo”. Esta limitacao deve ser considerada ao utilizar
esses dados na avaliagdo do perigo.

Atualmente, ndo existem evidéncias suficientes de que a DNT IVB possa substituir a
utilizacdo das diretrizes de ensaios in vivo de DNT: OCDE 426 e OECD 443 (coortes DNT 2A e 2B).
Em vez disso, os testes da DNT IVB devem ser orientados por abordagens integradas para testes e
avaliacdo baseadas nas necessidades regulatérias.

Assim, os resultados negativos da DNT IVB nesse momento ndo devem ser interpretados
como auséncia de potencial de DNT, devido as incertezas associadas aos métodos in vitro utilizados,
bem como a falta de cobertura para alguns processos criticos do neurodesenvolvimento.

Na avaliacdo do perigo, a bateria pode ser utilizada da seguinte forma:

e Quando nao existem dados de DNT in vivo, os dados dos ensaios da DNT IVB podem
ser usados para determinar se, e quais, testes de acompanhamento (por exemplo,
ensaios ortogonais, espécies alternativas como zebrafish ou diretrizes de teste) podem
ser realizados.

e Quando existem dados de um ensaio baseado em um evento molecular iniciador ou de
ensaios em espécies alternativas (como zebrafish), a realizacdo dos ensaios da DNT IVB

pode informar a avaliacdo baseada em WoE.
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e Se os dados de DNT in vivo existentes forem ambiguos, os dados da DNT IVB podem

ser usados para informar a avaliagdo do WoE.

Esta bateria foi desenvolvida com base no conhecimento atualmente disponivel; por isso, o
documento com recomendacdes publicado pela OECD (2023) esté sujeito a melhorias e revisdes a
medida que novos métodos de ensaio e mais dados de testes quimicos se tornam disponiveis para
melhorar a capacidade preditiva da bateria de testes, e & medida que a confiabilidade de cada método
de teste individual é melhorada através de trabalhos de validagao adicionais.

9. CARACTERIZACAO DA TOXICIDADE REPRODUTIVA: AVALIACAO DE ESTUDOS
EM ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os estudos incluidos nesse item sdo aqueles considerados relevantes pela OECD para a

avaliacdo de desfechos relacionados a fisiologia reprodutiva e ao desenvolvimento/

Maturagdo sexual . .
Fases do ciclo reprodutivo cobertas

m pelo deli to experimental
Produgéo e liberacdo OECD 416/443

Crescimentoe de gametas = ______ OECD 414
desenvolvimento N
N ‘\Q s OECD 414 (Extensdo opcional do
\ :
V7 \ periodo de dosagem)
P —..—.. OECD426
\\ Fertiliza¢do
Desenvolvimento \ . """ OECD 421/422
pos-natal “ o
r ! :
0 \ \ ff ;*I'ransporte
v / / dezigoto
Parto ’
NN
5\ , . . .
) SN Figura 5. Fases do ciclo reprodutivo cobertas
Desenvolvimento ™. _

por cada estudo regulatério indicado pela OECD
e detalhado no presente guia.

fetal

Embriogénese

neurodesenvolvimento da prole, apds exposicdes de animais adultos ou durante todas as fases do

desenvolvimento (exposicdo intrauterina, via lactacdo e administracao direta até a maturacdo sexual
em idade adulta) (OECD, 2008; ECHA, 2017). A Figura 5 ilustra as fases do ciclo reprodutivo
investigadas por cada um dos estudos experimentais que serdo abordados nos itens posteriores desse

guia.

Esses estudos, resumidos no Quadro 7, devem ser avaliados individualmente quanto a
gualidade e a forca a fim de serem considerados relevantes para a avaliacdo do peso da evidéncia
(adaptado de OECD, 2008).

Quadro 7. Visdo geral das diretrizes de estudos in vivo da OECD para toxicidade reprodutiva.

ESTUDO PROTOCOLO EXPERIMENTAL DESFECHOS AVALIADOS
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Quadro 7. Visao geral das diretrizes de estudos in vivo da OECD para toxicidade reprodutiva.

DIRETRIZES OECD
421 E 422

TESTES DE
TRIAGEM PARA
TOXICIDADE
REPRODUTIVA E DO
DESENVOLVIMENTO

Periodo de exposicdo: 2 semanas antes
do acasalamento até DPN 13;

Grupos: 3 niveis de dose + controle.
Numero de animais:

N= 10 machos e fémeas parentais/dose.

* Fertilidade;
e Duracao: gestacao e parto;

¢ Crescimento e sobrevivéncia fetal e de
filhotes até o DPN 13.

DIRETRIZ OECD 443

ESTUDO DE
TOXICIDADE
REPRODUTIVA DE
UMA GERAGCAO
ESTENDIDA

Periodo de exposicdo: em geral, 2
semanas antes do acasalamento (P) até
o DPN 90-120 (F1 — coortes 12 e 1b).
em caso de extensédo da coorte 1b, até
o DPN 4 ou 21 (F2).

Grupos: 3 niveis de dose + controle.

Numero de animais (N):

N = pares de acasalamento suficientes
para produzir 20 fémeas prenhes/dose
(geracéo P);

N = 20 pares de acasalamento
(extensdo da coorte 1b, se acionada);
N =10 machos e 10 fémeas/dose
(coortes 23, 2b e 3, se acionadas).

Geracdo parental (P):

e crescimento, sobrevivéncia, fertilidade;

¢ ciclicidade estral e parametros
espermaticos;

e duracdo da gestacdo e tamanho da
ninhada;

* histopatologia e peso dos 6rgéos
reprodutivos e néo reprodutivos;

hematologia e dosagens bioquimicas,
incluindo as hormonais;

Geracdao filial (F1):

e crescimento, sobrevivéncia e maturacéo
sexual;

e histopatologia e peso dos 6rgaos
reprodutivos e ndo reprodutivos (coorte
1%)

e peso dos érgaos reprodutivos e
histopatologia adicional (coorte 1b)

e hematologia e dosagens bioquimicas,
incluindo as hormonais;

o fertilidade de animais F1 para produzir
geracao F2 (extenséo da coorte 1b) sob
certas condi¢cles;

¢ neurotoxicidade (coortes 22 e 2b) e
imunotoxicidade (coorte 3) do
desenvolvimento em caso de
preocupacdao especifica;

DIRETRIZ OECD 416

ESTUDO DE
TOXICIDADE
REPRODUTIVA DE
DUAS GERACOES

Periodo de exposi¢do: 10 semanas
antes do acasalamento até o desmame
da geracédo F2;

Grupos: 3 niveis de dose + controle;

Numero de animais (N):
N = 20 machos e fémeas parentais.

Geracao parental (P, F1):

e Fertilidade;

¢ Ciclicidade estral e pardmetros
espermaticos;

¢ Alteracdes na gestacao;
Geracao filial (F1, F2):

¢ Crescimento, desenvolvimento e
viabilidade;

e DAG, maturacao sexual, histopatologia e
peso dos 6rgéos reprodutivos, cérebro e
6rgaos-alvo;

Recomendado: atividade motora, fungéo
sensorial, ontogénese de reflexos.
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Quadro 7. Visao geral das diretrizes de estudos in vivo da OECD para toxicidade reprodutiva.

DIRETRIZ OECD 414 | perigdo de exposicdo: da fertilizacéo

ou, no minimo, da implantacéo até 1-2

ESTUDO DE dias antes do nascimento previsto; o IEEREEES € IEEsentees
TOXICIDADE PARA ' . )

(o) Grupos: 3 niveis de dose + controle; * Crescimento fetal;
DESENVOLVIMENTO e . L : Variag6es e malformagdes morfoldgicas.
PRE-NATAL Definicdo de nimero de animais (n):

N = 20 fémeas prenhes.

e Duragédo: gestagéo e parto;
DIRETRIZ OECD 426

Periodo de exposicdo: durante a e Crescimento, desenvolvimento e
ESTUDO DE gestacédo e a lactacdo (DPN 21); viabilidade:
NEUROTOXICIDADE | Grupos: 3 niveis de dose + controle;  Maturacéo fisica e funcional;
PARA O ;

Definicdo de nimero de animais (N):  Alteracdes comportamentais devido aos

N = 20 fémeas prenhes. efeitos do SNC e SNP;

DESENVOLVIMENTO

e Peso cerebral e neuropatologia.

DAG: distancia anogenital; DPN: dia pés-natal; SNC: sistema nervoso central; SNP: sistema nervoso periférico; P:
geracgdo parental; F1: primeira geracao filial; F2: segunda geracao filial.

Cabe ressaltar a importancia da revisdo das informacdes relativas a substancia em estudo,
disponiveis até o momento, para embasar a tomada de decisbes quanto a: via de administracéao,
escolha do veiculo, selecao de espécies animais, selecdo dos niveis de dose e possiveis modificacbes
no esquema de dosagem. Portanto, o conjunto de dados disponiveis deve ser considerado no
planejamento dos estudos experimentais, bem como na interpretacdo dos resultados obtidos. Isso
inclui dados referentes a parametros fisico-quimicos, toxicocinéticos (incluindo biotransformacéao
especifica da espécie), toxicodinamicos, relacéo estrutura-atividade (SAR), processos metabdlicos in

vitro e resultados de estudos anteriores de toxicidade (OECD, 2008).

Na condugcdo de novos estudos devem ser consultadas as versdes mais atualizadas
disponiveis das diretrizes OECD, pois elas sdo constantemente revisadas. No entanto, € importante
esclarecer que os estudos conduzidos anteriormente as atualizagbes mais recentes das diretrizes
OECD e que, portanto, seguem protocolos anteriores aos aqui descritos, continuam validos, ainda que
nao cumpram os requisitos experimentais das diretrizes vigentes. I1sso significa que, nesses casos, 0s
estudos serdo aceitos e avaliados caso a caso, com relacdo aos desvios dos protocolos atuais e

potencial impacto na interpretacdo dos dados.

A seguir, serdo fornecidas informagBes de cada estudo individualmente, bem como
recomendacdes para a sua avaliacdo. Um maior detalhamento para a conducéo dos estudos deve ser
verificado  nas  respectivas  Diretrizes e guias da OECD  (https://www.oecd-

ilibrary.org/environment/oecd-guidelines-for-the-testing-of-chemicals-section-4-health-

effects 20745788;http://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/seriesontestingandassessmenttestingfo

rhumanhealth.htm ).
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http://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/seriesontestingandassessmenttestingforhumanhealth.htm
http://www.oecd.org/chemicalsafety/testing/seriesontestingandassessmenttestingforhumanhealth.htm

9.1. ESTUDOS DE TRIAGEM EM ANIMAIS EXPERIMENTAIS (OECD 421 E 422)

O objetivo desses estudos é fornecer informacdes preliminares acerca dos efeitos de uma ST
no desempenho reprodutivo masculino e feminino, como fungdo gonadal, comportamento de
acasalamento, concepcédo, desenvolvimento do concepto e parto. E importante destacar que esses
testes ndo substituem os estudos geracionais ou estudos especificos para o desenvolvimento. Eles
sdo Uteis para indicar a necessidade de conduzir investigacdes adicionais e fornecer orientagfes no
delineamento de estudos subsequentes e na interpretacdo em conjunto de todos os resultados
disponiveis na etapa de avaliagdo do peso da evidéncia. Os parametros de analise incluem, entre
outros, exame histoldgico detalhado nos ovarios, testiculos e epididimos, no minimo, dos animais com
dosagens mais altas e dos animais controle (OECD, 2008). O delineamento desse estudo esta

ilustrado na Figura 6.

0 ~ 4s DPN,,
d P
]
9 Pré-AC Gestacao Lactagdo
(2s) (22d)
o} |

Q |

Pré-AC: Pré-acasalamento
AC: Acasalamento

P: Parto

DPN: Dia pds-natal

s: Semanas

d: Dias

. Administragdo da ST

Exposi¢do indireta da prole pela amamentagdo (sem administragdo da ST)

Figura 6. Delineamento dos estudos de triagem em animais experimentais —
Diretrizes OECD 421 e 422.

9.1.1. Estudo de triagem para toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento — Diretriz
OECD 421

Consideracdes iniciais e limitacdes
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Este estudo pode ser usado como parte de um conjunto de testes iniciais de substancias

guimicas para as quais ha pouca ou nenhuma informacéo toxicolégica; como um estudo de selecao
de doses a serem utilizadas em estudos completos de reproducdo/desenvolvimento; ou, em outras
situagBes em que séo considerados relevantes.

Assim, cabe refor¢car que esse estudo nado fornece informagdes completas sobre todos os
aspectos da reproducéo e do desenvolvimento, mas apenas manifestacdes pds-natais decorrentes da
exposicao pré-natal ou efeitos induzidos apds exposicdo poés-natal. Isso decorre do seu proprio
desenho experimental — grupos com poucos animais, selecdo limitada dos desfechos avaliados e curta
duracéo.

Principio do teste

A ST é administrada — em doses crescentes — a grupos de machos e fémeas. Os machos
devem ser expostos por um intervalo minimo de quatro semanas e até o dia anterior a eutanasia
programada. Esse periodo abrange duas semanas prévias ao acasalamento, a fase de acasalamento
em si e, aproximadamente, duas semanas ap0s o acasalamento. E, portanto, considerado suficiente
para permitir a detec¢do da maioria dos efeitos na espermatogénese e fertilidade masculina, desde
gue conduzida uma analise histopatolégica detalhada das gbnadas.

Por sua vez, as fémeas devem ser expostas por duas semanas prévias ao acasalamento (a fim
de cobrir pelo menos dois ciclos estrais completos), pelo tempo variavel até a concepgéo, durante a
gestacdo e por, no minimo, treze dias ap0s o parto, até e inclusive no dia anterior & eutanasia
programada. Ou seja, a duracgao total do estudo é de aproximadamente 63 dias, a depender da fémea
(14 dias de pré-acasalamento, até 14 dias de acasalamento, 22 dias de gestacdo e 13 dias de
lactacdo). Todos os animais sdo avaliados quanto aos desfechos de TR, por meio de observacdes

clinicas e exames patoldgicos.

Detalhamento do método

Esse estudo deve ser conduzido preferencialmente em ratos e a utilizacao de outras espécies
animais deve ser justificada e adaptada. Os animais experimentais devem ser caracterizados quanto
a espécie, linhagem, fonte, sexo, peso e/ou idade. Preferencialmente, a via de administracao escolhida
deve ser a oral por meio de gavagem, ou ainda pela dieta ou consumo de agua— a menos que outra
via, como a cutanea ou inalatoria, seja considerada mais apropriada.

Recomenda-se que cada grupo tratado e controle contenha, no minimo, 10 machos e 12-13
fémeas, pois elas terdo que cumprir o critério de inclusdo — duracdo do ciclo estral de 4-5 dias. Entéo,
esse numero extra de fémeas visa obter 10 fémeas por grupo. Com esse total, espera-se que, apos o
acasalamento, se obtenha um minimo de 8 fémeas prenhes em cada grupo. O objetivo disso é ter um
namero suficiente de gestacdes e de prole que possibilite uma avaliagao significativa do potencial da
ST de interferir na fertilidade, prenhez/gestacdo e comportamento materno, como também no
aleitamento, crescimento e desenvolvimento da prole F1, desde a concepgéo até o DPN 13.
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Em geral, deve-se utilizar, no minimo, um grupo controle e trés niveis de dose, abrangendo

desde a dose maxima tolerada (DMT) — a qual induz toxicidade sem causar morte ou sofrimento
intenso dos animais — com reducdes graduais, a intervalos de 2-4 vezes, até a obtencéo de um NOAEL.
A sele¢do desses niveis de dose deve se embasar em dados provenientes de estudos de toxicidade
aguda ou de dose repetida, bem como em dados de toxicocinética.

Vale ressaltar a possibilidade de ado¢éo de um teste limite ao invés da conducao de um estudo
completo com trés niveis de dose quando o estudo oral com dose de, no minimo, 1000 mg/kg p.c./dia
nao causa efeitos tdxicos observaveis e ndo se espera toxicidade com base em estudos de substancias
estruturalmente semelhantes. O teste limite se aplica apenas quando a exposi¢do humana
sabidamente ocorre em niveis inferiores a dose limite estabelecida. Para outras vias de administracao
(inalatéria ou dérmica), as propriedades fisico-quimicas da ST geralmente podem determinar a
concentracdo maxima atingivel.

Quanto ao esquema de acasalamento, cada fémea deve ser colocada com um Unico macho —
sem grau de parentesco e do mesmo nivel de dose — até que a copula seja evidenciada ou apos o
intervalo de 2 semanas. Define-se como DG 0 (dia gestacional zero) aquele em que se verifica a
presenca de tampao vaginal ou de espermatozoides no esfregago vaginal. Pode-se ajustar o tamanho
da ninhada no DPN 4, por meio da eliminagcdo aleatéria de filhotes extras, a fim de se obter 4-5
filhotes/sexo/ninhada, a depender do tamanho da ninhada normal para a linhagem escolhida. Deve-se
coletar amostras de sangue de dois dos filhotes excedentes, para serem usadas na determinacéo dos
niveis séricos de T4. Se o tamanho da ninhada néo for ajustado, dois filhotes (de preferéncia, fémeas)
devem ser eutanasiados no DPN 4 para coleta de amostras de sangue destinadas a dosagem das
concentracdes séricas de hormonio tireoidiano.

Na etapa de avaliagcdo dos animais, 0s seguintes aspectos devem ser incluidos: observacao
clinica, peso corporal e consumo de agua (se a administracdo da ST ocorrer via agua)/alimento, ciclo
estral, parametros da prole, dosagens bioquimicas e patologia (necropsia e histopatologia), conforme
detalhamento no Quadro 8.

Quadro 8. Par&dmetros de toxicidade reprodutiva avaliados na geracéo parental e filial.

PARAMETRO DETALHAMENTO DA ANALISE

. o Observacéo clinica geral diaria (inclusive com avaliacdo de morbimortalidade).
Observacgéo clinica de ] . o .
animais parentais e prole | Registro de alteragdes comportamentais, sinais de parto dificil ou prolongado e

todos os sinais de toxicidade (data de inicio, gravidade e duracao).
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Quadro 8. Parametros de toxicidade reprodutiva avaliados na geracao parental e filial.

Peso corporal e consumo
de agual/alimento dos
animais parentais

Pesagens periddicas, com inicio no primeiro dia de administracdo até o
momento da eutandsia.

Pesagem de 9: nos DG 0, 7, 14 e 20; DLO ou 1 e, no minimo, DL 4 e 13.

Medi¢do semanal do consumo de agua/alimentos durante as etapas de pré-
acasalamento, gestac¢éo e lactacéo.

Ciclo estral

Monitoramento diario de esfregacos vaginais, desde o inicio do periodo de
exposi¢cao até a constatacédo de evidéncias de acasalamento.

Prole

Registro da durag&o da gestagéo — calculada a partir do DG 0.

Andlise de cada ninhada no DL 0 — n° e sexo de filhotes, natimortos, nascidos
vivos, presenca de anormalidades e de filhotes significativamente menores que
os filhotes de controle correspondentes.

Pesagem dos filhotes vivos no DPN 0 ou 1 e, no minimo, nos DPN 4 e DPN 13.
Observac0es clinicas gerais e registro de comportamento anormal.

Medicdo da DAG de todos os filhotes no mesmo dia (entre DPN 0 e 4) e
normalizacao pelo peso corporal registrado.

Contagem do nimero de mamilos/aréolas nos & no DPN 12 ou 13.

Dosagens bioquimicas

Coleta de sangue, com base no seguinte cronograma:

¢ De, no minimo, 2 filhotes/ninhada no DPN 4, se houver nimero suficiente
de filhotes.

e De todas as maes e de, no minimo, 2 filhotes/ninhada no DPN 13;

e De todos os & adultos ao término do estudo.

Dosagem de T4 nas amostras de filhotes e & adultos, coletadas no DPN 13.

Dosagem das amostras dos demais grupos e de outros hormonios quando
considerado relevante. As amostras dos filhotes podem ser agrupadas por
ninhada para dosagem dos hormdnios tireoidianos (T4 e TSH).

Necropsia

Exame macroscopico quanto a anormalidades estruturais ou alteracdes
patolégicas (com enfoque nos érgédos do sistema reprodutivo) dos animais
adultos e filhotes no momento da eutanasia e em eventuais mortes durante o
estudo.

Exame do Utero quanto a presenca e numero de sitios de implantacéo;

Determinacdo do estdgio do ciclo estral por meio de esfregacos vaginais
coletados no dia da necropsia — correlacionar com histopatologia dos ovarios;

Pesagem e conservagdo de ovarios (Utero e cérvice), testiculos, epididimos,
préstata e vesiculas seminais, tireoide e demais 6rgdos com lesdes visiveis.

Histopatologia

Exame histopatolodgico detalhado: ovarios, testiculos e epididimos (énfase nos
estagios da espermatogénese e histopatologia da estrutura celular testicular
intersticial) — grupos de maior dose e controle.

Exame dos demais grupos nos casos de deteccdo de alteracdo relevante no
grupo de maior dose.

Exame histopatolégico dos demais 6rgdos preservados, incluindo tireoide de
filhotes e adultos, quando necessario.

DG: Dia gestacional; DL: Dia lactacional, DPN: Dia p6s-natal.
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Critérios de aceitabilidade

Considerando-se que esse estudo deve fornecer informacdes sobre os efeitos de exposicao
repetida & ST durante as fases do ciclo reprodutivo cobertas pelo protocolo, deve-se seguir
adequadamente o regime de doses, os periodos de exposicao e os procedimentos de acasalamento,
conforme detalhados na sec¢éo anterior.

Deve-se informar, para cada grupo tratado: niumero de animais no inicio do estudo; numero de
animais encontrados mortos durante o estudo ou eutanasiados, com a respectiva data de ocorréncia;
namero de animais férteis; numero de fémeas prenhes; nimero de animais com sinais de toxicidade,
incluindo descricdo detalhada desses sinais, tempo de inicio, duracéo e gravidade; tipos de alteracbes
histopatoldgicas e todos os dados relevantes da ninhada.

Devido as dimensdes limitadas do estudo, analises estatisticas na forma de testes de
significancia s@o de valor limitado para muitos desfechos, principalmente reprodutivos. Se analises
estatisticas forem usadas, o método escolhido deve ser apropriado para a distribuicdo da variavel
examinada e deve ser selecionado previamente ao inicio do estudo. Onde apropriado, a hinhada deve

ser considerada a unidade de analise.

Anélise e interpretacdo dos resultados

A avaliacédo dos dados fornecidos por esse estudo incluird a relagéo entre a exposicdo a ST e
a presenca ou auséncia, incidéncia e gravidade das alteracdes observadas, incluindo lesGes graves,
orgaos-alvo identificados, fertilidade afetada, anormalidades clinicas, baixo desempenho reprodutivo
da ninhada, alterac6es no peso corporal, efeitos na mortalidade e quaisquer outros efeitos téxicos.
Serdo consideradas nessa analise as propriedades fisico-quimicas da ST e, quando disponiveis,
dados toxicocinéticos.

Em decorréncia do curto periodo de tratamento do sexo masculino, a histopatologia dos
testiculos e epididimos deve ser considerada juntamente com os dados de fertilidade, ao avaliar os
efeitos reprodutivos masculinos. A comparagdo com os dados de controle histérico dos parametros de
reproducdo/desenvolvimento (por exemplo, tamanho da ninhada, DAG, retencdo de mamilos, niveis
séricos de T4), quando disponiveis, também pode ser Gtil como auxiliar na interpretacdo dos

resultados.

9.1.2. Estudo combinado de toxicidade de dose repetida e triagem para toxicidade
reprodutiva e do desenvolvimento — Diretriz OECD 422

Consideragdes iniciais e limitagdes
Este estudo combina dois estudos contemplados em diretrizes distintas da OECD, quais sejam:
estudo de toxicidade de dose repetida (Diretriz OECD 407) e estudo de triagem para toxicidade

reprodutiva/desenvolvimento (Diretriz OECD 421). Desse modo, ele € delineado para fornecer todos

45

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



os dados descritos no item anterior e, adicionalmente, compreende a metodologia basica de toxicidade

de dose repetida, a qual pode ser usada para produtos quimicos nos quais um estudo de 90 dias néo
€ necessério, ou como estudo preliminar para direcionar um outro de longo prazo.

Entdo, esse estudo pode ser aplicado como parte de um conjunto de testes de triagem iniciais
de substancias quimicas para as quais h& pouca ou nenhuma informagéo toxicol6gica; como um
estudo de selecéo de doses a serem utilizadas em estudos completos de reproducdo/desenvolvimento;
e como uma alternativa para a conducdo de dois estudos separados. Ou seja, além dos desfechos
relativos a reproducdo/desenvolvimento, esse estudo também é capaz de identificar substancias
guimicas com potencial neurotéxico e imunotoxico, o que pode justificar e direcionar a conducédo de
estudos adicionais especificos para um aprofundamento da investigacdo desses desfechos.

Como limitacdes, pode-se citar a maior dificuldade em selecionar os niveis de dose para
exposicao e em avaliar os dados de toxicidade sistémica, quando comparado & condugéo dos dois
estudos separadamente, devido as diferencas na sensibilidade entre fémeas prenhes e ndo prenhes.
Em razéo dessas complexidades técnicas, é necessaria uma experiéncia consideravel em estudos de
toxicidade para a execucgdo desse estudo combinado.

Por outro lado, esse estudo é capaz de discriminar mais claramente a ocorréncia de efeitos
diretos sobre a reproducdo/desenvolvimento daqueles secundarios a toxicidade sistémica. O seu
periodo de dosagem é maior do que em um estudo convencional de dose repetida por 28 dias e requer
menos animais de cada sexo por grupo, quando comparado a condug¢do dos dois estudos
separadamente.

Entéo, cabe reforcar que, assim como o estudo descrito no item anterior, esse também né&o
fornece informacdes completas sobre todos os aspectos da reproducdo e desenvolvimento, mas

apenas dados de manifestacfes pds-natais apos exposicao pré-natal ou de efeitos pés-natais.

Principio do teste
Exatamente o mesmo ja descrito no item 9.1.1, relativo ao estudo de triagem para toxicidade
reprodutiva/desenvolvimento (Diretriz OECD 421).

Detalhamento do método

Deve-se seguir as recomendagdes ja descritas no item do estudo anterior quanto aos seguintes
aspectos: selecéo e preparo de animais; selecdo, preparacdo e administracdo das doses, inclusive
com a previsdo de estudo na dose limite; regime de exposicdo; monitoramento do ciclo estral;
acasalamento e definicdo do tamanho da ninhada.

As diferencas a serem incorporadas nesse estudo sao relativas a formacao de grupo satélite
adicional, que é opcional — cinco animais por sexo nos grupos controle e de dose maxima. Esses
animais se destinam a observacao de reversibilidade, persisténcia ou atraso na ocorréncia de efeitos

toxicos sistémicos. Eles devem ser mantidos sem tratamento por, no minimo, 14 dias adicionais apés

46

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



a primeira eutanasia programada de fémeas pés-parto. Isto é, eles ndo poderao ser utilizados para a

avaliacdo da toxicidade na reproducao/desenvolvimento, uma vez que nao serdo acasalados.

by

Com relacdo a avaliacdo, os parametros referentes ao peso corporal, consumo de

agua/alimento dos animais parentais e a analise geral da prole devem seguir o racional j& descrito no

item 9.1.1. O Quadro 9 detalha apenas os pontos de destaque, acrescidos ao presente estudo e que

o diferenciam daquele anteriormente descrito.

Quadro 9. Parametros de toxicidade avaliados na geracao parental e filial.

PARAMETRO

Observacéo clinica

DETALHAMENTO DA ANALISE

Avaliacdo geral semelhante a descrita no item 9.1.1, com maior
detalhamento de: altera¢des na pele, pelo, olhos, mucosas, ocorréncia
de secrecdes e excrecdes e atividade autondmica (por exemplo,
lacrimagdo, piloerecdo, tamanho da pupila, padrdo respiratério
incomum); alteracdes na marcha, postura, resposta ao manuseio,
presenca de movimentos clénicos ou tbnicos, comportamento
estereotipado.

Avaliacéo
neurocomportamental

Teste de reatividade sensorial a diferentes modalidades de estimulo
(auditivo, visual e proprioceptivo); avaliacdo da atividade motora e da
forca de preensao.

N =54 e 5% / grupo, selecionados aleatoriamente;

Periodo de analise:
e Machos: ao fim da exposicdo, antes da coleta de sangue.
o Fémeas: durante a Ultima semana de lactagdo (por exemplo, DL
6-13), pouco antes da eutanasia programada.
e Filhotes: avaliacdo de qualquer comportamento anormal nos
momentos de pesagem (DPN 0 ou 1 e, no minimo, nos DPN 4 e
DPN 13).

Hematologia/
Dosagens bioquimicas

Hematdcrito, concentracdes de hemoglobina, contagem de eritrocitos, de
plaquetas e de reticulécitos, contagem total e diferencial de leucdcitos,
medi¢do do tempo/potencial de coagulagao sanguinea;

Dosagem sérica de sodio, potassio, glicose, colesterol total, ureia,
creatinina, proteina total e albumina; de pelo menos duas enzimas
indicativas de efeitos hepatocelulares (como ALT, AST) e acidos biliares.

N =54 e 5Q/grupo, selecionados aleatoriamente;

Periodo de andlise: ao fim do pré-acasalamento ou como parte do
procedimento de eutanasia.

A dosagem dos horménios tireoidianos deve seguir a metodologia ja
descrita no item 9.1.1 (animais parentais e prole).

Necropsia

Além do descrito no item 9.1.1, deve-se pesar e conservar 0s seguintes
6rgdos/tecidos de, no minimo, 53 e 59 adultos/grupo, selecionados
aleatoriamente:

e Cérebro, medula espinhal, olho, estdmago, intestino, figado, rins,
suprarrenais, coragdo, baco, timo, traqueia e pulmdes, vagina,
bexiga, linfonodos, nervos periféricos e qualquer outro 6rgao-alvo
conhecido.
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Quadro 9. Parametros de toxicidade avaliados na geracéo parental e filial.

Exame em filhotes: ao serem encontrados mortos ou ao término do
estudo (DPN 13) — andlise de lesdes visiveis e 6rgaos reprodutivos
(verificagcdo de sinais de desenvolvimento alterado).

Exame histopatolégico completo nos 6rgdos preservados: grupos de
maior dose e controle (énfase nos estagios da espermatogénese e
histopatologia da estrutura celular testicular intersticial);

Exame de todas as lesdes visiveis e de 6rgaos-alvo nos demais grupos

Histopatologia de dose inferiores — determinacdo do NOAEL

Exame dos tecidos e 6rgdos dos animais satélites, nos casos em que for
observado efeito no grupo tratado correspondente.

Exame histopatologico dos demais o6rgdos preservados, incluindo
tireoide de filhotes e adultos, quando necessario.

N: Numero de animais; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; DL: Dia lactacional,
DPN: Dia pés-natal.

Critérios de aceitabilidade
Todas as consideracdes feitas no item 9.1.1 também s&o aplicaveis a esse estudo.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

Todas as consideracdes feitas no item 9.1.1 também s&o aplicaveis a esse estudo. No presente
caso, particularmente, tendo em vista a dupla abordagem de avaliagdo (toxicidade para
reproducé@o/desenvolvimento e toxicidade com dose repetida), o0s resultados permitirdo a
discriminacdo entre efeitos de reproducdo/desenvolvimento que ocorrem na auséncia de toxicidade
sistémica e aqueles que s&o expressos apenas em niveis também toxicos para 0s animais parentais.
Por essa razdo, seus dados tém utilidade no esclarecimento da necessidade de conducédo de
investigacdes adicionais, bem como no direcionamento do desenho experimental de estudos

subsequentes.

9.2. ESTUDOS DE UMA GERACAO ESTENDIDA OU DE DUAS GERACOES

Os estudos de uma geracao estendida ou de duas geracdes incluem a exposi¢cao de ambos os
sexos durante todas as fases da reproducédo. Esse desenho experimental é capaz de fornecer uma
avaliacao completa dos animais F1, incluindo sua fertilidade e desempenho reprodutivo, o que nao é
avaliado nos estudos descritos anteriormente. Os animais F1 sdo Unicos, uma vez que podem ser
considerados equivalentes a um estudo de toxicidade por dose repetida com exposicao intrauterina
(OECD, 2008).

Ou seja, 0 objetivo desses estudos € examinar geragdes sucessivas para identificar possiveis
efeitos de uma ST na fertilidade de animais machos e fémeas, bem como avaliar efeitos pré, peri e
pés-natal no 6vulo, embrido, feto e progénie (efeitos teratogénicos) e efeitos peri e pos-natal na mée
(OECD, 2008).
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Ressalta-se que o estudo de toxicidade reprodutiva de uma geracao estendida é mais sensivel

para a deteccéo de desfechos reprodutivos resultantes de desregulacdo endocrina, sendo atualmente
preferivel ao estudo de duas geracdes. Espera-se que o estudo de uma geracao estendida substitua
o de duas geracbes, ja que ele exige um maior nimero de filhotes a serem testados, inclui desfechos
sensiveis a desregulacdo endocrina como retencdo de mamilos, avaliagdo obrigatéria da DAG ao
nascimento e andlise de horménios tireoidianos e de TSH, além de prever a inclusdo de coortes para
avaliagcdo do desenvolvimento dos sistemas nervoso e imune. No entanto, se um estudo adequado de
toxicidade reprodutiva de duas geracdes estiver disponivel, um estudo adicional de uma geracéo
estendida pode ndo ser requerido, a depender do caso especifico e/ou das exigéncias regulatérias
(OECD, 2018). Na EChA, o estudo de uma geracdo estendida ja substituiu o requerimento de um
estudo de duas geracdes (ECHA, 2023).

9.2.1. Estudo de toxicidade reprodutiva de duas geracdes - Diretriz OECD 416

Consideracg0des iniciais e limitagdes

Esse estudo é delineado para fornecer informac6es acerca dos efeitos de uma ST na
integridade e no desempenho dos sistemas reprodutivos feminino e masculino, incluindo fun¢do das
gbnadas, ciclo estral, comportamento de acasalamento, concepcdo, gestagdo, parto, lactacdo e
desmame. Além disso, nesse estudo também séo avaliados parametros relacionados ao crescimento
e desenvolvimento da prole — morbidade e mortalidade neonatal, dentre outros — de modo a fornecer
dados preliminares sobre toxicidade para o desenvolvimento pré e pds-natal, a fim de direcionar
andlises subsequentes.

A partir desse estudo, podem ser estabelecidos os valores de NOAEL para toxicidade parental,
para desfechos associados a reproducgéo, e para danos ao desenvolvimento da prole. O delineamento

desse estudo esta ilustrado na Figura 7.
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Q I—— '_
Fo Pré-AC Gestagdo Lactagdo
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(5-95) E DM
F1Pés-desmame (25)
d
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Avaliagdo: desenvolvimento/comportamento
g
I Administragioda ST F |
] Exposicdo indireta da prole pela amamentagao (sem administragdo da ST) F2Pré-desmame Fi gura 7. Delineamento
Pré-AC: Pré-acasalamento ) ..
AC: Acasalamento do estudo de toxicidade
5 g“‘a"éS‘a reprodutiva de duas
: Parto ~ . .
DM: Desmame geracoes - Diretriz
s: Semanas OECD 416.

Principio do teste
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A ST é administrada — em doses crescentes — a varios grupos de machos e fémeas. Os machos

da geracdo parental (P) devem ser expostos durante o crescimento e por, no minimo, um ciclo
espermatogénico completo (aproximadamente 56 dias no camundongo e 70 dias no rato), a fim de
possibilitar a detec¢cdo de todos os possiveis efeitos adversos causados pela ST durante a
espermatogénese. Por sua vez, as fémeas da geracdo P devem ser expostas durante o crescimento
e por varios ciclos estrais completos, como também durante o acasalamento, a prenhez/gestacao e a
lactacdo da prole F1. Ap6s o desmame, a ST continua a ser administrada a geracao F1 durante o seu
crescimento e desenvolvimento até a fase adulta, incluindo as etapas de acasalamento e criacdo da
geracdo F2, até que esta seja desmamada. Todos 0s animais sdo avaliados quanto aos desfechos de
toxicidade reprodutiva, por meio de observacgdes clinicas e exames histopatolégicos.

Detalhamento do método

Esse estudo deve ser conduzido preferencialmente em ratos e a utilizacdo de outras espécies
animais deve ser justificada e adaptada. Os animais experimentais devem ser caracterizados quanto
a espécie, linhagem, fonte, sexo, peso e / ou idade.

Cada grupo tratado e controle deve conter um nimero suficiente de pares de acasalamento
para produzir, preferencialmente, mais de 20 fémeas prenhes por grupo de dose. Isso objetiva o
alcance de um numero suficiente de gestagBes para possibilitar uma avaliagdo significativa do
potencial da ST de interferir na fertilidade, gestacdo e comportamento materno, como também no
aleitamento, crescimento e desenvolvimento da prole F1 — desde a concepcéo até a vida adulta — e,
posteriormente, no desenvolvimento da sua prole (F2) até o desmame. Caso o niumero desejavel de
20 animais prenhes nao seja alcancado, o estudo pode ainda ser considerado valido, mas isso é
avaliado caso a caso.

Preferencialmente, a via de administracdo escolhida deve ser a oral (pela ingestdo de
alimentos/agua ou gavagem), a menos que outra via, como a cutanea ou inalatéria, seja considerada
mais apropriada. Nesses casos, deve-se fornecer justificativa técnica e adotar as modificacbes
necessarias. Deve-se utilizar, no minimo, um controle concorrente e trés niveis de dose, abrangendo
desde a dose maxima tolerada (DMT) — a qual induz toxicidade sem causar morte ou sofrimento
intenso dos animais — com reducgdes graduais, a intervalos de 2-4 vezes, até a obtencdo de um NOAEL
ou de doses préximas ao limite de deteccéo, as quais possibilitam determinar uma Benchmark dose
(BMD). A selecéo desses niveis de dose deve levar em consideracao quaisquer dados de toxicidade
existentes, em especial resultados de estudos com doses repetidas.

Vale ressaltar a possibilidade de adog&o de um teste limite ao invés da conducédo de um estudo
completo com trés niveis de dose quando o estudo oral com dose de, no minimo, 1000 mg/kg p.c./dia
ndo causa efeitos tdxicos observaveis e ndo se espera toxicidade com base em estudos de substancias
estruturalmente semelhantes.

Com relacdo ao regime de exposi¢do, a administracdo diaria de machos e fémeas parentais
(P) deve ter inicio a partir de 5 a 9 semanas de idade; j& para machos e fémeas da geracédo F1, deve
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comecar no desmame. Para ambos os sexos (P e F1), a exposi¢do deve ocorrer por, no minimo, 10

semanas correspondentes ao periodo de pré-acasalamento. Deve-se dar continuidade a essa
exposicao pelas 2 semanas subsequentes de acasalamento. ApOs esse periodo, os machos séo
eutanasiados, enquanto as fémeas (P) permanecem com o regime de administracdo durante a
gestacdo e lactacdo, até o desmame da prole F1. As modificac6es nesse esquema de dosagem devem
ser efetuadas com base em informacdes disponiveis sobre a ST, incluindo dados existentes acerca de
toxicidade, inducdo de metabolismo e/ou bioacumulacéo.

Quanto ao esquema de acasalamento, o Quadro 10 resume as principais orientagdes para os
acasalamentos de cada geracéo.

Quadro 10. Orientacdes gerais para a execucdo do acasalamento nas geragdes parental (P) e filial (F1).

GERACAO PROCEDIMENTO OBSERVACAO

Cada fémea deve ser pareada | e Define-se como DG 0 (dia gestacional
com um Unico macho do mesmo zero) aquele em que se encontra o
nivel de dose, até a copula ou tampé&o vaginal.

apos decorridas 2 semanas.

Acasalamento P

e Evitar o acasalamento entre animais
com grau de parentesco;

Apls atingida a maturidade
sexual, deve-se selecionar, pelo | e Acasalar animais tratados com a
menos, um macho e uma fémea mesma dose.

de cada ninhada para acasalar )
com animais de diferentes | ® Acasalar novamente para produzir

ninhadas, mas mesmo nivel de uma segunda ninhada nos casos de
dose, para produzir a geracéo F2. alteracbes no tamanho da ninhada
relacionadas ao tratamento ou de
observacdo de um efeito equivoco no

Acasalamento F1 o
primeiro acasalamento.

e Avaliar pares sem progénie para
determinar a causa aparente da
infertilidade, por meio de: novo
acasalamento com outros machos e
fémeas; exame microscopico dos
orgaos reprodutivos e avaliacdo dos
ciclos estrais e/ou espermatogénese.

Na etapa de avaliagdo dos animais, 0s seguintes aspectos devem ser incluidos: observacao
clinica, peso corporal e consumo de agua/alimento dos animais P, ciclo estral, parametros
espermaticos, prole, necropsia, peso dos 0rgdos, histopatologia e parametros em animais poés-
desmame. O Quadro 11 resume as informag@es principais de cada um desses aspectos a serem
avaliados.

Quadro 11. Parametros de toxicidade reprodutiva avaliados na geragéo parental (P) e filial (F1).

PARAMETRO DETALHAMENTO DA ANALISE

Observacéo clinica Avaliacao geral diaria, inclusive com dados de morbimortalidade.
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Quadro 11. Parametros de toxicidade reprodutiva avaliados na geragéo parental (P) e filial (F1).

Registro de alteragfes comportamentais, sinais de parto dificil ou
prolongado e todos os sinais de toxicidade.

Pesagem no primeiro dia de administracdo e com frequéncia semanal.

Peso corporal e consumo de Pesagem de $: no minimo, nos DG 0, 7, 14 e 20 ou 21; e durante a
agua/alimento dos animais lactacdo, nos mesmos dias de pesagem das ninhadas e no dia da
parentais (P e F1) eutanasia.

Medi¢do semanal do consumo de 4gua/alimentos.

Avaliacdo da duracdo e normalidade do ciclo estral por meio de
esfregacos vaginais antes e durante o acasalamento, até que evidéncias
de espermatozoides sejam encontradas.

Ciclo estral
(fémeas P e F1)

Registro do peso dos testiculos e do epididimo, com posterior andlise
histopatoldgica (P e F1).

Realizacéo de contagem do namero total de espermatides resistentes a
homogeneizagéo; e de coleta, contagem, avaliagdo da motilidade e
morfologia de espermatozoides no epididimo caudal; em um subgrupo

Parametros espermaticos de, no minimo, 108/ grupo (P e Fl).

Todos as analises supracitadas podem ser conduzidas somente nos
grupos P e F1 controle e tratados com a maior dose. Em caso de efeitos
relacionados ao tratamento ou quando existirem evidéncias provenientes
de outros estudos quanto a possiveis efeitos na espermatogénese, deve-
se avaliar os demais grupos tratados.

Andlise de cada ninhada no DL 0 — nimero e sexo de filhotes, natimortos,
nascidos vivos e presenca de anormalidades visiveis.

Pesagem dos filhotes vivos no DL 0, 4, 7, 14 e 21.

Registro de anormalidades fisicas ou comportamentais nas mées e na
prole.

Registro do desenvolvimento fisico da prole principalmente pelo ganho
de peso corporal.

Prole Investigagbes de parédmetros funcionais (atividade motora, funcéo

sensorial, ontogenia de reflexos) da prole F1 antes e/ou apés o
desmame, particularmente quando relacionados a maturacao sexual.

Determinacdo da idade de abertura vaginal e separacdo prepucial em
animais F1 selecionados para acasalamento.

Medicdo da DAG no DPN 0 em filhotes F2, se desencadeada por
alteracdes na razo entre 0s sexos ou no tempo de maturacdo sexual
(prole F1).

Exame macroscépico quanto a anormalidades estruturais ou alteracdes
patoldgicas de todos os animais parentais (P e F1), todos os filhotes com
) anormalidades visiveis ou sinais clinicos e, no minimo, um
Necropsia filnote/sexo/ninhada de F1 e F2, selecionados aleatoriamente.

Exame do Utero das fémeas primiparas quanto a presenca e nimero de
sitios de implantacéo.

Verificagdo do peso corporal e do peso dos seguintes 6rgaos de todos o0s
animais parentais (P e F1):

Peso dos 6rgéos e Utero, ovarios;

e Testiculos, epididimos (total e caudal);

* Prostata;
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Quadro 11. Parametros de toxicidade reprodutiva avaliados na geragéo parental (P) e filial (F1).

¢ Vesiculas seminais com glandulas coagulantes e seus fluidos (como
uma unidade);

e Cérebro, figado, rins, bago, hipdfise, tireoide, glandulas suprarrenais
e 6rgéos-alvo conhecidos.

Determinacao dos pesos corporais de filhotes F1 e F2 selecionados para
necropsia; e dos pesos do cérebro, baco e timo de um filhote/sexo/
ninhada, selecionado aleatoriamente.

Coleta, fixagdo e armazenamento dos seguintes érgdos e tecidos de

animais parentais (P e F1):

e Vagina, Utero com colo do Gtero e ovarios;

e Um testiculo, um epididimo, vesiculas seminais, prostata e glandula
coagulante;

» Orgao (s) alvo (s) previamente identificado (s) de todos os animais P
e F1 selecionados para acasalamento.

Exame histopatolégico completo - grupos de maior dose e controle
selecionados para acasalamento.

e Avaliacdo minuciosa dos testiculos (deteccdo de espermatides

retidas; de perda de camadas de células germinativas; de células
Histopatologia gigantes multinucleadas ou descamacdo de células germinativas
para o limen);

¢ Avaliacdo minuciosa dos ovarios (contagem dos foliculos primordiais,
combinados com foliculos menores, para comparacdo de ovarios
tratados x controle).

Exame dos 6rgdos com alteracdes relacionadas ao tratamento — grupos
de dose baixa e média, como auxiliar na determinacdo do NOAEL.

Exame dos drgdos reprodutivos dos animais de dose baixa e média
suspeitos de fertilidade reduzida (dificuldade em acasalar, gerar prole
saudavel ou qualquer outra alteragdo no ciclo estral/parametros
espermaticos).

Exame de todas as lesdes visiveis, como atrofia ou tumores.

Caracterizagdo histopatol6gica completa — com énfase nos 6rgaos do
Animais p6s-desmame sistema reprodutivo - de todos os filhotes com anormalidades visiveis ou
sinais clinicos, bem como de, no minimo, um filhote/sexo/ninhada (F1 e
F2) que ndo tenham sido selecionados para acasalamento.

DG: Dia gestacional; DL: Dia lactacional, DAG: Distancia anogenital; DPN: Dia pés-natal.

Critérios de aceitabilidade

Considerando-se que esse estudo deve fornecer informacdes sobre os efeitos de exposi¢do
repetida & ST durante todas as fases do ciclo reprodutivo, deve-se seguir adequadamente o regime de
doses, os periodos de exposi¢ao e os procedimentos de acasalamento, conforme detalhados na se¢éo
anterior.

Deve-se informar, para cada grupo de cada gerag¢ado: numero de animais no inicio do estudo;
namero de animais encontrados mortos durante o estudo ou eutanasiados, com a respectiva data de
ocorréncia; numero de animais férteis; nimero de fémeas gestantes; numero de animais com sinais

de toxicidade, com descricdo detalhada desses sinais, incluindo tempo de inicio, duracao e gravidade;
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tipos e alteracBes histopatoldgicas e todos os dados relevantes da ninhada. O relatério deve incluir

informac0es suficientes sobre 0 método e o software empregado na analise estatistica dos dados.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

A avaliacéo dos dados fornecidos por esse estudo incluird a relagéo entre a exposicédo a ST e
a presenca ou auséncia, incidéncia e gravidade das alteracdes observadas, incluindo lesGes graves,
orgaos-alvo identificados, fertilidade afetada, anormalidades clinicas, baixo desempenho reprodutivo
da ninhada, altera¢des no peso corporal, efeitos na mortalidade e quaisquer outros efeitos toxicos.

Cabe ressaltar que o estudo, se conduzido adequadamente, deve fornecer uma estimativa de
valor de NOAEL, bem como um entendimento satisfatério dos efeitos adversos na reproducao, parto,
lactacdo e desenvolvimento pds-natal, incluindo crescimento e desenvolvimento sexual.

Os resultados do estudo devem ser interpretados em conjunto com as evidéncias de estudos
subcrdnicos, toxicocinéticos e de desenvolvimento pré-natal, como também de outros estudos
disponiveis. Esses resultados podem frequentemente ser usados para avaliar a necessidade de mais
ensaios a serem conduzidos com a ST e para determinacdo de NOAEL e derivacdo de doses de

referéncia humanas.

9.2.2. Estudo de toxicidade reprodutiva de uma geracéao estendida — Diretriz OECD 443

Consideragdes iniciais e limitagdes

O principal objetivo desse estudo é avaliar estagios de vida especificos — ndo englobados no
desenho experimental de outros tipos de estudos de toxicidade — com relagédo aos efeitos resultantes
da exposicéo pré e pos-natal a uma ST. Ele engloba trés coortes de animais F1:

e Coorte 1 — Avalia desfechos de reproducdo e desenvolvimento. Pode ser estendida para

incluir uma geragéo F2.

e Coorte 2 — Avalia desfechos relacionados ao desenvolvimento do sistema nervoso.

* Coorte 3 — Avalia desfechos relacionados ao desenvolvimento do sistema imunolégico.

Esse estudo utiliza menos animais que o estudo de toxicidade para a reproducédo de duas
geragfBes quando a geracdo F2 é omitida, enquanto aumenta o niumero de filhotes da geracdo F1
estudados, bem como o niumero de desfechos analisados. A inclusdo de uma gerag¢do F2 pode ser
desencadeada, a depender dos resultados obtidos na geracdo F1. O direcionamento quanto a
avaliagdo da geracdo F2 e a omissdo das coortes de neurotoxicidade e de imunotoxicidade do
desenvolvimento deve ser avaliado caso a caso e se embasar no conhecimento existente sobre a ST
e na finalidade regulatoria.

Entdo, o estudo de TR por uma geracao estendida foi delineado para fornecer dados acerca do

(a):

54

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



- Desenvolvimento da prole, com analise de parametros como: viabilidade, saude

neonatal, desenvolvimento fisico e funcional até a idade adulta, com a identificacdo de
orgaos-alvo especificos;

- Integridade e desempenho dos sistemas reprodutivos masculinos e femininos adultos,
com andlise de parametros chave como: funcionalidade das gbénadas, ciclo estral,
maturacdo de espermatozoides no epididimo, comportamento de acasalamento,
concepgao, gestacéo, parto e lactacao.

Os dados fornecidos a partir desse estudo podem ser usados no estabelecimento dos valores

de NOAEL, LOAEL e/ou BMD para os vérios desfechos avaliados (toxicidade parental, reprodutiva e
para o desenvolvimento). Ainda, podem ser usados na caracterizacdo dos efeitos detectados em
outros estudos de doses repetidas e/ou servirem como guia para estudos subsequentes. O

delineamento desse estudo esté ilustrado na Figura 8.

0 DM
g
ey
Fo Pré-AC Gestagao Lactagdo
Fo (25)
. DM
F, Pés-desmame
. (o} L |
'Q —
Gestagdo Lactagdo
ol 1A
o 1B
Pré-AC: Pré-acasalamento ° E d
AC: Acasalamento T 2A : | . .
P: Parto : 28 F, Pré-desmame Flg ura 8. Delineamento
DM: Desmame (DPN,,) ]
o Somans 3 do estud_o de toxicidade
* Ativacdo da geracdo F, reprodutlva de uma
I Administracioda ST geragéo estendida -—
[ Exposi¢doindireta da prole pela amamentagdo (sem administragdo da ST) Diretriz OECD 443.

Principio do teste

A ST é administrada continuamente — em doses crescentes — a varios grupos de machos e
fémeas. A geracdo parental (P) deve ser exposta por um periodo prévio ao acasalamento — definido
com base em informacdes disponiveis sobre a ST, mas nao inferior a duas semanas — e por um periodo
de acasalamento de duas semanas. Os machos P devem continuar sendo expostos, ao menos até o
desmame da geragdo F1, o que deve totalizar, no minimo, 10 semanas. As fémeas P devem ser
expostas continuamente durante a gestagéo e lactacdo, até o desmame das suas ninhadas (ou seja,
8 a 10 semanas de tratamento). J& a geracéo filial F1 deve receber exposi¢ado adicional do desmame
a idade adulta. Caso seja desencadeada a geracéo F2, a exposicao dos animais F1 deve ser mantida
até o desmame da prole F2 ou até o término do estudo.

Ap6s o desmame, deve-se proceder com a subdivisao da prole para integrar as coortes de 1-3
supracitadas. Observacdes clinicas e exames histopatol6gicos devem ser realizados em todos 0s

animais.

Detalhamento do método
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Esse estudo deve ser conduzido preferencialmente em ratos. A utilizacdo de outras espécies

animais deve ser justificada e o protocolo devidamente adaptado. No inicio da exposicao, 0os animais
P devem ser sexualmente maduros, com peso (mesmo sexo) e idade semelhantes (aproximadamente
90 dias) no momento do acasalamento. Cada grupo tratado e o controle deve conter um numero
suficiente de pares de acasalamento para resultar, preferencialmente, em mais de 20 fémeas prenhes
por grupo. Isso objetiva o alcance de um numero suficiente de gestacBes para possibilitar uma
avaliagcdo significativa do potencial da ST de interferir na fertilidade, gestagdo e comportamento
materno, como também no aleitamento, crescimento e desenvolvimento da prole F1, desde a
concepcdo até a vida adulta. Caso o numero desejavel de 20 animais prenhes néo seja alcangado, o
estudo pode ainda ser valido, mas isso deve ser avaliado caso a caso, considerando uma possivel
relacédo causal com a ST.

A escolha da via de administracdo deve considerar a via mais relevante para a exposicao
humana. Assim, embora o protocolo padrédo desse estudo estabeleca a exposigédo oral pela dieta, a
ST pode ser administrada na Agua de consumo, por gavagem, ou ainda pelas vias inalatéria e dérmica,
a depender das caracteristicas da ST e das informag¢des necessarias para o estudo.

Quanto a selecéo de doses, deve-se utilizar, no minimo, um controle concorrente e trés niveis
de dose. Nesse processo, deve-se considerar todas as informagdes disponiveis, incluindo estudos de
dose anteriores, dados de toxicocinética de animais prenhes e ndo prenhes, grau de exposicdo da
prole pelo leite materno e estimativas de exposi¢cdo humana. Caso os dados de toxicocinética indiquem
saturacdo dose-dependente, deve-se evitar a selecdo de doses elevadas associadas a essa
saturacao, desde que a exposicdo humana ocorra abaixo desse nivel. Nesses casos, a dosagem mais
elevada devera ser igual ou ligeiramente superior ao ponto de inflexdo na transicdo para um
comportamento toxicocinético ndo-linear. Na auséncia desses dados, os niveis de dose devem ser
selecionados com base em efeitos tdxicos, abrangendo desde a dose maxima tolerada (DMT) — a qual
induz toxicidade sistémica sem causar morte ou sofrimento intenso dos animais — com reducdes
graduais, a intervalos de 2-4 vezes, até a obtencao de um NOAEL ou de doses proximas ao limite de
deteccdo, o que permitiria a derivagdo de uma BMD para o desfecho mais sensivel.

Vale ressaltar a possibilidade de ado¢ao de um teste limite ao invés da conducao de um estudo
completo com trés niveis de dose quando o estudo oral com dose de, no minimo, 1000 mg/kg p.c./dia
ndo causa efeitos tdxicos observaveis e ndo se espera toxicidade com base em estudos de substancias
estruturalmente semelhantes. Nesses casos, 0 presente estudo pode ser conduzido apenas com um
grupo controle e um grupo tratado na dose limite. No entanto, em caso de evidéncias de toxicidade
reprodutiva ou para o desenvolvimento nessa dose, deve-se conduzir estudos adicionais com niveis
de dose mais baixos, a fim de se determinar um NOAEL. Essas consideragdes sobre o teste limite se
aplicam apenas quando a exposicdo humana sabidamente ocorre em niveis inferiores a dose limite
estabelecida.

Com relagéo ao regime de exposi¢do, machos e fémeas parentais devem ser expostos por

duas semanas no periodo de pré-acasalamento, tempo suficientemente longo para se atingir um platd

56

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



na exposicao e possibilitar a interferéncia da ST no comportamento de acasalamento e fertilizacdo. A
exposicao deve continuar, diariamente, pelas duas semanas seguintes, correspondentes ao periodo
de acasalamento e, para fémeas P, durante toda a gestacao e lactagdo, até o término do estudo, apos
o desmame da prole F1. Machos também devem ser expostos pelo mesmo método de administracéo
até o desmame de F1.

Quanto ao acasalamento, cada fémea P deve ser pareada com um Unico macho —
aleatoriamente selecionado, sem grau de parentesco e do mesmo nivel de dose — até que a copula
seja evidenciada ou apos o intervalo de duas semanas. Define-se como DG 0 aquele em que se
encontra um tampé&o vaginal ou a presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal. Deve-se ajustar
o tamanho da ninhada no DPN 4, por meio da eliminag&o aleatéria de filhotes extras, a fim de se obter
cinco machos e cinco fémeas por ninhada, sempre que possivel. Posteriormente, no desmame de F1
(DPN 21), os filhotes devem ser aleatoriamente subdivididos para compor as trés coortes de analises,

conforme detalhado no Quadro 12.

Quadro 12. Subdivisdo dos animais da geracdo F1 para as analises dos parametros de TR.

COORTES PARAMETROS AVALIADOS
Coorte 1A
) Avaliagcdo dos efeitos no sistema
18 e 19/ninhada/grupo reprodutivo e de toxicidade geral.
(20/sexo/grupo)
Coorte 1: toxicidgde paraa Avaliagdo de acompanhamento do
reprodu.(;ao/ Coorte 1B desempenho reprodutivo de animais F1,
desenvolvimento guando desencadeada uma 22 geracdo.
13 e 19/ninhada/grupo Obtencdo de dados histopatol6gicos
(20/sexo/grupo) adicionais, em casos de suspeita de TR

ou enddcrina ou quando os resultados da
coorte 1A forem equivocos.

Coorte 2A Tesf[e':s neurocomportamentais: Reflgxo
auditivo de sobressalto (DPN 24 * 1 dia),
bateria de observagdo funcional (entre
104 e 109/grupo DPN 63 e DPN 75), atividade motora.

(20 filhotes/grupo; L. ~ .
) ] Eutanasia, perfusdo, fixacdo, coleta e
14 ou 1%/ninhada): pesagem do cérebro para posterior

Coorte 2: neurotoxicidade neurohistopatologia (DPN 75-90).
para o desenvolvimento

Coorte 2B
Avaliagcdo  neurohistopatolégica  no
108 e 109/grupo desmame (DPN 21 ou 22). o

Em caso de n° insuficiente de animais,

(20 filhotes/grupo; deve-se dar preferéncia a coorte 2A.

13 ou 1%/ninhada):

Coorte 3: imunotoxicidade

para o desenvolvimento 104 e 10Q/grupo (20 filhotes/grupo; um por ninhada, quando possivel).
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Quadro 12. Subdivisdo dos animais da geracédo F1 para as analises dos parametros de TR.

Analise de subpopulacgdo de linfécitos esplénicos, peso e histopatologia de
linfonodos, resposta primaria de anticorpos IgM a um antigeno dependente
de células T.

Caso haja um numero insuficiente de filhotes em uma ninhada para servir a todas as coortes,
deve-se priorizar a coorte 1, uma vez que ha a possibilidade de estendé-la para produzir uma geragéo
F2. Os filhotes ndo designados para coortes devem ser submetidos a andlises bioquimicas e
necropsia. Se houver necessidade de verificacdo ou elucidacdo de um efeito em fémeas expostas, a
opcao mais adequada é a extenséo do estudo para inclusdo de um acasalamento na geracéo F1. No
entanto, um segundo acasalamento de machos P com fémeas néo tratadas também é uma opcéo para
esclarecer evidéncias ambiguas ou para caracterizagcao adicional dos efeitos sobre a fertilidade
observados no primeiro acasalamento.

Os parametros gerais relevantes para a andlise inicial ou periddica (geracédo parental e filial)
referente as trés coortes supracitadas sdo resumidos no Quadro 13.

Quadro 13. Detalhamento dos parametros gerais para a avaliagao inicial e periddica dos animais das geracdes
PeFl.

PARAMETRO DETALHAMENTO
Mudangas comportamentais, sinais de parto dificil ou prolongado, sinais de
toxicidade e avaliacdo de morbimortalidade; alteracdes na pele, pelo, olhos,
Observacéo clinica mucosas, ocorréncia de secrecdes e excrecbes e atividade autonémica (por
exemplo, lacrimacdo, piloere¢do, tamanho da pupila, padrdo respiratério
incomum).
Peso corporal e Animais P: Pesagem no primeiro dia de administracdo e com frequéncia semanal;

consumo de
agua/alimento dos
animais parentais (P e
F1) Medi¢do semanal do consumo de agua/alimentos.

Animais F1: Pesagem no desmame (DPN 21), seguido de frequéncia semanal;
pesagem ao atingir a puberdade e na eutanasia;

Fémeas P: Avaliagdo por citologia vaginal do inicio do tratamento até a
confirmacado do acasalamento ou até o término de duas semanas.

Fémeas F1:
) e Coorte 1A: Exame diario do esfregaco vaginal desde a abertura vaginal até
Ciclo estral (P e F1) a verificagéo de células cornificadas no esfregaco (registro do intervalo de

tempo entre esses eventos); Monitoramento adicional dos ciclos estrais por
duas semanas, comec¢ando em torno de DPN 75.

e Coorte 1B: Caso o0 acasalamento da geragdo F1 seja necessario, a citologia
vaginal dessa coorte serd efetuada do inicio do pareamento até a
confirmacédo do acasalamento.

Registro das datas do pareamento, da fertilizacdo e do parto, possibilitando os
célculos de: intervalo pré-coito (pareamento a fertilizacdo) e duragdo da gestacéo

Acasalamento e (fertilizagdo ao parto).

gestacéo R ]
Exame das fémeas P no momento do parto para detectar qualquer sinal de
distocia, além de anormalidades no comportamento maternal.

Prole Andlise de cada ninhada no DPN 0 ou 1 — n° e sexo de filhotes, natimortos,
nascidos vivos; presenca de anormalidades visiveis (fenda palatina, hemorragias
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Quadro 13. Detalhamento dos pardmetros gerais para a avaliagao inicial e periddica dos animais das geracdes
P eF1.

subcuténeas; cor ou textura anormal da pele; presenca de corddo umbilical;
auséncia de leite no estdmago; presenca de secre¢bes secas); temperatura
corporal, estado de atividade e resposta ao manuseio.

Contagem e pesagem dos filhotes vivos no DPN 0 ou 1 e, posteriormente, p. ex.
nos DPN 4, 7,14 e 21.

Exames clinicos periddicos: anormalidades visiveis, alteracdes na pele, pelos,
olhos, mucosas, ocorréncia de secrecdes e excrecdes e atividade autondmica;
alteracdes na marcha, postura, resposta ao manuseio, presenca de movimentos
clénicos ou ténicos, comportamento estereotipado.

Medicdo da DAG de todos os filhotes, no minimo uma vez, até o DPN 4.

Verificagdo de maturacdo sexual precoce (andlise de abertura vaginal e
separacao prepucial) em todos os animais F1 selecionados.

Verificagdo da presenca mamilos/aréolas em filhotes machos no DPN 12 ou 13.

O Quadro 14 detalha os parametros a serem avaliados ao término do estudo — no momento da
eutanasia — referente as trés coortes supracitadas.

Quadro 14. Detalhamento dos parametros especificos para a avaliacao final — término do estudo.

PARAMETRO ‘

Dosagens
bioquimicas/
hematologia

Animais P e F1 (coorte 1A): Avaliacdo de pardmetros hematolégicos,

GERACAO/GRUPO DETALHAMENTO

bioguimicos, dosagens de T4 e TSH e
104 e 10%@/grupo tratado uranalise.

Parametros
esperméticos

Registro do peso dos testiculos e do
epididimo, com posterior andlise
histopatoldgica.

h Realizacdo de coleta, contagem e avaliacdo
Machos P e F1 (coorte 1A) da  motilidade e  morfologia  dos
espermatozoides retidos no epididimo caudal.

Pode-se conduzir as analises somente nos
grupos P e F1 controle e tratados com a maior
dose. Em caso de efeitos relacionados ao
tratamento, o0s demais grupos tratados
também devem ser avaliados.

Necropsia

Exame macroscopico quanto a
anormalidades estruturais ou alteracbes
patologicas, com énfase nos oOrgdos do
sistema reprodutivo.

Animais P e F1 Determinacédo do estagio do ciclo estral, por

meio de esfregaco vaginal, para correlacionar
com achados histopatolégicos.

Exame do Utero quanto a presenga e nimero
de sitios de implantacgéo.

Pesagem dos
orgédos

Verificacdo do peso corporal e do peso dos
seguintes 6rgaos:

« Utero, ovarios;

» Testiculo, epididimo;

* Prostata,;

Animais P e F1 adultos
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Quadro 14. Detalhamento dos parametros especificos para a avaliagao final — término do estudo.

e Vesiculas seminais com glandulas
coagulantes e seus fluidos (como uma
unidade);

+ Cérebro, figado, rins, coragao, baco, timo,
hipofise, tireoide e glandulas suprarrenais
e orgdos-alvo conhecidos.

Detalhe para coorte 1A:

Investigagéo adicional de efeitos
imunotdxicos (104 e 10Q/grupo, sendo 14 ou
19/ninhada): pesagem de linfonodos; andlise
de subpopulacao de linfocitos esplénicos.

Animais F1 no desmame (animais
néo selecionados para as coortes
e eutanasiados ao desmame —
DPN 22)

Pesagem e conservacdo do cérebro, baco,
timo, tecidos mamarios e outros com
anormalidades ou considerados alvos da ST;
para posterior histologia - até 10
filhotes/sexo/grupo, do maior ndmero de
ninhadas possivel.

Histopatologia

Animais P

Exame histopatol6gico completo — grupos de
maior dose e controle.

Exame dos 6rgdos com alteracdes
relacionadas ao tratamento — grupos de dose
baixa e média, como auxiliar na determinacao
do NOAEL.

Exame dos 6rgédos reprodutivos dos animais
com suspeita de fertilidade reduzida
(dificuldade em acasalar, gerar prole saudavel
ou qualquer outra alteracdo no ciclo estral ou
parametros espermaticos).

Animais F1:

Coorte 1

Exame histopatoldgico completo — grupos de
maior dose e controle:

e Avaliacdo minuciosa dos testiculos —

efeitos na diferenciacé@o e
desenvolvimento testicular e na
espermatogénese;

Avaliacdo minuciosa dos ovarios — contagem
dos foliculos primordiais, combinados com
foliculos menores, para comparagdo de
ovéarios tratados x controle; andlise do
oviduto, Utero e vagina.

Animais F1:
Coorte 2A
(DPN 75-90)
Coorte 2B

(DPN 21 ou 22)

Andlise dos Orgdos com alteracdes
relacionadas ao tratamento e de todas as
lesBes visiveis — grupos de dose baixa e
média, como auxiliar na determinacdo do
NOAEL.

Analise adicional dos linfonodos e medula
6ssea (104 e 109 - coorte 1A).

Animais da coorte 1B devem ser analisados
se o0s resultados da coorte 1A forem
equivocos ou nos casos de suspeita de TR ou
enddcrina.
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Quadro 14. Detalhamento dos parametros especificos para a avaliagao final — término do estudo.

Grupos de maior dose e controle: Analise de
seccOes cerebrais (bulbos olfativos, cortex
cerebral, hipocampo, ganglios da base,
talamo, hipotadlamo, mesencéfalo, tronco

cerebral e cerebelo).

Animais F1: . .
Somente coorte 2A: Analise de olhos (retina e

Coorte 2A nervo 6ptico) e amostras do nervo periférico,
musculo e medula espinhal.

(DPN 75-90) Analise de o6rgaos/tecidos com alteragoes
Coorte 2B relacionadas ao tratamento — grupos de dose
baixa e média, como auxiliar na determinacao

(DPN 21 ou 22) do NOAEL.

Morfometria: selecdo da sec¢do mais
homologa e representativa da area cerebral
de interesse; estereologia — avaliacdo de
parametros como volume ou nUmero de
células para regides neuroanatdmicas
especificas.

Y

Caso seja necessério, pode-se dar continuidade a avaliacdo do potencial de toxicidade
reprodutiva, com o seguinte procedimento: manutencdo da administracdo da ST aos animais da coorte
1B, além do DPN 90, a fim de se obter uma geracdo F2. Para isso, machos e fémeas do mesmo nivel
de dose devem ser pareados por até duas semanas, iniciando em ou apds o DPN 90, mas nao
excedendo o DPN 120. A decisdo quanto a criacdo de uma segunda geracao € tomada de acordo com
a avaliacao de critérios pré-determinados da geracgao parental (ciclo estral e fertilidade) e da geracéo
filial (DAG, retencdo de mamilos, abertura vaginal, descolamento do prepdcio e ciclo estral).
Beekhuijzen e colaboradores (2009) propdem que uma segunda geracdo deve ser conduzida se
houver ambiguidade nos dados da geracgéo F1, ja que o valor adicional de um segundo acasalamento

€ justamente detectar efeitos que ocorrem em baixa frequéncia ou que sdo menos robustos.

Critérios de aceitabilidade

Considerando-se que esse estudo deve fornecer informacdes sobre os efeitos de exposicao
repetida & substancia teste durante todas as fases do ciclo reprodutivo da geragéo parental, bem como
durante o desenvolvimento pré e pos-natal até a vida adulta da(s) geracéo (0es) filial (ais), deve-se
seguir adequadamente o regime de doses, os periodos de exposicdo e os procedimentos de
acasalamento, conforme detalhados na secéo anterior.

No relatdrio do estudo, deve-se informar, para cada grupo de cada geragdo: numero de animais
no inicio do estudo; numero de animais encontrados mortos durante o estudo ou eutanasiados, com a
respectiva data de ocorréncia; niumero de animais férteis; nimero de fémeas prenhes e daquelas que
efetivamente pariram; nimero de animais com sinais de toxicidade, com descricao detalhada desses

sinais, incluindo tempo de inicio, duracdo e gravidade; tipos de alteragdes histopatoldgicas e todos os
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dados relevantes da ninhada. O relatério deve incluir informacfes suficientes sobre o0 método e o

software empregado na andlise estatistica dos dados.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

A avaliagcéo dos dados fornecidos por esse estudo incluird a relagédo entre a exposi¢do a ST e
a presenca ou auséncia, incidéncia e gravidade das alteracdes observadas, incluindo lesées visiveis,
orgaos-alvo identificados, fertilidade afetada, anormalidades clinicas, baixo desempenho reprodutivo
da ninhada, alteragcfes no peso corporal, efeitos na mortalidade e quaisquer outros efeitos toxicos e
para o desenvolvimento.

Cabe ressaltar que o estudo, se conduzido adequadamente, deve fornecer uma estimativa de
valor de NOAEL, bem como um entendimento satisfatorio dos efeitos adversos da ST na reproducao
da geracgéo P, bem como no desenvolvimento, crescimento, sobrevivéncia e desfechos funcionais da
prole até o DPN 90.

Os resultados do estudo devem ser interpretados em conjunto com os dados disponiveis da
ST, tais como: propriedades fisico-quimicas, dados de compostos estruturalmente analogos, achados
provenientes de estudos de toxicocinética (com foco na transferéncia placentaria e excrecdo via
lactagdo) e toxicodindmica; e dados de estudos de toxicidade prévios. Esses resultados podem ainda
ser usados para avaliar a necessidade de mais ensaios a serem conduzidos com a ST.

Especificamente quanto a coorte 2, os achados neurocomportamentais e/ou neuropatolégicos
e a relacdo entre eles, bem como efeitos dose-dependentes; devem ser interpretados em uma andlise
global do estudo, por meio de uma abordagem de peso de evidéncia. A discussédo desses dados deve
ser feita em termos de significancia bioldgica e estatistica.

E importante mencionar que, em uma anélise da EChA (2023) de 55 estudos de uma geracgéo
estendida, foram verificados diversos problemas metodol6gicos no desenho, conducéao e relato desse
teste. Entre esses estavam a alta variabilidade dos resultados e auséncia de dados de controle positivo
e controle histérico para investigacdes obrigatorias, incluindo as coortes de neurodesenvolvimento e
de imunotoxicidade, o que muitas vezes comprometeu a interpretacado dos resultados (muitos estudos
considerados inconclusivos). Outras deficiéncias metodolégicas comuns encontradas incluiram a
andlise estatistica inadequada (ex: ndo consideracdo do sexo), a auséncia de investigacdo ou
investigacdo inadequada de parametros obrigatérios (ex: subpopulacéo esplénica, maturacao sexual,
hormdnios tireoidianos, contagem de foliculos ovarianos) e a descrigdo insuficiente das metodologias

utilizadas (ex: contagem de foliculos ovarianos, critérios para categorizacéo dos ciclos estrais).

9.2.3. Interpretacdo geral dos dados obtidos nos estudos multigeracionais (Diretrizes
OECD 416 e 443)
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A partir da interpretacdo do conjunto de dados obtidos nos estudos acima descritos, em

associacao as informacgdes disponiveis em outras categorias de estudo, pode-se chegar as conclusées

abaixo detalhadas, quanto ao potencial de TR da ST em questéo (OECD, 2008).

9.2.3.1. Efeitos adversos nareproducdo/ fertilidade

Resultado positivo: quando houver evidéncia clara dos efeitos adversos na
reproducdo/fertilidade em animais, estudos adicionais podem n&o ser necessarios para a
caracterizacdo do perigo. No entanto, outros estudos podem ser importantes para fornecer

informac@es sobre a relacdo dose-efeito e a relevancia para os seres humanos.

Resultado equivoco: evidéncias equivocas podem indicar a necessidade de estudos
mecanisticos ou de outros estudos com um desenho modificado. O estudo deve ser
delineado visando esclarecer se um efeito € mediado pelo macho ou pela fémea ou
causado por toxicidade sistémica. No contexto regulatério, tendo em vista que a
classificacdo do perigo é obtida com base nos estudos disponiveis no momento da andlise,
resultados equivocos irdo resultar na classificagdo da ST na categoria 1B, a menos que
tenham sido apresentados estudos adicionais capazes de reduzir o nivel de preocupagéo
das evidéncias verificadas.

Resultado negativo: Se houver evidéncia clara da auséncia de efeitos adversos na
reproducdo/ fertilidade masculina e feminina, normalmente ndo sdo necessarios estudos
adicionais e a ST néo é classificada quanto a TR. No entanto, essa conclusao deve ser
obtida a partir de dados suficientes que garantam uma adequada absorcédo e
biodisponibilidade da ST.

9.2.3.2. Efeitos adversos no desenvolvimento intrauterino

Resultado positivo: Evidéncia clara de efeitos adversos (tamanho reduzido da ninhada,
ocorréncia de natimorto, teratogenicidade, morte pdés-natal ou anomalias funcionais),
normalmente serdo suficientes para fins de classificacdo do perigo na categoria 1B. No
entanto, dados adicionais de toxicodindmica e/ou toxicocinética podem ser Uteis para
entender a relevancia para os seres humanos.

Resultado equivoco: Evidéncias equivocas podem ser investigadas em estudos de
toxicidade no desenvolvimento pré-natal ou de neurotoxicidade no desenvolvimento.
Resultado negativo: os estudos geracionais tém limitacdes na deteccdo de efeitos
adversos no desenvolvimento. Portanto, a auséncia de evidéncias pode néo ser suficiente

para excluir a possibilidade de toxicidade para o desenvolvimento.

Um maior detalhamento acerca da analise e interpretacdo dos resultados obtidos nessa

categoria de estudo pode ser verificado no item 9.
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9.3. ESTUDOS QUE AVALIAM A TOXICIDADE PARA O DESENVOLVIMENTO

Esse item inclui dois estudos que avaliam desfechos relacionados a toxicidade para o
desenvolvimento. O primeiro deles é o Estudo de toxicidade para o desenvolvimento pré-natal (Diretriz
OECD 414), o qual avalia a toxicidade embriofetal como consequéncia da exposicado intrauterina a ST.
Ou seja, sdo avaliados apenas os efeitos manifestados antes do nascimento, com foco no atraso de
crescimento, anormalidades estruturais e letalidade.

O segundo é o Estudo de neurotoxicidade para o desenvolvimento (Developmental
neurotoxicity — DNT) (Diretriz OECD 426), o qual é delineado para fornecer informacdes acerca do
potencial de ocorréncia de efeitos morfolégicos e funcionais para o sistema nervoso da prole,
decorrentes da exposi¢do materna a ST, durante a gestacdo e a lactagdo. Alguns critérios adotados
para direcionar determinados compostos quimicos a conducdo de estudos de DNT sdo: agentes
associados a ocorréncia de malformagbes no SNC, compostos psicoativos e/ou que causam
neurotoxicidade em adultos, agentes que promovem alteracdes hormonais e produtos quimicos
estruturalmente relacionados a outros que causam DNT ou para 0s quais se espera ampla exposi¢ao
(USEPA, 1991).

Os estudos de DNT investigam alteragdes no comportamento devido a efeitos no SNC e SNP.
E importante ressaltar que nenhum teste isolado é capaz de refletir toda a complexidade de um efeito
comportamental. Por essa razado, faz-se necessdario avaliar uma série de parametros, 0s quais
geralmente podem ser agrupados em: desenvolvimento fisico, reflexos simples, funcdo motora,
funcionalidade e desenvolvimento sensorial, atividade espontadnea, aprendizado/memoéria e
neuropatologia. Nessa avaliacé@o, deve-se considerar a gravidade, natureza e reversibilidade do efeito.
Em geral, um padréo de efeitos (por exemplo, déficit de aprendizagem observado em varios ensaios
consecutivos) é uma evidéncia de maior peso do que uma ou algumas alteragfes nao relacionadas
(OECD, 2008). Informacdes adicionais referentes aos desfechos neurotdéxicos comumente avaliados
podem ser consultadas no guia especifico de neurotoxicidade.

No delineamento de ambos os estudos supracitados, é importante que sejam consideradas
todas as informag@es disponiveis sobre a ST, tais como: identidade, estrutura quimica, propriedades
fisico-quimicas, resultados prévios de outros estudos de toxicidade in vitro e/ou in vivo, dados
toxicoldgicos sobre substancias estruturalmente relacionadas; e usos previstos da substancia. I1sso
auxiliara na selecao correta do regime de doses e na interpretacdo dos resultados obtidos (OECD,
2008).

Resultados positivos nesses dois estudos serdo relevantes para a classificacdo de perigo e
para o estabelecimento de pontos de partida (PoD) (NOAEL/LOAEL/BMD), a menos que dados

demonstrem que os efeitos observados nesses estudos ndo ocorrerem em humanos (OECD, 2008).

9.3.1. Estudo de toxicidade para o desenvolvimento pré-natal — Diretriz OECD 414
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Consideracdes iniciais e limitacdes

Esse estudo é delineado para fornecer informagdes gerais sobre os efeitos da exposicao pré-
natal & ST na fémea prenhe e no organismo em desenvolvimento (morte, anormalidades estruturais
ou crescimento alterado do feto). Os parédmetros referentes a déficits funcionais ndo séo incluidos
nessa diretriz e devem ser avaliados por meio do estudo de DNT.

E possivel que as orientacdes dispostas nessa diretriz sejam adaptadas para casos individuais,
com base em conhecimentos especificos sobre, por exemplo, propriedades fisico-quimicas ou
toxicoldgicas da ST, desde que devidamente embasadas em evidéncias cientificas. O delineamento
desse estudo esta ilustrado na Figura 9.

DG, c
DG,

Q! |

Gestagao
Fo

Exame |
fetal

. Cesort . Figura 9. Delineamento do
0G: Dia gestacionl estudo de toxicidade para o
B Administragio da ST desenvolvimento pré-natal —
Diretriz OECD 414.

ﬁ Extensdo opcional do periodo de administragdo da ST

Principio do teste

Esse estudo consiste na administracdo da ST a fémeas prenhes durante todo o periodo de
gestacdo ou por, no minimo, o periodo que compreende a implantagdo até um dia antes da cesariana
programada, a qual deve ocorrer um dia antes da data prevista para o parto, a fim de garantir que a
andlise dos fetos malformados nédo seja impossibilitada por eventos de canibalismo materno. Assim,
essa diretriz ndo se destina a examinar apenas o periodo de organogénese (por exemplo, dias 5-15
em roedores e dias 6-18 em coelhos), mas também efeitos na pré-implantacdo, quando adotada a
extensdo opcional do periodo de administracdo da ST (DGo-DGs). Pouco antes da cesariana, as
fémeas sdo eutanasiadas e seu conteludo uterino é examinado, para avaliacdo dos fetos quanto a

alteracdes morfoldgicas.

Detalhamento do método

Esse estudo deve ser conduzido preferencialmente em ratos ou coelhos, como espécies de
roedor e nao-roedor, respectivamente. A utilizacdo de outras espécies animais deve ser justificada e
adaptada. Os animais experimentais devem ser caracterizados quanto a espécie, linhagem, fonte,
sexo, peso e/ou idade. As fémeas devem ser acasaladas com machos da mesma espécie e linhagem,
devendo-se evitar 0 acasalamento entre animais com grau de parentesco. Para roedores, considera-
se como DG 0 aquele em que se verifica o tampé&o vaginal e/ou presenca de espermatozoides no
esfregaco vaginal; para coelhos, isso corresponde geralmente ao dia do coito ou da inseminacéo
artificial.
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Cada grupo tratado e controle deve conter um namero suficiente de fémeas para acasalamento

de modo que se obtenha um total resultante de, aproximadamente, 20 fémeas com sitios de
implantacdo no momento da necropsia. Um valor inferior a esse pode ser inapropriado e deve ser
avaliado caso a caso. Quanto a taxa de mortalidade materna, ela ndo invalida necessariamente o
estudo, desde que ndo exceda aproximadamente 10%.

Preferencialmente, a via de administracdo escolhida deve ser a oral por gavagem. A adocao
de outra via deve ser devidamente justificada e adaptada. Deve-se utilizar, no minimo, um controle
concorrente e trés niveis de dose. O maior deles deve corresponder a dose méxima tolerada (DMT),
a qual induz toxicidade materna (sinais clinicos ou reducdo no peso corporal) e/ou para o
desenvolvimento, sem causar morte ou sofrimento intenso dos animais. A dose intermediéria deve
produzir o minimo de efeitos téxicos observaveis, enquanto o menor nivel de dose nao deve causar
gualquer sinal de toxicidade materna ou para o desenvolvimento. Esses niveis de dose devem ser
reduzidos gradualmente a intervalos de 2-4 vezes, a fim de se obter uma curva dose-resposta, bem
como valores de NOAEL ou de doses proximas ao limite de detecgdo, que permitiria a determinagéo
de uma BMD. Embora o estabelecimento de um NOAEL materno seja o objetivo, estudos em que ele
gue ndo é determinado também podem ser considerados aceitaveis.

Vale ressaltar a possibilidade de adog&o de um teste limite ao invés da conducédo de um estudo
completo com trés niveis de dose quando a dose de, no minimo, 1000 mg/kg p.c./dia ndo causa efeitos
toxicos observaveis e ndo se espera toxicidade com base em dados de compostos estrutural e/ou
metabolicamente relacionados. A exposicdo humana esperada pode indicar a necessidade de uma
dose oral mais alta a ser usada nesse teste limite. Para outros tipos de administragdo, como inalatoria
e dérmica, as propriedades fisico-quimicas da ST geralmente podem indicar o nivel maximo de
exposicao atingivel (por exemplo, a aplicacdo dérmica ndo deve causar toxicidade localizada grave).

Com relacdo ao regime de exposicdo, normalmente, a ST deve ser administrada diariamente
desde a implantacéo (no dia 5 pés-acasalamento) até o dia anterior a cesariana programada. Caso
estudos preliminares ndo indiqguem um alto potencial de perda pré-implantacéo, o inicio da exposi¢éo
pode ser antecipado, de modo a abranger todo o periodo gestacional, isto €, efetuar a administracéo
da ST a partir do acasalamento (DGO).

O Quadro 15 detalha os parametros a serem avaliados na fémea.

Quadro 15. Parametros de toxicidade avaliados na fémea no estudo de toxicidade para o desenvolvimento
pré-natal — Diretriz OECD 414.

PARAMETRO DETALHAMENTO DA ANALISE

Avaliacdo diaria — mortalidade, moribundidade, alteracbes
Observacéo clinica comportamentais pertinentes e todos os sinais de toxicidade
evidente.
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Quadro 15. Parametros de toxicidade avaliados na fémea no estudo de toxicidade para o desenvolvimento
pré-natal — Diretriz OECD 414.

Pesagem: 1) inicio do estudo (entre os dias 0-3); 2) primeiro dia
de administracdo e, no minimo, a cada 3 dias durante a

Peso corporal e consumo de alimentos | €XPOsi¢do; 3) no dia da eutanasia programada.

Registro do consumo de alimentos a cada trés dias, coincidindo
com os dias de pesagem.

Exame pos-rp(_)rte Exame macroscépico para detectar quaisquer anormalidades
(No momento da eutanasia programada | estryturais:

ou de eventuais mortes ao longo do o o R o
estudo) Pesagem e avaliagdo histopatol6gica da glandula tireoide;

Verificagdo da ocorréncia de gestacao;

Pesagem do Utero gravidico, incluindo o colo (excluir animais
encontrados mortos durante o estudo);

P . Registro do nimero de corpos liteos das fémeas prenhes;
Exame do conteldo intrauterino
Registro do nimero de mortes embrionérias/fetais e nimero de
fetos viaveis.

Descricdo do grau de reabsorcdo (precoce/tardia), para uma
estimativa do tempo relativo de morte do concepto.

Exame de sangue Apenas em ratos: dosagem dos horménios T4, T3 e TSH em
(Na manha do dia da necropsia) um curto intervalo de tempo (por exemplo, duas horas).

Quanto a analise conduzida nos fetos, deve-se registrar:

e Sexo e peso corporal de todos;

e DAG de todos os fetos vivos de roedores;

e AlteracOes esqueléticas e viscerais (variacdes e malformacdes);

e Sexo fetal externo (determinado pelo exame macroscopico) em comparagdo ao Sexo
interno (gonadal) de todos os fetos;

e Qualquer indicativo de deiscéncia testicular incompleta/criptorquidia (auséncia de testiculo
palpavel);

e Em roedores — 1) alteracdes esqueléticas em aproximadamente metade de cada ninhada;
2) alteracdes viscerais (tecidos moles), por meio de métodos de secc¢do seriada ou técnicas
de dissecacéo, na outra metade;

e Em nao roedores (coelhos) — alteraces esqueléticas e viscerais em todos os fetos.

Critérios de aceitabilidade

Considerando-se que esse estudo deve fornecer informacdes sobre os efeitos de exposicao
repetida & ST na pré-implantac@o e no periodo de organogénese, deve-se seguir adequadamente o
regime de doses e o periodo de exposicao, conforme detalhados na segéo anterior.

No relatério do estudo, deve-se informar, para cada grupo: numero de animais no inicio do

estudo; numero de animais encontrados mortos durante o estudo ou eutanasiados, com a respectiva
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data de ocorréncia; nimero de fémeas prenhes; nimero de animais com sinais de toxicidade, com

descricdo detalhada desses sinais, incluindo tempo de inicio, duragéo e gravidade; tipos de alteracbes

histopatoldgicas (glandula tireoide), tipos de observages fetais e todos os dados relevantes sobre a

ninhada. O relatorio deve incluir informacgdes suficientes sobre o método e o software empregado na

analise estatistica dos dados, sendo utilizada a ninhada como unidade de analise.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

A andlise desse estudo deve ser conduzida considerando-se as seguintes informacoes:

Dados de parametros maternos e fetais avaliados, incluindo a relacdo, ou auséncia dela,
entre a exposi¢do dos animais a ST e a incidéncia e severidade de todos os efeitos;
Critérios utilizados para categorizar alteragdes fetais externas, viscerais e esqueléticas,
caso essa categorizacao tenha sido feita;

Dados historicos de controle para aprimorar a interpretacdo dos resultados;

Valores brutos usados no calculo de todas as porcentagens ou indices;

Analise estatistica adequada dos dados, incluindo informacdes suficientes sobre o método
empregado.

Tendo em vista a énfase dada tanto a desfechos de toxicidade geral quanto para o

desenvolvimento, os resultados desse estudo permitirdo a distincdo entre efeitos para o

desenvolvimento que ocorrem na auséncia de toxicidade geral e aqueles que somente ocorrem em

niveis em que se observa também toxicidade materna. Os resultados do estudo devem ser

interpretados em conjunto com dados de estudos subcrénicos, de reproducao, de toxicocinética e

outros disponiveis; e podem levar a uma das conclusdes abaixo sobre o potencial de efeitos adversos

no desenvolvimento intrauterino (OECD, 2008):

Resultado positivo: a verificacdo de evidéncias claras de efeitos no desenvolvimento
geralmente é suficiente para fins de classificacdo do perigo na categoria 1B. Contudo,
dados adicionais sobre toxicodindmica, metabolismo e/ou toxicocinética podem ser (teis
para entender a relevancia desses efeitos para 0s seres humanos.

Resultado equivoco: evidéncias ambiguas podem indicar a necessidade de conducgéo de
estudos mecanisticos ou de estudos adicionais com desenho modificado ou em outra
espécie animal. Se a toxicidade do desenvolvimento foi observada apenas em doses
associadas a efeitos toxicos maternos acentuados, recomenda-se a utilizacdo de doses
mais baixas e a investigacdo de desfechos especificos. Em alguns casos — detec¢éo de
anormalidades no cérebro ou outros indicios de potencial neurotéxico da ST em questdo —
podem ser relevantes estudos especificos de DNT. No contexto regulatério, para
agrotoxicos, sempre séo exigidos estudos de toxicidade sobre o desenvolvimento pré-natal
em duas espécies animais - ratos e coelhos (conforme RDC n° 294/2019). Assim, no caso

da existéncia de resultados equivocos em um ou nos dois estudos, eles devem ser
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analisados em conjunto, podendo haver reducéo ou aumento do nivel de preocupacao das

evidéncias, resultando na classificacdo da ST nas categorias 1B ou 2.

e Resultado negativo: na presencga de evidéncia clara de nenhum efeito, normalmente n&o
sdo necessarios estudos adicionais e a ST ndo é classificada quanto a TR. No entanto,
essa concluséo deve ser obtida a partir de dados suficientes que garantam uma adequada
absorcéo e biodisponibilidade da ST.

Um maior detalhamento acerca da andlise e interpretacdo dos resultados obtidos nessa

categoria de estudo pode ser verificado no item 10.2.
9.3.2. Estudo de neurotoxicidade para o desenvolvimento (DNT) — Diretriz OECD 426 ou
USEPA 870.6300
Consideracgodes iniciais e limitagdes

Esse estudo é delineado para fornecer dados — inclusive uma caracterizagcdo dose-resposta —
acerca dos potenciais efeitos morfolégicos e funcionais no sistema nervoso em desenvolvimento da
prole, os quais podem ser resultantes da exposigao intrauterina, bem como nos estégios iniciais da
vida.

Um estudo de DNT pode ser conduzido de forma separada ou incorporado a um estudo
reprodutivo (de uma ou duas geragles, por exemplo) ou de toxicidade para o desenvolvimento.
Quando anexado a outro estudo, é imprescindivel que seja preservada a integridade de ambos. As
limitacbes mencionadas nos estudos de uma e duas geracdes (itens 9.2.1 e 9.2.2), referentes a
desfechos como morte neonatal, malformacdes, perda pré-implantacédo e reabsorgfes, também se
aplicam a estudos de DNT.

Uma outra limitagdo observada, principalmente em funcdo do modelo animal normalmente
utilizado, é o fato de ndo serem abordados nesse tipo de estudo alguns aspectos comportamentais
(por exemplo, comportamento social). Por essa razdo, ndo é possivel fornecer informagdes sobre
funcbes corticais superiores, as quais tém sérias implicacdes em humanos. Adicionalmente, ndo sdo
avaliadas medidas relativamente sensiveis da fungdo sensorial e/ou cognitiva na prole de animais
expostos a ST durante a gestacdo e/ou o periodo pés-natal. O delineamento desse estudo € ilustrado

na Figura 10.
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DG: Dia gestacional

P: Parto

DPN,: Ajuste do tamanho da ninhada e formag&o dos grupos para analise dos desfechos.

DM: Desmame (DPN,;)

DPNys5 .z Idade recomendada para testes comportamentais na adolescéncia (aprendizado/meméria; fungdo
motora/sensorial)

DPN,, ,,: Eutandsia e neuropatologia

DPNgg 70: Idade recomendada para testes na fase adulta. DNP,,: Neuropatologia ao término do estudo.

Extensdo opcional do periodo de administragdo da ST

Figura 10. Delineamento do

I Administragioda ST estudo de neurotoxicidade
I Exposigioindireta da prole pela amamentago ou por administragio direta da ST para o desenvolvimento -
|:| Periodo sem administragdoda ST Diretriz OECD 426

Principio do teste

Esse estudo se baseia na administracdo da ST a fémeas durante a gestacédo (a partir da
implantacdo/ DG6, no minimo) e lactacdo, com posterior realizagdo de uma bateria de testes para
avaliar os efeitos, bem como comparar sua ocorréncia e severidade nas maes versus na prole. A
avaliacdo da neurotoxicidade conduzida nos filhotes busca a detecc¢éo de anormalidades neuroldgicas
e comportamentais graves, incluindo a avaliagdo do desenvolvimento fisico, ontogénese
comportamental, atividade motora, fun¢éo sensorial e motora, e aprendizado e memaria; bem como a
avaliacdo de pesos cerebrais e neuropatologia durante o desenvolvimento pos-natal e a idade adulta.

Caso o estudo de DNT seja conduzido separadamente, pode-se destinar animais adicionais
em cada grupo para andlises neurocomportamentais, neuropatoldgicas, neuroquimicas ou
eletrofisiolégicas especificas, as quais podem fornecer dados suplementares aos obtidos nos testes
indicados por essa diretriz. Isso pode ser particularmente Gtil quando h& algum indicativo de um tipo

especifico de neurotoxicidade a partir de dados de estudos prévios.

Detalhamento do método

Esse estudo deve ser conduzido preferencialmente em ratos, mas outras espécies podem ser
usadas quando apropriado, desde que devidamente justificado e adaptado quanto aos dias
gestacionais/pés-natal. A justificativa apresentada deve se embasar em dados toxicol6gicos,
farmacocinéticos e outros disponiveis; e deve incluir a disponibilidade de avaliagbes
neurocomportamentais e neuropatoldgicas pos-natais especificas da espécie em questdo. Devido as
diferencas observadas entre as linhagens de ratos, deve-se fornecer evidéncias de que a linhagem
selecionada para o estudo apresenta fecundidade e capacidade de resposta adequadas. A
confiabilidade e a sensibilidade de outras espécies para detectar DNT devem ser documentadas.
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Os animais experimentais devem ser caracterizados quanto a espécie, linhagem, fonte, sexo,

peso e idade. O acasalamento deve ser efetuado entre animais da mesma espécie e linhagem, e deve-
se evitar que este seja feito entre animais com grau de parentesco. Considera-se como DG 0 aquele
em que se verifica o tampéo vaginal e/ou presenca de espermatozoide no esfregaco vaginal.

Cada grupo tratado e controle deve conter um numero suficiente de fémeas prenhes expostas
a ST de modo a garantir um nimero adequado de filhotes para os testes de DNT. Recomenda-se um
total de 20 ninhadas em cada nivel de dose. E possivel a adog&o de regimes de dosagem para grupos
replicados e escalonados se o numero total de ninhadas por grupo for alcancado e se forem
empregados modelos estatisticos apropriados para considerar as réplicas. Apés o nascimento, deve-
se determinar o numero e o sexo (por inspecao visual ou medi¢cdo da DAG) de filhotes vivos. Até o
DPN 4, deve-se ajustar o tamanho de cada ninhada, por meio da selecéo aleatéria e eliminagéo de
filhotes extras, a fim de que todas as ninhadas apresentem um tamanho uniforme. Cada ninhada deve
ter, se possivel, um ndamero igual de filhotes machos e fémeas; e seu tamanho ndo deve exceder o
tamanho médio esperado para a linhagem de roedores utilizada.

Com relagéo a distribuicdo e designagdo dos animais expostos no utero e durante a lactagéo,
a Diretriz 426 prevé varias abordagens para formagao dos grupos destinados as avaliagfes: funcional
e comportamental, de maturagdo sexual, do peso cerebral e neuropatologica. No Apéndice | dessa
diretriz, pode-se verificar diferentes designacdes possiveis como exemplo. Outros testes de funcéo
neurocomportamental, neuroquimica ou neuropatolégica podem ser adicionados, a depender de cada
caso isoladamente, desde que os testes originalmente requeridos nao figuem comprometidos. Desse
modo, a partir do DPN 4, os filhotes devem ser selecionados de cada grupo de dose e designados
para avaliacdes desses desfechos. Na medida do possivel, deve-se garantir que ambos 0s sexos de
cada ninhada de cada grupo de dose sejam igualmente representados em todos os testes.

Para testes de atividade motora, 0 mesmo par de filhotes machos e fémeas deve ser testado
em todas as fases pré-desmame. Para os demais testes, 0 mesmo ou distintos pares de machos e
fémeas podem ser designados a diferentes testes comportamentais. Nos testes comparativos de
funcdo cognitiva ao desmame versus em adultos, pode ser necessaria a utilizacdo de filhotes
diferentes, a fim de evitar confundir os efeitos da idade e de treinamento prévio sobre essas medidas.

Outras variaveis que potencialmente afetam muitas medidas de comportamento também
devem ser minimizadas/controladas, quais sejam: tamanho e forma da gaiola de teste; temperatura,
umidade relativa, luminosidade, odores e nivel de ruido do ambiente; uso da gaiola habitual ou de nova
gaiola para teste; e outros fatores ambientais distrativos.

Preferencialmente, a via de administracao escolhida deve ser a oral (gavagem, alimento, agua),
mas outras como cutdnea ou inalatoria podem ser usadas alternativamente — a depender das
caracteristicas e vias de exposi¢céo previstas para 0 homem — desde que devidamente justificadas.
Deve-se utilizar, no minimo, um controle concorrente e trés niveis de dose. A maior dose testada deve
ser escolhida de forma a induzir certa toxicidade materna (sinais clinicos; reducéo no ganho de peso
corporal — ndo mais que 10%; e/ou evidéncia de efeito toxico em 6rgéo-alvo que seja caracteristico da
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administracdo desse nivel de dose). Essa dose mais alta pode ser limitada a 1000 mg/kg/dia de peso

corporal, a menos que a exposi¢do humana esperada ultrapasse esse valor, indicando a necessidade
de utilizagdo de um nivel de dose superior.

Como alternativa, a dose mais elevada pode ser definida a partir de estudos piloto ou de
estudos de dose preliminares, de modo que seja alcangcado um nivel no qual se observa um grau
minimo de toxicidade materna. Em caso de evidéncias de toxicidade para o desenvolvimento
associada a ST, o nivel de dose mais alto devera corresponder a dose maxima na qual ndo se observa
toxicidade excessiva na prole, morte intrauterina ou neonatal, ou ainda malformacgdes; isto é, efeitos
adversos suficientes para impedir uma avaliagdo significativa da neurotoxicidade. O menor nivel de
dose ndo deve causar qualquer sinal de toxicidade materna ou para o desenvolvimento, incluindo
neurotoxicidade. Deve-se adotar uma reducéo gradual dos niveis de dose, a intervalos de 2-4 vezes,
a fim de se obter uma curva dose-resposta, bem como valores de NOAEL ou de doses préximas ao
limite de detecc¢édo, que permitiria a determinacdo de uma BMD.

Com relacéo ao regime de exposicdo, a ST (ou veiculo) deve, no minimo, ser administrada
diariamente a fémeas acasaladas do momento da implantacdo (DG 6) até o desmame (DPN 21), de
forma a cobrir todo o periodo de desenvolvimento neuroldgico pré e pds-natal. Pode-se ajustar a idade
de inicio da exposi¢do, bem como a duracao e a frequéncia da administragdo, em caso de evidéncias
gue embasem um protocolo experimental mais representativo de exposi¢cdes humanas. Ou seja, 0
objetivo é garantir a exposi¢do dos animais a ST por um intervalo equivalente ao periodo de pré-natal
e de pos-natal precoce nos quais ocorre o crescimento cerebral humano. E possivel ainda que a
exposicao tenha inicio a partir do DG 0. Contudo, a administracao iniciada no DG 6 tem o beneficio de
evitar possiveis perdas pré-implantagcdo, com a desvantagem de ndo cobrir os estagios de
desenvolvimento entre DG 0O e 6.

Em geral, pressupfe-se que a exposi¢do pos-natal dos filhotes ocorrera através do aleitamento.
No entanto, deve-se considerar a administracdo direta a prole nos casos em que a sua exposicao
continuada nao pode ser evidenciada por meio de dados farmacocinéticos, parametros de toxicidade
ou quantificacdo de biomarcadores. Mas € importante considerar que ha problemas técnicos
envolvidos na dosagem direta de filhotes, cujos impactos nos resultados devem ser considerados
(OECD, 2013, EChA, 2023).

O Quadro 16 detalha o namero minimo recomendado de animais em cada grupo de dose para
testes de pré e pos-desmame, bem como exibe os parametros e o detalhamento das avaliacdes a

serem conduzidas nas fémeas e na prole.

Quadro 16. Parametros de toxicidade avaliados nas fémeas e na prole no estudo de neurotoxicidade para o
desenvolvimento — Diretriz OECD 426.

PARAMETRO DETALHAMENTO
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Quadro 16. Pardmetros de toxicidade avaliados nas fémeas e na prole no estudo de neurotoxicidade para o
desenvolvimento — Diretriz OECD 426.

Observac@8es clinicas
Peso corporal
Consumo de agua e
alimentos

Todos os animais (fémeas e
prole)

Observagdo clinica diaria: estado geral de saude; morbimortalidade;
guaisquer sinais de toxicidade (dia de inicio, hora do dia, grau e duragéo);

Determinacéo do peso corporal:

e Fémeas — pesagem semanal durante a exposic¢ao; no dia do parto e
do desmame (DPN 21);

e Prole — pesagem semanal no pré-desmame e, no minimo, a cada 2
semanas até a fase adulta (DPN 60-70). Filhotes com administragéo
direta da ST — pesagem, no minimo, 2x/semana para ajuste de dose,
em periodo de rapido ganho de peso corporal.

Consumo de alimentos:
¢ Medido semanalmente, no minimo, durante gestacédo e lactacao.
Deve-se verificar também, semanalmente, o consumo de agua se a
exposic¢do for por meio dela.

Observac@es clinicas
detalhadas

Fémeas — 10/grupo

Prole — 20/sexo/grupo
(1/sexo/ninhada)

¢ Fémeas — no minimo, 2x durante o periodo gestacional e 2x no
lactacional.

e Prole — frequéncia semanal no pré-desmame e, no minimo, a cada
2 semanas até a fase adulta (DPN 60-70).

Verificagdo da aparéncia da pele, pelos, olhos, mucosas; da ocorréncia de
secrecBes e atividade autondmica (lacrimacgdo, piloerecdo, tamanho da
pupila, padrdo respiratério irregular, urina e fezes anormais); de alteragcGes
na atividade exploratéria, na coordenacédo do movimento (marcha, postura)
e na resposta ao manuseio ou outros estimulos ambientais; presenca de
movimentos clénicos ou tdnicos, convulsbes, tremores, comportamento
estereotipado (autolimpeza excessiva, andar em circulos) e/ou incomum
(automutilacéo, vocalizacdo, agressividade).

Peso cerebral

10/sexo/grupo (1/ninhada)
para cada idade.

P6s-fixacdo em DPN 11-22

Cérebro nao fixado em ~DPN 70

Neuropatologia!
(fixac&o por imerséo ou
perfusao)

DPN 11-22

10/sexo/grupo (1/ninhada)

Analise microscopica de secgfes histologicas representativas de amostras
das principais regides cerebrais (bulbos olfativos, cortex cerebral,
hipocampo, géanglios da base, talamo, hipotalamo, mesencéfalo, ponte,
bulbo, cerebelo).

Analise qualitativa:
e Identificagdo de regibes cerebrais com evidéncias de altera¢des
neuropatoldgicas; registro dos tipos e do grau de severidade das
alteracdes encontradas.

Andlise quantitativa (morfometria):

e Medi¢Bes uni ou bidimensionais de regibes cerebrais especificas,
gue requerem o uso de secgBes homologas selecionadas com base
em referéncias microscopicas;

e Medic¢Oes tridimensionais (estereologia) — determinagédo do volume
e n° de células de regides neuroanatdémicas especificas.

Tipos de alterag6es neuropatoldgicas avaliadas:

e Alteragbes celulares — presenca de vacuolos, degeneracdo e
necrose neuronal;

e AlteracBes teciduais — presenca de gliose, cistos e infiltracédo
leucocitéria;

e Indicios de danos ao desenvolvimento do sistema nervoso:
o Alteragdes de tamanho ou forma dos bulbos olfativos, cérebro ou

cerebelo;
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Quadro 16. Pardmetros de toxicidade avaliados nas fémeas e na prole no estudo de neurotoxicidade para o
desenvolvimento — Diretriz OECD 426.

o Alteracdes na proliferacéo, migragcéo e diferenciacdo neuronal —
eventos indicados por necrose ou apoptose excessiva,
populagBes aglomeradas ou dispersas de neurbnios ectopicos,
desordenados ou malformados;

o Alteracdes nos padrdes de mielinizacao;

Evidéncia de hidrocefalia — dilatacdo ventricular, estenose do aqueduto
cerebral e adelgacamento dos hemisférios.

Neuropatologia®
(fixac&o por perfuséo)

~DPN 70

10/sexo/grupo (1/ninhada)

Analise microscépica de seccdes histologicas representativas das amostras
dos tecidos do SNC (listadas no item acima) e SNP (olho com nervo éptico
e retina; medula espinhal — cervical e lombar; filamentos radiculares dorsal
e ventral; nervo ciatico proximal, nervo tibial proximal (no joelho) e
ramificagdes do nervo tibial no misculo da panturrilha.

Andlises quali e quantitativa similares ao descrito na linha/no parametro
acima (Neuropatologia — fixacdo por imersdo ou perfusdo).

Maturacédo sexual
Prole - 20/sexo/grupo
(1/sexo/ninhada)

Determinacdo da idade e do peso corporal do animal nos eventos de
abertura vaginal e separagdo prepucial.

Outros marcos de
desenvolvimento (opcional)

Todos os animais

Verificagdo, no momento apropriado durante o pré-desmame, de outros
marcos de desenvolvimento altamente correlacionados com o peso corporal
(desdobramento de orelha, abertura dos olhos, erupcdo dos dentes
incisivos). Isso é feito em adicdo ao peso corporal, o qual € o melhor
indicador de desenvolvimento.

Ontogénese
comportamental?

Prole - 20/sexo/grupo
(1/sexo/ninhada)

Utilizagdo dos mesmos filhotes em todos os dias de teste (no minimo, 2
medidas no pré-desmame) para todos os comportamentos avaliados.

Comportamentos comumente testados: reflexo de endireitamento, geotaxia
negativa e atividade motora.

Atividade motora

Prole - 20/sexo/grupo
(1/sexo/ninhada)

Andlise durante o pré-desmame (1-3x) e na fase adulta (DPN 60-70);

Monitoramento por meio de aparelho automatizado capaz de detectar
aumentos e diminui¢cdes na atividade motora.

Funcdo motora e sensorial

Prole — 20/sexo/grupo
(1/sexo/ninhada)

Conducéo de, no minimo, duas analises: 1x no periodo adolescente (DPN
25 + 2) e 1x na fase adulta (DPN 60-70);

Inclusdo de amostra adequada de modalidades sensoriais
(somatossensorial, vestibular e outros) e de funcdes motoras (forca,
coordenacao e outros).

Exemplos de testes: reflexo de endireitamento, habituacdo da reacdo de
sobressalto auditivo e potenciais evocados.

Aprendizado e memoria

Prole — 10 a 20/sexo/grupo
(/ninhada)

Analise no pés-desmame (DPN 25 + 2) e na fase adulta (DPN 60-70);

Critérios de selecao dos testes:

Il. Deve-se evidenciar o aprendizado por meio de uma mudanca de
comportamento ao longo de mdltiplas sessdes de teste ou dentro de
uma Unica sesséo;

lll. Deve-se incorporar medidas de aprendizado (aquisicdo) e meméria
(retencao de curto ou longo prazo), ambas obtidas no mesmo teste.

Exemplos de testes: esquiva inibitéria, condicionamento olfatorio, labirinto
aquatico de Morris, labirinto radial de 8 bragos, labirinto em T.

1 Nas andlises neuropatoldgicas quali-quantitativas, deve-se primeiramente comparar o grupo controle aos animais de
maior dose. Em caso de evidéncias nesse grupo, deve-se avaliar os grupos de doses intermediaria e baixa. Em caso de
quaisquer indicios de neurotoxicidade nos grupos de doses inferiores, deve-se também conduzir a analise neuropatolégica
nesses animais. Em caso de resultados positivos nessas analises quali-quantitativas, deve-se determinar a incidéncia,
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Quadro 16. Pardmetros de toxicidade avaliados nas fémeas e na prole no estudo de neurotoxicidade para o
desenvolvimento — Diretriz OECD 426.

frequéncia e severidade dose-dependente das lesdes ou alteragfes morfométricas encontradas, com base na avaliagdo
de todos os animais de todos 0s grupos de doses. Todas as regides cerebrais com quaisquer evidéncias de alteracdes
neuropatoldgicas devem ser incluidas nessa analise. Recomenda-se o uso de laminas codificadas para a condugéo de
uma analise cega.

2 As medidas devem incluir dois comportamentos que néo se desenvolvem na mesma idade. No caso de varias medicoes
de parametros referentes a ontogénese comportamental, cada uma delas deve ser conduzida em diferentes pontos
temporais durante a fase de desenvolvimento apropriada.

Critérios de aceitabilidade

Considerando-se que esse estudo deve fornecer informacdes sobre os efeitos de exposicao
repetida & ST durante o periodo de desenvolvimento neuroldgico pré e pos-natal, deve-se seguir
adequadamente o regime de doses e o periodo de exposi¢ao, conforme detalhados na sec¢éo anterior.

No relatorio do estudo, deve-se informar, para cada grupo: tipos de alteracdes encontradas
com o numero de fémeas, de filhotes por sexo e de ninhadas que exibiram cada uma dessas
alteracdes. Em caso de administracdo pos-natal direta da prole, deve-se relatar também a via, a
duragéo e o periodo de exposicao.

O relatoério deve incluir ainda informagdes suficientes sobre o método e o software empregados
na analise estatistica dos dados. Deve-se incluir uma justificativa acerca da escolha por uma andlise
paramétrica ou ndo paramétrica, com base em fatores como a natureza dos dados (transformados ou
ndo) e a sua distribuicdo, bem como a robustez relativa do método estatistico selecionado. E
importante que essa escolha seja orientada pelo objetivo e desenho do estudo, de modo a minimizar
os erros do Tipo | (falso positivo) e do Tipo Il (falso negativo).

Vale ressaltar que os experimentos devem ser delineados de modo que os animais de uma
mesma ninhada ndo sejam tratados como observacgdes independentes, ja que a ninhada é a unidade
de andlise, e ndo um filhote isolado. Além disso, qualquer desfecho medido repetidamente no mesmo
animal deve ser analisado com modelos estatisticos que considerem a ndo independéncia dessas

medidas.

Anédlise e interpretacdo dos resultados

Em decorréncia das complexas interrelagcdes entre o desenho do estudo, as analises
estatisticas e a significancia biologica dos dados obtidos; a interpretacdo adequada das evidéncias de
DNT deve envolver um julgamento de especialistas e ser conduzida pela abordagem de peso da
evidéncia. Entdo, devem ser discutidos, quando presentes, os padrdes de evidéncias comportamentais
e/ou morfoldgicas e a relagdo dose-resposta; e interpretados em conjunto com dados provenientes de
todos os estudos relevantes para a andlise de DNT — estudos epidemiol6gicos e em animais
experimentais (subcrénicos, de reproducdo, de toxicocinética, de estrutura-atividade e outros). I1sso
inclui a relacdo entre as doses da ST e a presenca ou auséncia, incidéncia e extensao de qualquer

efeito neurotdxico para cada sexo.
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Diante da alta complexidade do sistema nervoso em desenvolvimento, havendo disponibilidade
de ensaios in vitro, esses dados séo utilizados de forma integrada na avaliacdo da DNT (OECD, 2023;
Sachana et al., 2021).

A avaliacdo dos dados deve incluir uma discussdo da significancia bioldgica e estatistica. E
importante frisar que a andlise estatistica deve ser utilizada apenas como uma ferramenta de
orientacdo na interpretacdo dos dados. Ou seja, a presenca ou auséncia de significancia estatistica
ndo deve ser o Unico embasamento para se concluir quanto a positividade ou a negatividade de um
potencial DNT associado a ST. Nessa andlise, dados de controle historico positivo podem ser Gteis
para confirmar que um resultado é realmente negativo quando da auséncia de efeitos relacionados ao
tratamento, isto €, para a excluséo da possibilidade de um falso-negativo. Ja a probabilidade de falsos-
positivos deve ser discutida com base na andlise estatistica do total de dados. Essa avaliacdo deve
incluir ainda a relagdo, se houver, entre as alteragbes neuropatologicas e comportamentais
observadas.

Tendo em vista a énfase dada tanto a desfechos de toxicidade geral quanto de DNT, os
resultados desse estudo permitirdo a distin¢cao entre efeitos para o neurodesenvolvimento que ocorrem
na auséncia de toxicidade materna sistémica e aqueles que somente ocorrem em niveis que também
sao toxicos para as maes.

Por fim, o conjunto dos resultados obtidos pode levar a uma das conclusdes abaixo sobre o
potencial de DNT (OECD, 2008):

e Resultado positivo: a verificagdo de evidéncias claras de DNT em animais geralmente &
suficiente para fins de identificacdo de perigo e classificacdo na categoria 1B. Dados
adicionais sobre toxicodinamica, metabolismo e/ou toxicocinética podem ser necessarios
para entender a relevancia desses efeitos para os seres humanos.

¢ Resultado equivoco: quando as evidéncias de DNT sdo menos claras (como retardo na
ontogénese de reflexos no pés-natal) ou quando nenhuma conclusdo bem fundamentada
pode ser feita com os dados disponiveis, a ST é enquadrada na categoria 2, desde que os
outros estudos disponiveis ndo mostrem evidéncias que levem a classificacdo na categoria
1B.

e Resultado negativo: na presenca de evidéncia clara de nenhum efeito, normalmente néo é
necessaria a conducao de estudos adicionais e a ST néo é classificada quanto a TR. No
entanto, essa conclusdo deve ser obtida a partir de dados suficientes que garantam uma
adequada absorc¢éo e biodisponibilidade da ST.

Um maior detalhamento acerca da andlise e interpretagdo dos resultados obtidos nessa

categoria de estudo pode ser verificado no item 10.2.

10. CARACTERIZACAO DE PERIGO: ANALISE E INTERPRETACAO GERAL DOS
RESULTADOS DE ESTUDOS EXPERIMENTAIS EM ANIMAIS
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10.1. EFEITOS SOBRE FERTILIDADE E REPRODUCAO

Nesse item, os desfechos serdo separados em trés categorias: aqueles mediados pelo par; e
os especificos para os sexos masculino e feminino. Alguns desses desfechos apresentam maior
sensibilidade que outros, isto é, sdo afetados com maior frequéncia e em niveis de dose mais baixos.
O modo de acao pode ser Util na determinacao do(s) parametro(s) mais sensivel(is) (Hood, 2012).

Nessa etapa de analise e interpretacdo dos dados, é relevante destacar que, embora as
andlises estatisticas sejam importantes na determinagdo dos efeitos atribuidos a uma ST, a
significancia bioldgica dos dados é mais relevante. Assim, os resultados obtidos devem ser avaliados
caso a caso e considerados em conjunto com as demais evidéncias, por meio de um julgamento
cientifico adequado. Todos os efeitos considerados adversos sao apropriados para utilizagdo no

estabelecimento de um valor de NOAEL, LOAEL ou BMD (USEPA, 1996).

10.1.1. Desfechos mediados pelo par

Essa categoria inclui desfechos nos quais a exposi¢cdo de um ou de ambos 0s sexos pode
contribuir para os efeitos adversos observados, os quais podem afetar a fertilidade, a gestagdo e o
comportamento sexual. Entdo, nos estudos cujos protocolos preveem o acasalamento de machos e
fémeas expostos, os efeitos descritos nessa categoria ndo podem ser atribuidos a um dos dois sexos

e as conclusdes devem se restringir a constatar o perigo de TR sobre o par.

a) Efeitos sobre afertilidade e gestacéao

Primeiramente, serdo abordados os efeitos sobre a fertilidade e gestacéo (Quadro 17), cuja
avaliacdo fornece medidas das consequéncias funcionais de danos reprodutivos. Essas informacdes
podem ser obtidas tanto a partir de estudos multigeracionais, quanto de estudos de uma geragéo e de

toxicidade para o desenvolvimento, nos quais o desempenho reprodutivo ndo é avaliado na prole.

Quadro 17. Desfechos de toxicidade reprodutiva (fertilidade e gestacdo) mediados pelo par (exposicdo de
fémeas e machos).

AVALIADOS EM ESTUDOS AVALIADOS EM OUTROS ESTUDOS

MULTIGERACIONAIS

e Indice de acasalamento, tempo para o | e Indice de ovulacio

acasalamento (tempo para a gestacéo*) indice de fertilidade
L]

* Indice de gestacdo e Perda pré-implantacao

indice de parto* . " . x
* P e Numero de sitios de implantacéo

Duragéo da gestacio* . ~
¢ Durag Y ¢ e Perda p6s-implantacao*

e Tamanho da ninhada (total e nascidos vivos) ~ o
e Malformacdes e variacdes internas*

e Género da prole* (razéo entre 0s sexos . . .
P ( ) e Desenvolvimento estrutural e funcional pds-natal*

e Numero de filhotes vivos e mortos (indice de
morte fetal)*

e Peso ao nascer*

77

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



e Pesos em fases pés-natal*
e Sobrevivéncia da prole*

¢ Malformacdes e variacdes externas*

e Reproducéo de filhotes*

* Desfechos que também podem ser avaliados em seres humanos.

Alguns desfechos listados nesse quadro também s&o indicativos de toxicidade para o
desenvolvimento — indice de morte fetal, malformacdes e variagbes externas e internas, reproducéo
de filhotes, desenvolvimento estrutural e funcional poés-natal — e, portanto, serdo discutidos
posteriormente no item 10.2.3 (Detalhamento dos desfechos de toxicidade para o desenvolvimento).
O tamanho da ninhada viavel é frequentemente o indicador mais sensivel de TR e é um indice bastante
estavel. Uma diminuicdo nesse parametro pode ser resultante de: reducdo do numero de 6vulos
liberados (taxa de ovulagdo); falha na fertilizagdo desses Ovulos devido a parametros espermaticos
prejudicados (contagem, motilidade, morfologia); e/ou aumento da perda pré ou pés-implantagéo, ou
seja, embrionaria ou fetal (OECD, 2008). A diminuicdo do tamanho da ninhada pode também ser
resultante de: qualidade prejudicada do o6cito, distarbios de ovulagéo (por exemplo, ovulagéo irregular
ou falha na ovulagéo, afetando assim a taxa de ovulagéo) e outras falhas de fertilizagdo causadas por

anormalidades genéticas, como mutacdes cromossdmicas ou qualidade prejudicada dos gametas.

Quando ¢ utilizado no estudo um numero suficiente de animais para produzir aproximadamente
20 ninhadas por grupo, uma reducdo média no grupo exposto de apenas um filhote por ninhada pode
ser indicativa de um efeito adverso. J& uma reducgdo igual ou superior a 1,5 filhotes por ninhada € um
forte indicativo de TR. O peso desse dado aumenta ainda mais se as diferengas em relagédo ao grupo

controle ocorrerem de forma dose-dependente (Hood, 2012).

O valor do peso ao nascer é influenciado pelo tamanho da ninhada, duragdo da gestacéo e
crescimento intrauterino. Esse Ultimo, por sua vez, depende da normalidade do feto, condicdes
maternas e género (tendéncia de machos serem maiores). Considerando que, em geral, 0 peso ao
nascer € inversamente proporcional ao tamanho da ninhada, ndo se deve considerar como efeito
adverso a verificacdo de baixo peso ao nascer quando o animal provém de uma ninhada grande, a
menos que o tamanho aumentado da ninhada seja decorrente do tratamento e acompanhado de um
comprometimento da sobrevivéncia e desenvolvimento da prole. A fim de se evitar erros na
interpretacdo desses dados, pode-se ajustar os pesos dos filhotes para o tamanho da ninhada por
meio de analises multivariadas (por exemplo, analise de covariancia, regressao multipla) (USEPA,
1996).

J& as medidas de pesos pdés-natal dependem do peso ao nascer, sexo e normalidade do
individuo, bem como do tamanho da ninhada, da capacidade de amamentacdo materna e da prole.
Em grandes ninhadas, pode haver déficit no crescimento de filhotes pequenos ou fracos, os quais

podem nao ter éxito na competicdo pela amamentagéo. Entdo, tendo em vista que, normalmente, ndo
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€ possivel determinar se o retardo no crescimento e/ou a reducdo da sobrevida foram causados
exclusivamente pelo tamanho de ninhada elevado, esses efeitos devem ser considerados adversos na
auséncia de informagdes que indiquem o oposto (USEPA, 1996).

As informac®es relativas ao desempenho reprodutivo séo geralmente expressas como indices
calculados a partir de dados obtidos nos estudos. Nos relatérios, € importante que sejam apresentados
os indices, os dados brutos e a metodologia de calculo empregada. A avaliacdo deve ser feita
juntamente com as demais informac¢fes disponiveis, a serem detalhadas nos itens seguintes —
histopatologia, parametros esperméticos, numero de foliculos e ciclo estral. Os principais indices estéo
descritos no Quadro 18.

Quadro 18. indices calculados a partir de desfechos de toxicidade reprodutiva.

iINDICE DEFINICAO CALCULO

Acasalamento | Medida da capacidade de N° machos com acasalamento confirmado x 100
masculino machos em acasalar N° total de machos pareados

Acasalamento | Medida da capacidade de N° fémeas positivas para espermatozoides x 100
feminino? fémeas em acasalar NP° total de fémeas pareadas

Medida da capacidade de

Fertilidade machos em produzir N° machos gue engravidaram fémeas x 100
masculina? espermatozoides viaveis N° total de machos que acasalaram
(fertilizagcdo de dvulos)
. Medida da capacidade de N° fémeas prenhes x 100
Fertilidade = : == = .
feminina? fémeas em ficarem N° fémeas positivas para espermatozoides
prenhes
Medida da gestacéo

Gestacéao gue fornece pelo menos N° fémeas com filhotes nascidos vivos x 100
um filhote vivo N° fémeas prenhes

Nascidos Med@a da_proporgao e Ne° filhotes nascidos vivos x 100

: nascidos vivos do total de e .

Vivos X ~ Ne° filhotes nascidos (entregues)
filhotes de uma gestagéo
Viabilidade | Medida da sobrevivéncia N° filhotes vivos no DPN 4 x 100
dos filhotes no DPN 4 Ne filhotes nascidos vivos

Desmame ou Med@a da sobrevivéncia Ne filhotes vivos no DPN 21 x 100
dos filhotes no desmame

503 > : =
lactacédo (DPN 21). Ne° filhotes nascidos vivos
Medida da sobrevivéncia
Sobrevivéncia | do filhote calculada em N° de filhotes vivos (em dado periodo)  x 100
daprole diferentes periodos da Ne° filhotes nascidos (entregues)

lactacéo.

Medida da relacdo entre

o '
o total de machos e de N° de filhotes machos x 100

Razao entre

0S sexos o Ne° filhotes fémeas
émeas
Perda pré- Medida da relacdo entre
im Iantg 50 | © namero de corpos (N° corpos liteos - N° sitios de implantagfes)/ninhada x 100
P & liteos e o total de N° corpos luteos/ninhada
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Quadro 18. indices calculados a partir de desfechos de toxicidade reprodutiva.

implantes; indicativa de
morte pré-embrionaria.
Medida da relacéo entre
0 numero de implantes (N° sitios de implantacdo - N° fetos vidveis)/ ninhada x 100
mortos e o total de N° sitios de implantacao/ninhada

implantes; indicativa de
morte embrionaria/fetal.
1 Evidéncia de copula por meio da verificagdo do tamp&o vaginal e/ou presenca de espermatozoide no esfregacgo vaginal.
2 Tendo em vista que ambos os sexos sdo frequentemente expostos a st, a distingdo entre sexos pode néo ser possivel.
Caso um efeito possa ser claramente atribuido a um sexo (por exemplo, acasalamento de animais tratados com controles),
deve-se determinar indices de fertilidade feminino ou masculino separados.

3 Em caso de padronizagdo do tamanho da ninhada, deve-se calcular o indice de lactagdo — uso do n° de filhotes apds
padronizacdo no denominador. Caso ndo seja efetuada padronizacéo, deve-se calcular o indice de desmame — uso do n°
de nascidos vivos no denominador.

Perda p6s-
implantacao

O indice de acasalamento é geralmente considerado uma medida confiavel do comportamento
sexual normal e da libido. Ele também fornece informacgdes indiretas sobre a funcéo integrada do eixo
hipotalamo-hipofise-gonadal (HHG). Assim, altera¢cdes nesse indice podem surgir de distirbios no
SNC ou de desequilibrios nas cascatas hormonais (OECD, 2008; Hood, 2012). Um indicador util de
déficit na fungdo reprodutiva pode ser o intervalo de tempo necessario para o acasalamento apés o
inicio da coabitacdo de machos e fémeas (tempo para acasalamento). Um aumento nesse intervalo é
indicativo de ciclo estral anormal na fémea ou comportamento sexual prejudicado em um ou ambos 0s
parceiros (USEPA, 1996).

O indice de fertilidade fornece informagfes acerca da capacidade de machos e fémeas em
contribuirem para uma gestacédo. A interpretacdo de dados de fertilidade deve considerar o protocolo
utilizado e, em particular, a duracdo da exposicdo dos machos previamente ao acasalamento. 1sso
vale particularmente para os protocolos adotados nos estudos de triagem, nos quais os machos sdo
expostos por um periodo inferior a duracéo do ciclo espermatogénico. Nesses casos, é possivel que
o indice de fertilidade néo seja capaz de constatar um efeito reprodutivo e, por isso, quando avaliado
isoladamente, é considerado um desfecho pouco sensivel (OECD, 2008). Portanto, € essencial avaliar
outros desfechos interrelacionados (por exemplo, pesos de 6rgaos, alteracdes macro e microscopicas,
ciclo estral e quantificacdo de odcitos) para se obter uma visao inicial do comprometimento do sistema
reprodutivo (Hood, 2012).

O indice de gestacdo deve ser interpretado com cautela. Ele ndao é um desfecho
particularmente sensivel, uma vez que todas as ninhadas, independentemente do tamanho, séo
tratadas igualmente por serem consideradas a unidade de analise. A duracéo da gestacédo e do parto
devem ser avaliadas em conjunto com informacdes sobre peso ao nascer e sobrevivéncia dos filhotes.
Séo fatores correlacionados e, dessa forma, uma reducéo significativa no tempo de gestacdo pode
resultar em uma reducéo na sobrevivéncia dos filhotes e de seus pesos ao nascerem. Por outro lado,
um aumento significativo no tempo de gestagc&o pode ser decorrente de falha do mecanismo normal
de parto e resultar em morte ou prejuizo a saude materna e da prole se ocorrer distocia. A distocia
pode ser uma manifestagcéo de toxicidade materna, resultante da exposi¢do a compostos que causam
trabalho de parto prolongado/ dificil ou término das contracdes necessarias para esvaziar o Utero.
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Portanto, deve-se considerar o aparecimento de distocia em animais expostos como um elevado nivel

de preocupacéao (Hood, 2012). Além disso, o0 peso ao nascer dos filhotes pode ser maior que o normal
devido ao desenvolvimento intrauterino prolongado, efeito que poderia mascarar um crescimento
intrauterino mais lento devido a exposi¢do a um agente toxico (OECD, 2008; USEPA, 1996).

O indice de sobrevivéncia da prole € bastante relevante. A sobrevivéncia reduzida pode resultar
de uma série de fatores, como: efeitos no desenvolvimento dos filhotes, tanto de exposicdes
intrauterinas quanto por meio da lactacdo; anormalidades estruturais; negligéncia materna ou
disponibilidade insuficiente de leite. A interpretacdo dos dados sobre sobrevivéncia também deve
considerar as informacdes sobre perda pré e pés-implantacdo, numero de filhotes natimortos, nimero
total de filhotes mortos, nimero de filhotes afetados por ninhada e padrédo de mortalidade (OECD,
2008).

Com relagdo a razado entre o0s sexos, os fatores que podem afeta-la séo: 1) comprometimento
seletivo na producgéo, transporte ou capacidade de fertilizacdo de espermatozoides com cromossomo
Y ou X (determinante do sexo); e 2) compostos téxicos que induzem a perda seletiva de fetos
masculinos ou femininos. Além disso, esses compostos podem ainda causar perturbagcdes no
desenvolvimento sexual e acarretar alteragdes nas caracteristicas sexuais externas da prole, levando
a efeitos aparentes na razdo entre os sexos. Embora ndo sejam examinados rotineiramente, esses
fatores fornecem as explicagfes mais provaveis para alteragdes na propor¢céo sexual (USEPA, 1996).
Importante mencionar que diversos desfechos de reproducdo e desenvolvimento, incluindo a razéo
sexual, podem decorrer de desregulacdo enddcrina e maior detalhamento sobre esse assunto é objeto
de guia especifico de avaliacdo do potencial de desregulacao enddcrina de agrotoxicos.

Quanto ao indice de perda pré-implantacdo, quando a exposicdo das fémeas tem inicio
previamente a implantacdo (como em estudos multigeracionais), o aumento da perda pré-implantacéo
pode indicar um efeito adverso no transporte ou funcéo dos gametas, no processo de fertilizagédo, no
desenvolvimento do blastocisto ou no processo de implantacdo em si; ou ainda efeitos indiretos no
Gtero ou na regulacao endécrina. Por outro lado, quando a exposicao se inicia ap6s a implantacéo (DG
6 em roedores e coelhos) — como nos estudos de toxicidade do desenvolvimento pré-natal — presume-
se que a perda pré-implantacao decorra apenas de efeitos indiretos ou ndo tenha relacdo com a ST
(reflete uma variabilidade bioldgica tipica). Porém, nesses casos, os dados devem ser examinados
cuidadosamente para verificar se sdo notavelmente inferiores & faixa de controle histérico e/ou
determinar uma possivel relacdo dose-resposta. Em caso positivo, estudos adicionais serédo
necessarios para esclarecer o modo de agéo e a extensao de tais efeitos (USEPA, 1991; OECD, 2008;
Hood, 2012).

Quanto a perda pos-implantacdo, um aumento nesse parametro reflete a ocorréncia de efeitos
na sobrevivéncia do embrido / feto. Em roedores e coelhos, o concepto morto sofre degradagéo
gradual, seguida de reabsor¢cado materna. Assim, a perda pos-implantacdo pode ser evidenciada por
reabsorcoes precoces, reabsorcdes tardias ou pela presenca do feto morto. Reabsor¢des precoces ou
tardias sao identificadas pela auséncia (precoce) ou presenca (tardia) de aspectos distinguiveis, como
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a cabeca ou 0s membros. Um aumento no nimero de fémeas com trés ou mais reabsorcdes € um

sinal de toxicidade no desenvolvimento (Hood, 2012). Tendo em vista a grande variabilidade na
incidéncia de perda pés-implantacdo, caso se verifique um aumento significativo apds a exposicdo a
ST, os dados devem ser comparados nao apenas aos controles concorrentes, mas também aos dados
de controle histérico recente do mesmo laboratério (USEPA, 1991). Esse aumento normalmente é
considerado um efeito adverso apenas quando atinge um nivel, no minimo, equivalente ao dobro do
observado no controle concorrente. A confianga nos dados pode ser aumentada caso se verifique uma
relacdo dose-resposta e se a média do controle concorrente estiver dentro da faixa de controle historico
(Hood, 2012).

Por fim, € importante destacar que a avaliacdo de parédmetros de fertilidade em animais
experimentais apresenta sensibilidade limitada para indicar um real déficit reprodutivo em humanos,
principalmente em razdo do reduzido nimero de espermatozoides produzidos por homens em
comparagdo aos animais experimentais. Portanto, os resultados negativos obtidos na analise desses
parametros devem receber menor peso quando comparados a outros desfechos mais sensiveis. Essa
sensibilidade limitada também sugere que o estabelecimento de um NOAEL, LOAEL ou BMD com
base na fertilidade pode néo refletir completamente a extensao do efeito de TR em humanos e dados
fornecidos pela analise de outros desfechos devem ser considerados. Na auséncia destes, deve-se

ajustar o fator de incerteza aplicado aos PoDs obtidos (USEPA, 1996).

b) Efeitos sobre o comportamento sexual

Esse comportamento envolve complexas interagBes neurais, enddcrinas e de O6rgaos
reprodutivos e, portanto, pode ser afetado por uma série de agentes toxicos e de condi¢des
patologicas. Tendo em vista a dificuldade de obtenc&o de dados relativos ao comportamento sexual
em humanos, alteracdes verificadas em animais experimentais indicam o potencial de efeitos
semelhantes em humanos, na auséncia de dados que indiquem o contrario. Essa abordagem de
interpretacdo é corroborada por dados que mostram que os efeitos do SNC podem prejudicar o
comportamento sexual tanto em animais quanto em humanos. Entéo, efeitos observados nesse
parametro devem ser considerados adversos. Isso inclui: 1) evidéncias de comprometimento de
receptividade sexual na fémea — verificacdo da presenca de lordose (flexdo cébncava do dorso com
simultaneo desvio lateral da cauda e extensdo do pescoco); e 2) alteracdo no comportamento de
copula dos machos — verificacdo dos parametros de laténcia para a primeira monta e para intromissao;
namero de montas incompletas e de intromissées; laténcia para ejaculacdo, dentre outros. Caso esses
efeitos sejam secundarios a uma condicdo de debilidade fisica (por exemplo, déficit da atividade
motora da perna traseira ou letargia geral), eles ndo devem ser interpretados como efeitos adversos

reprodutivos, mas indicativos de efeitos sistémicos (USEPA, 1996).

10.1.2. Desfechos especificos para o sexo masculino

Os principais desfechos incluidos nesse item estao resumidos no Quadro 19.
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Quadro 19. Desfechos de toxicidade reprodutiva especificos para o sexo masculino.

PARAMETRO DETALHAMENTO

Peso, exame visual e
histopatologia de 6érgaos
reprodutivos e  outros
orgaos-alvo

Testiculos, epididimos, vesiculas seminais, préstata, hipéfise

Avaliagdo de parametros | Ngmero (contagem) e qualidade (morfologia, motilidade) de espermatozoides
espermaticos?

Comportamento sexual? Montas, intromissdes, ejaculacdes

Niveis hormonais? LH, FSH, testosterona, estrogénio, prolactina

Efeitos no | Descida testicular!, separagédo prepucial®, produgdo de espermatozoides?,
desenvolvimento DAGS, estrutura da genitalia externa?!

1 Desfechos que podem ser obtidos ou estimados de forma relativamente néo invasiva em humanos.

2 Um atraso concomitante na separacgéao prepucial em machos e na abertura vaginal em fémeas indica um atraso
generalizado no crescimento, em oposi¢cdo a um mecanismo mediado seletivamente pelo sistema endécrino
feminino/masculino. Na auséncia de um efeito no peso corporal, uma altera¢do no dia da separagéo prepucial
de dois dias ou mais é tipicamente um indicador de toxicidade.

3 Quando sdo medidas as DAG médias de aproximadamente 20 ninhadas, diferengas iguais ou superiores a 5%
geralmente sdo indicadores de TR.

a) Peso corporal e peso dos 6rgaos

O monitoramento do peso corporal durante a exposi¢éo fornece um indice do estado de saude
geral dos animais, o0 que é bastante relevante para a interpretacéo dos efeitos reprodutivos. A redugéo
do peso corporal em si, ou do ganho de peso, pode ser decorrente de uma série de fatores, tais como:
rejeicdo de alimentos ou dgua contendo a ST devido a palatabilidade reduzida, anorexia induzida pela
ST ou toxicidade sistémica (USEPA, 1996).

Quando ndo se observa uma relagéo clara entre um declinio do peso corporal e um efeito
significativo no sistema reprodutor masculino, ndo se deve descartar a possibilidade de que o efeito
adverso reprodutivo seja secundario a ocorréncia de toxicidade nao reprodutiva. Entéo, a interpretacéo
desse conjunto de dados deve seguir um racional, a saber: na auséncia de dados adicionais capazes
de fornecer maiores esclarecimentos, a evidéncia de quaisquer alteracdes nos desfechos descritos no
guadro acima deve ser considerada um efeito adverso para o sistema reprodutivo masculino, mesmo
na presenca de alteracdo leve a moderada no peso corporal. Por outro lado, se essa evidéncia for
acompanhada de uma grande reducéo do peso corporal ou outra debilidade sistémica grave, pode-se
atribuir o efeito adverso reprodutivo observado a ocorréncia de toxicidade sistémica (USEPA,1996).

Na analise dos 6rgaos reprodutores masculinos, tanto o peso absoluto quanto relativo devem
ser considerados, ja que uma reducao no peso absoluto pode ocorrer sem que esteja necessariamente
relacionada a uma reducao no ganho de peso corporal. A razdo entre o peso do érgao e o peso corporal
pode ndo indicar diferenca significativa se ambas as medidas variarem na mesma direcdo e
mascararem o efeito no peso do 6rgdo. Ainda, € importante ressaltar que a auséncia de deteccéo de
efeitos no peso dos 6rgdos ndo deve excluir alteragbes significativas em outros desfechos mais

sensiveis. Como existe uma baixa variabilidade interanimal no peso dos testiculos, uma alteracéo
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significativa no peso absoluto desse 6rgdo (aumento ou diminuicdo) pode indicar um efeito adverso
(OECD, 2008).
Na avaliacdo das alteracbes de peso em 6rgdos ndo reprodutivos, uma reducgdo igual ou

superior a 10% geralmente tem relevancia toxicologica. No entanto, devido & notavel estabilidade dos
pesos testicular e epididimério, decréscimos de até 5% podem ser indicadores de toxicidade,
especialmente quando reforcados por evidéncias macroscopicas ou microscopicas correlatas ou
efeitos funcionais na fertilidade. Por outro lado, em animais jovens, € menor essa manutencao nos
pesos dos testiculos e epididimos na presenca de diminuigdo do peso corporal, provavelmente devido
a influéncia negativa de uma deficiéncia no estado nutricional para o desenvolvimento dos 6rgéos

reprodutores masculinos (Hood, 2012).

b) Avaliacdo histopatoldgica

O exame histopatol6gico dos 6rgaos reprodutores masculinos fornece informacdes sobre a
gravidade dos efeitos e a seletividade dos 6érgaos afetados. Em geral, o dado histopatol6gico mais
importante € obtido a partir da analise dos testiculos, cujos dados de histopatologia devem ser
interpretados em conjunto com as informacdes de parametros espermaticos, pesos testiculares,
fertilidade e exame macroscopico (Hood, 2012).

A condugéo da histopatologia seria facilitada pela adocdo de abordagens mais uniformes de
quantificagdo da extensdo dos danos verificados. Porém, diante da indisponibilidade de técnicas
padronizadas de preparacdo tecidual e sistemas de quantificacdo, € importante que sejam
apresentados os critérios usados para classificagdo do nivel de lesdes em individuos expostos e
controles, a fim de facilitar a avaliacdo dos dados histopatologicos em um estudo. Esses achados séo,
em geral, classificados de acordo com critérios qualitativos (nimero de animais afetados dentro de um
grupo de dose) e devem ser analisados em conjunto com informagdes sobre parametros espermaticos
e desempenho reprodutivo (USEPA, 1996; OECD, 2008).

Deve-se considerar como efeito adverso para o sistema reprodutivo quaisquer alteracdes
histopatoldgicas significativas e biologicamente relevantes verificadas nos 6rgaos reprodutivos de
animais expostos em nivel superior ao observado no grupo controle. Quando verificadas na hipdfise,
essas alteracdes devem ser consideradas como efeito adverso para o sistema reprodutivo nos casos
em que se evidencie o comprometimento de células envolvidas na producédo de gonadotropina ou
prolactina (USEPA, 1996). Raramente os efeitos reprodutivos adversos se manifestam primariamente
na prostata, nas vesiculas seminais ou nas glandulas coagulantes. Porém, as modificacdes nesses
O0rgdos sexuais acessorios sdo comuns quando a alteracdo reprodutiva primaria envolve efeitos
hormonais (Hood, 2012).

c) Avaliacdo dos parametros espermaticos
Com relacdo aos parametros espermaticos (motilidade, morfologia e contagem de

espermatozoides), estudos indicam uma forte relacdo deles com a fertilidade, porém, ainda ndo ha um
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padrdo comumente aceito acerca do grau de alteracdo desses parametros isoladamente para que

sejam considerados adversos. A morfologia espermética € um dos pardmetros com menor
variabilidade em individuos normais, sendo, portanto, bastante relevante na deteccdo de efeitos
toxicos (USEPA, 1996). Porém, ndo ha um esquema geral de classificagdo para esse parametro.
Anormalidades esperméticas sdo geralmente descritas em termos de alteracdes morfolégicas na
cabeca e cauda, a exemplo de: cabeca em tamanho aumentado ou diminuido, cauda enrolada ou com
presenca de gota residual de citoplasma, multiplas caudas, mitocondrias mal posicionadas, dentre
outros. Tendo em vista a alta proporgcédo de espermatozoides normais em roedores, geralmente sdo
avaliados 200 a 400 espermatozoides por rato. Entdo, considera-se alto o poder estatistico de
deteccao de diferencas nesse parametro entre grupos expostos e controle (OCDE, 2008).

Na analise da contagem de espermatozoides, particularmente nos estudos em roedores, uma
diminuicdo desse parametro pode n&o resultar em fertilidade reduzida, pois esses animais apresentam
excesso de espermatozoides por ejaculacdo, de modo que a fertilidade € prejudicada quando a
contagem é reduzida a 90%. Por outro lado, as concentracdes de espermatozoides nos homens séo
altamente variaveis e, geralmente, inferiores as observadas em roedores. Portanto, mesmo uma
pequena redugdo na concentracao de espermatozoides é capaz de alterar o potencial de fertilidade, o
gue pode colocar alguns homens dentro da faixa de infertilidade ou subfertilidade. Por esse motivo,
uma mudanca estatisticamente significativa na contagem de espermatozoides em um estudo com
roedores é considerada um indicativo de um potencial efeito na fertilidade em humanos (OECD, 2008).

Aqui, vale ressaltar que a auséncia de leséo histolégica nos testiculos ndo exclui as evidéncias
relacionadas a alteragbes na motilidade, morfologia e contagem de espermatozoides. Isso porque
esses parametros podem ser afetados ndo apenas por danos teciduais, mas por uma série de outros
fatores (efeitos diretos nos epididimos ou no préprio espermatozoide; montagem correta de
protaminas, dentre outros). Assim, a verificagdo de uma tendéncia na curva dose-resposta e uma
alteracdo significativa nesses parametros sao geralmente consideradas indicativas de um potencial
efeito sobre a fertilidade em humanos (OECD, 2008).

Tendo em vista que a fertilidade masculina humana é geralmente menor que a das espécies
utilizadas nos testes experimentais e, consequentemente, pode ser mais suscetivel a danos causados
por agentes téxicos, deve-se considerar como efeitos adversos quaisquer alteracdes estatisticamente

significativas em algum dos parametros espermaticos (USEPA, 1996).

10.1.3. Desfechos especificos para o sexo feminino

Na avaliagédo da toxicidade reprodutiva feminina, os desfechos incluidos na analise enfatizam
a capacidade de engravidar e o resultado da gestacéo, bem como a sobrevivéncia e o desenvolvimento
da prole. E importante que nessa avaliacio sejam consideradas tanto as flutuacées inerentes ao ciclo
estral/menstrual, quanto as alteracdes fisioldgicas observadas com a progressdo da gestacao,
lactacao e retorno a ciclicidade durante ou apdés a lactacdo. Adicionalmente, a inclusdo de fémeas nao

prenhes na analise € bastante relevante, uma vez que efeitos adversos no sistema reprodutivo desse
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grupo foram verificados em doses inferiores aquelas que resultam em fertilidade reduzida ou produzem

outros efeitos evidentes na gestacao ou nos seus resultados (USEPA, 1996).

Cabe destacar ainda que a abordagem de avaliacéo e interpretacéo dos desfechos relativos ao
sexo feminino difere do masculino, de modo a permitir a anélise adequada de eventos vinculados e
que sofrem flutuacao em funcédo das altera¢des enddcrinas. De modo geral, a abordagem € a seguinte:
1) Avaliacdo de forma combinada dos dados relativos ao peso, morfologia visivel e histologia, para
cada o6rgdo isoladamente, considerando-se a interrelacdo de desfechos e fatores enddécrinos; 2)
Medicdo e interpretacdo dos parédmetros de ciclicidade; 3) Interpretacdo ajustada para as fases
distintas de pré-puberdade, gestacdo, lactacdo e senescéncia (menopausa) (USEPA, 1996). Os
principais desfechos incluidos nesse item estéo resumidos no Quadro 20.

Quadro 20. Desfechos de toxicidade reprodutiva especificos para o sexo feminino.

PARAMETRO DETALHAMENTO

Pesos de 6rgédos reprodutivos e outros

o Ovério, Utero, vagina, hipdfise
6rgédos-alvo

Exame visual e histopatologia de érgéos

. P Ovario, Utero, vagina, hipdfise, oviduto, glandulas mamarias
reprodutivos e outros drgaos-alvo

Normalidade do ciclo estral (menstrual) | Citologia de esfregaco vaginal

Lordose, tempo para acasalamento, presenca de tamp&o

Comportamento sexual X .
vaginal ou espermatozoides

Niveis hormonais? LH, FSH, progesterona, estrogénio, prolactina

Lactacdo? Crescimento da prole, quantidade e qualidade do leite

Normalidade da genitélia externa?, abertura vaginal?, citologia

Efeitos no desenvolvimento ; L . 51
de esfregaco vaginal, inicio do ciclo estral (menstruacdo?)

Citologia de esfregaco vaginal, histologia dos ovarios

Senescéncia 1
(menopausa?)

1 Desfechos que podem ser obtidos ou estimados de forma relativamente néo invasiva em humanos.

2 Um atraso concomitante na separacao prepucial em machos e na abertura vaginal em fémeas indica um atraso
generalizado no crescimento, em oposi¢cdo a um mecanismo mediado seletivamente pelo sistema endécrino
feminino/masculino. Na auséncia de um efeito no peso corporal, uma alteracdo no dia da abertura vaginal de
dois dias ou mais é tipicamente um indicador de toxicidade.

a) Peso corporal, peso e morfologia de 6rgéos

Primeiramente, com relacdo ao peso corporal, uma consideracdo importante que se aplica ao
sexo feminino é a flutuagdo normal do peso corporal em resposta ao estado fisiolégico, em razdo da
influéncia hormonal exercida (mediada por progesterona e estrdgeno), por exemplo, na ingestédo de
alimentos, gasto energético, indices de retencdo de agua e deposicdo de gordura. Assim, o peso dos
orgdos reprodutivos, geralmente, apresenta baixa correlacdo com o peso corporal. Por essa razéo,

deve-se analisar os dados reais referentes aos pesos dos 6rgaos, ao invés desses valores em relacao
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ao peso corporal (peso érgao/peso corporal). Além disso, esse grupo de dados referente aos pesos e

a analise histopatolédgica dos 6rgaos reprodutivos femininos, bem como aqueles relativos a contagem
de foliculos, devem ser avaliados em conjunto com os indices de desempenho reprodutivo ja citados
(USEPA, 1996).

Inicialmente, com relagdo a andlise do Utero, os efeitos que podem ser considerados adversos
sdo: a) Aspecto infantil ou malformado do Utero ou colo do utero; b) Diminuicdo ou aumento do peso
uterino; c¢) Hiperplasia, hipoplasia ou aplasia endometrial; d) Diminuicdo do ndimero de sitios de
implantacdo (USEPA, 1996). E importante ressaltar que seu peso e morfologia apresentam grande
variabilidade quanto a fase do ciclo estral/periodo gestacional e, por essa razao, os efeitos adversos
devem ser interpretados em relacao ao estagio em que foram avaliados. Na analise do Utero de fémeas
prenhes ou no pos-parto, deve-se registrar 0 numero de sitios de implantagdo ou cicatrizes de
implantacao, pois essa informacao, juntamente com a contagem de corpos luteos, € usada no calculo
dos indices de perda pré e pés-implantagdo, conforme visto anteriormente. As informagdes relativas
ao numero de sitios de implantagdo devem ser interpretadas juntamente com as informagfes sobre
filhotes vivos e reabsor¢Ges embrionéarias (OEDC, 2008).

Quanto a andlise dos ovarios, qualquer alteracado significativa nos seguintes aspectos pode ser
considerada efeito adverso: a) Aumento ou diminui¢do do peso ovariano; b) Maior incidéncia de atresia
folicular; c) Diminuigdo do namero de foliculos primérios; d) Diminuicdo do niUmero ou tempo de vida
dos corpos luteos; e) Evidéncia de foliculogénese ou luteiniza¢do anormais, incluindo foliculos cisticos,
foliculos luteinizados e falha da ovulagéo; f) Evidéncia de puberdade alterada ou senescéncia
reprodutiva prematura (USEPA, 1996). Especificamente na andlise do peso ovariano, uma vez que em
ratos ele ndo sofre flutuagbes durante o ciclo estral, quaisquer alteracbes devem ser consideradas
adversas. E importante observar que nem todas as alteracbes histopatolégicas afetam o peso
ovariano, portanto, uma auséncia de um efeito observado nesse parédmetro ndo exclui a necessidade
dessa avaliacao histolégica (OEDC, 2008).

Muitos estudos evidenciaram uma relacdo entre o numero de foliculos e a fertilidade, porém,
ainda ndo ha um padrao comumente aceito acerca do grau de alteracdo desse parametro
isoladamente para que seja considerado adverso. Frequentemente, uma alteragcdo no numero de
foliculos pode ser detectada previamente a uma alteracdo no peso do 6rgdo ou na histopatologia.
Entéo, no geral, pode-se considerar que a magnitude de uma redug¢édo no namero de foliculos e de
uma lesado tecidual, bem como a natureza dessa lesdo observada, determinardo se ha um efeito
concomitante no desempenho reprodutivo. Quaisquer desses achados, quando dose-dependentes e
guando associados a alteragfes significativas, poderdo ser considerados indicativos de potenciais
efeitos similares em humanos (OEDC, 2008).

Na andlise da vagina e genitalia externa, os efeitos verificados que podem ser considerados
adversos incluem: a) Aumento ou reducéo do peso; b) Aspecto infantil ou malformado da vagina ou

vulva, incluindo vulva masculinizada ou aumento da DAG; c) Hipoplasia ou aplasia vaginal; d)

87

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



Alteracdo do periodo de abertura vaginal; e) Padrdo anormal na citologia do esfregaco vaginal
(USEPA, 1996).

Quanto a andlise da hipdéfise, um aumento ou diminui¢cdo significativa no peso desse 6rgéo

deve ser considerado um efeito adverso. As alteracdes histoldégicas devem ser consideradas como
efeito adverso para o sistema reprodutivo nos casos em que se evidencie o comprometimento de

células envolvidas na producéo de gonadotropina ou prolactina (USEPA, 1996).

b) Producéo de odcito e alteragdes no ciclo estral

Sabe-se que a menopausa precoce em humanos estd associada a taxas aumentadas de
atresia folicular e toxicidade de odcitos. Além disso, alteracdo no desenvolvimento folicular, falha da
ovulacdo ou alteracao na formacdo e funcdo do corpo luteo podem resultar em interrupcdo da
ciclicidade e reducéo da fertilidade. Portanto, considera-se como efeitos adversos para a reprodugéo
aumentos significativos na taxa de atresia folicular, evidéncia de toxicidade oocitaria, interferéncia na
ovulagéo e alteracdo na formagéo ou funcdo do corpo luteo (USEPA, 1996).

Com relagéo ao ciclo estral, a analise do seu padrdo de eventos fornece um indicador util da
normalidade da fungéo reprodutiva neuroenddcrina e ovariana em fémeas ndo prenhes, como também
auxilia na interpretacdo de dados hormonais, histologicos e morfoldégicos e no monitoramento das
fémeas acasaladas. Alguns fatores que sabidamente afetam a ciclicidade estral sdo o estado
nutricional, estresse, ambiente e proximidade de animais machos, 0s quais devem ser devidamente
controlados para evitar potenciais vieses. A analise do ciclo estral em roedores pode ser feita por meio
da verificacao de alteracdes na citologia do esfregaco vaginal, a qual pode fornecer uma série de
informac@es Uteis como: duracao do ciclo, ocorréncia ou persisténcia do estro e do diestro, incidéncia
de pseudogestacdo espontanea e sua distingdo para uma gestacdo verdadeira, indicacdes de morte
fetal e reabsorcao, e inicio da senescéncia reprodutiva em roedores. Entéo, deve-se considerar como
efeito adverso qualquer evidéncia significativa de alteracdo no ciclo estral (ou ciclo menstrual em
primatas), incluindo duragéo ou padréo anormal do ciclo total, bem como das fases de estro e diestro;
falha na ovulacdo ou menstruacdo anormal (USEPA, 1996).

E importante mencionar que, como a ciclicidade estral fornece uma avaliagdo do status
hormonal e da capacidade reprodutiva, espera-se que alteracdes significativas da ciclicidade sejam
acompanhadas de altera¢gbes funcionais na reproducdo. Portanto, mudancas sutis no ciclo estral na
auséncia de efeitos sobre a reproducdo ndo devem ser consideradas como um efeito reprodutivo
adverso. Essas alteragbes devem ser interpretadas em conjunto com os demais dados reprodutivos
avaliados em fémeas (ECETOC, 2002).

c) Glandulas mamérias e lactagao
Altera¢cBes no tamanho e na histologia das glandulas mamarias, bem como reduzida producéo
e liberacdo de leite podem ser consideradas efeitos adversos nas fémeas. Além disso, uma vez que a

prole pode ser exposta a ST via aleitamento materno, é possivel correlacionar uma reducdo no
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crescimento dos filhotes tanto a uma menor disponibilidade de leite pelas mées, quanto a outros fatores

como: 1) menor ingestao de leite pelos filhotes, causada pela sua baixa palatabilidade ou qualidade;
2) efeitos diretos mediados pela ST secretada no leite; 3) outros fatores néo relacionados a capacidade
de amamentacao (por exemplo, deficiéncia na habilidade de suc¢do ou no comportamento materno).
Portanto, deve-se considerar como efeito adverso a verificagdo de redugdes significativas na producgéo
e/ou na qualidade do leite, medidas diretamente ou refletidas no comprometimento do
desenvolvimento dos animais jovens (USEPA, 1996; Hood, 2012).

d) Senescénciareprodutiva

Deve-se considerar como efeito adverso qualquer alteragdo significativa nas medidas que
indicam uma reducdo na idade de inicio da senescéncia reprodutiva em fémeas. Isso inclui a
interrupcao da ciclicidade normal, avaliada por meio de citologia do esfregaco vaginal, histopatologia
ovariana ou perfil enddcrino consistente com essa interpretacao (USEPA, 1996).

10.1.4. Influéncia da toxicidade sistémica/parental na interpretacéo do estudo

A fim de se alcancar uma conclusdo quanto a toxicidade na fisiologia reprodutiva, deve-se
considerar todas as evidéncias de efeitos sobre a reproducédo/fertilidade e interpreta-las no contexto
dos demais dados de toxicidade sistémica e/ou parental. Assim, efeitos adversos reprodutivos
observados apenas em niveis de dose que causam toxicidade sistémica acentuada (por exemplo,
letalidade, reducéo acentuada no peso corporal absoluto, coma) devem ser desconsiderados para fins
de classificacdo. J4 em casos de toxicidade sistémica menos acentuada, essa relagdo ndo é bem
estabelecida e, portanto, deve-se considerar que os efeitos reprodutivos observados nesses niveis de
dose nao sdo uma consequéncia secundaria dessa toxicidade sistémica e, por essa razao, devem
contribuir para a classificacdo da ST (ECHA, 2017), a menos que uma relacdo causal possa ser

estabelecida.

10.1.5. Classificacdo quanto ao nivel de preocupacdo dos efeitos adversos sobre
fertilidade e reproducéao

Cada evidéncia obtida nos estudos experimentais deve ser avaliada e classificada quanto ao
seu nivel de preocupacao (baixo, moderado ou alto), com base em alguns critérios, que podem
inclusive contribuir para uma alteracdo da avaliacdo final. Assim, o nivel de preocupacdo de
determinado efeito adverso pode ser influenciado pelas espécies nas quais a observacao foi feita e
pode ser aumentado nos casos em que esse efeito:

e Ocorre com mais frequéncia juntamente com outro e ambos indicam 0 mesmo mecanismo

de acao (por exemplo, modulacdo do controle enddcrino);

e Ocorre em filhotes isolados de varias ninhadas, ao invés de acometer todos os filhotes de

uma mesma ninhada (por exemplo, efeitos do desenvolvimento pos-natal);

* Ocorre em doses nas quais ndo se observa toxicidade materna;

89

Avaliacéo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



» E corroborado por evidéncias em outros estudos de toxicidade ndo reprodutiva (por exemplo,
reducdo da producédo de espermatozoides e alteragdes histopatologicas no testiculo);
e Apresenta uma magnitude ou incidéncia progressivamente maior nas geragdes
subsequentes;
No anexo I, consta um resumo dos parametros de toxicidade reprodutiva ja discutidos nos itens
anteriores, com seus respectivos niveis de preocupac¢do, 0s quais podem servir de guia na avaliagéo
do perigo. Vale ressaltar que os efeitos verificados ndo devem ser considerados isoladamente, mas

em conjunto com os demais dados, em uma abordagem de peso da evidéncia (ECETOC, 2002).

10.2. EFEITOS SOBRE O DESENVOLVIMENTO DA PROLE

A toxicidade para o desenvolvimento geralmente ocorre de forma dose-dependente e pode estar
associada a diferentes vias de exposi¢cdo. Pode ser resultante de uma exposi¢do aguda (inclusive
exposic¢ao unica) ou crénica, com a manifestacdo de uma grande variedade de efeitos, a depender do
momento da exposi¢do, uma vez que diferentes 6rgdos e sistemas funcionais apresentam distintos
periodos criticos de desenvolvimento. As principais manifestagbes de toxicidade para o
desenvolvimento séo agrupadas em: 1) morte do organismo em desenvolvimento, 2) anormalidade
estrutural (malformacéo e variacdo), 3) crescimento alterado e 4) déficit funcional (USEPA, 1991;
ECHA, 2017).

10.2.1. Fatores prévios a serem considerados na interpretacdo geral dos dados de
toxicidade para o desenvolvimento

A avaliacdo das evidéncias de toxicidade para o desenvolvimento é conduzida em dois niveis.

Primeiramente, deve-se analisar todos os dados para diferenciar os efeitos adversos que apresentam

significancia estatistica daqueles que nao apresentam. O segundo nivel é 0 mais importante e consiste

na interpretacdo da significancia toxicolégica dos desfechos alterados. O Quadro 21 resume os fatores

capazes de afetar a interpretacdo dos dados (Hood, 2012).

Quadro 21: Fatores que afetam a interpretacdo dos dados de toxicidade no desenvolvimento.

Artefatos de procedimento
e Diagnostico:
o Falha em reconhecer achados raros, quando presentes;

e Fixacéo:
o  Encolhimento do tecido;
o Opacidades oculares devido a fixacdo de formaldeido;

e Manuseio incorreto dos espécimes:

o Deformacédo de osso e cartilagem (por exemplo, artrogripose aparente causada por compressao
uterina, decorrente de atraso na remocéao dos fetos de dentro do Utero);

o Hematomas ou hemorragias petequiais;

o  Seccdes cardiacas imprecisas.

Inter-relagdo dos desfechos
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e Auséncia de padrdo dose-resposta nos dados de indice de malformacéo devido a aumento relacionado
a dose na perda pés-implantacao;

e Peso fetal inversamente relacionado ao tamanho da ninhada (competicao intraninhada);
¢ Ganho de peso corporal materno na gestacao tardia em relagédo a sobrevida intrauterina;

e Retardo de crescimento intrauterino generalizado versus malformacdes estruturais especificas (por
exemplo, onfalocele, fenda palatina).

Padrbdes temporais

e Respostas continuas (efeito de agrupamento versus divisdo de evidéncias);

e Dano em uma regido anatébmica especifica manifestado como variagdo em baixas doses e como
malformag6es em doses superiores;

¢ Mudancas no periodo da morte intrauterina (reabsorcdo precoce a tardia) em relagcdo a curva dose-
resposta;

e Auséncia de uma relacdo dose-resposta devido a saturacédo da absor¢éo e ligagdo a receptores;

e Expressao simétrica da anormalidade.

A seguir, serdo detalhados outros fatores relevantes a serem considerados na analise e

interpretacdo dos desfechos avaliados nos periodos pré e pés-natal:

a) Via de exposicéao

Os estudos descritos no presente guia, em geral, estdo sujeitos a variabilidade na exposi¢céo
dos animais experimentais, bem como a incertezas em relacdo a exposi¢ao real dos filhotes, a qual
pode ocorrer tanto durante a gestacgéo (via circulagdo materna) quanto no pés-parto (via leite materno).
Pode ocorrer ainda por administracao direta (via gavagem, ingestdo de agua ou alimento) durante
alguns estagios do periodo pré-desmame, caso seja necessario garantir a exposicdo adequada da
prole durante estagios criticos do desenvolvimento e/ou para quantificar esse nivel de exposi¢ao. Vale
ressaltar que a via dérmica nao é recomendada para estudos de TR, uma vez que as dificuldades
técnicas associadas a essa abordagem superam as vantagens de se representar uma exposi¢cao
humana real. Dados de estudos de toxicocinética devem ser utilizados para a extrapolacdo da via oral
para a via dérmica, se necessario (OECD, 2008).

b) Janela critica de exposicéao

A temporalidade é um aspecto chave relacionado a efeitos & satde induzidos por substancias
guimicas, especialmente aqueles decorrentes da exposi¢cdo durante o desenvolvimento. O momento,
bem como a duragéo da exposi¢do, desempenha papel crucial no desencadeamento dos efeitos, que
podem se manifestar em estagios posteriores da vida (EC, 2017).

Embora sejam delineados cendrios amplos de exposicdo nos diferentes estudos, a fim de
investigar uma variedade de efeitos adversos ocasionados por exposicdes pré e pos-natal, é raro que
um estudo forneca dados suficientes para identificar com precisdo o periodo critico de exposi¢éo
associado a um determinado efeito. Além disso, com relacdo ao regime de exposi¢do, embora

administragcfes Unicas versus repetidas possam resultar em efeitos muito distintos, na avaliacdo do
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perigo deve-se adotar uma suposicdo conservadora, qual seja: qualquer efeito observado no
desenvolvimento pré-natal pode ser resultante de uma exposicdo Unica a ST, ocorrida a qualquer

momento durante o periodo estudado (OECD, 2008).

C) Adocéao cruzada (cross-fostering)

Tendo em vista que altera¢des no desenvolvimento podem ser atribuidas ndo somente a um
efeito da ST na prole, mas também a efeitos indiretos observados na mae (por exemplo, déficits na
lactacdo ou cuidados maternos), pode ser Util optar pela técnica de adocédo cruzada, na qual ninhadas
expostas no pré-natal sao criadas por uma mée nao exposta e vice-versa (OECD, 2008).

d) Idade dos filhotes

O calculo da idade da prole, a depender do desenho experimental e do desfecho avaliado, deve
ser efetuado com base no nascimento (idade pos-parto) ou no acasalamento (idade pds-coito). Isso é
particularmente relevante na analise de marcos de desenvolvimento ocorridos no periodo pré-
desmame, caso em que a idade pés-coito € um melhor preditor da idade de aparecimento do que a
idade pos-natal, pois a duracdo da gestacdo pode diferir entre os grupos (OECD, 2008).
Adicionalmente, com relacdo aos testes comportamentais empregados para avaliar DNT, deve-se
demonstrar que os animais sdo maduros o suficiente para realizar a tarefa especificada. Os agentes
neurotéxicos para o desenvolvimento podem acelerar ou atrasar a capacidade de aprendizado ou
podem interferir na funcdo cognitiva no momento da execugdo da tarefa. Animais mais velhos
frequentemente apresentam um pior desempenho em alguns tipos de testes, por isso, deve-se
demonstrar que os animais controle dessa mesma faixa etaria sdo capazes de realizar a tarefa
(USEPA, 1998).

e) Controle histérico e concorrente

Deve-se sempre priorizar a comparacdo de animais tratados com um grupo controle
concorrente e, quando nédo for possivel, pode-se empregar dados de controle histérico. Uma grande
diferenca entre dados de controle histérico e dados concorrentes pode indicar uma falha grave no
estudo e, a depender da gravidade do caso, pode ndo ser apropriado utilizar os dados de controle
historico na interpretacdo dos dados dos grupos tratados. Algumas orientacdes devem ser seguidas
quando da utilizacdo de dados de controle histérico, quais sejam: optar por estudos realizados no
mesmo laboratorio, dentro de um periodo razoavel antes da interpretacdo do estudo (por exemplo,
2 anos); e com o mesmo desenho experimental (espécie, linhagem, fonte e idade dos animais

experimentais; veiculo, via e duracdo da administragdo da ST) (OECD, 2008).

f) Efeitos latentes ou tardios
No estudo de DNT, esses efeitos sdo avaliados indiretamente, uma vez que séo realizados

testes neurocomportamentais e exames neuropatolégicos em animais adultos, apdés um periodo sem
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tratamento (aproximadamente entre os DPN 21 e 60). No entanto, em estudos de toxicidade do

7

desenvolvimento pré-natal, eles ndo sdo investigados, pois a analise dos fetos é conduzida
previamente ao nascimento. Ja& em estudos reprodutivos multigeracionais, a investigacao desses
efeitos tardios é conduzida em animais da segunda geracdo em diante, os quais foram expostos a ST
durante os periodos de desenvolvimento intrauterino e pds-natal, e avaliados quanto aos efeitos
adversos durante a maior parte da vida adulta. No entanto, independente do estudo empregado, é
extremamente dificil distinguir entre efeitos adversos tardios resultantes da exposicdo pré-natal e
aqueles que resultaram de exposi¢cdes pos-natais ou adultas, ou ainda de um acumulo de multiplas
exposicdes ao longo dos varios estagios da vida do animal. Uma comparacao de respostas obtidas a
partir de filhotes de sucessivas geragcfes, em um mesmo estudo, pode fornecer algumas informacdes

limitadas para sanar essa duvida (OECD, 2008).

9) Analises estatisticas

Nesse tipo de estudo, considera-se que a ninhada é a unidade experimental e, portanto, fetos
ou filhotes pertencentes as ninhadas nédo respondem de modo independente. Por essa razao, as
analises estatisticas sdo geralmente delineadas para analisar dados com base na incidéncia por
ninhada ou no numero e percentual de ninhadas exibindo desfechos especificos. Dados fetais e
neonatais devem ser analisados considerando-se alguns aspectos, quais sejam: delineamento do
estudo, desfecho investigado, tamanho da amostra, possiveis efeitos de género e a influéncia da
ninhada nos efeitos. Quanto ao poder estatistico de um estudo — isto &, a probabilidade de ele
demonstrar um efeito verdadeiro — os fatores que podem afeta-lo sdo: tamanho da amostra (com a
suposicdo de que a ninhada é a unidade basica de analise), incidéncia basal da evidéncia,
variabilidade na incidéncia do desfecho, robustez dos dados e o método de analise empregado. Por
exemplo, em um estudo de toxicidade do desenvolvimento pré-natal no qual séo avaliadas 20 ninhadas
por grupo de dose, onde todos os fetos sao avaliados, a alteragdo minima detectavel é: a) incidéncia
aumentada de malformacgfes 5 a 12 vezes acima dos niveis de controle; b) aumento de 3 a 6 vezes
na taxa de mortalidade intrauterina; c) diminuicdo de 0,15 a 0,25 vezes no peso fetal. Entdo, com
relacdo ao mesmo estudo, a capacidade de detectar uma alteracdo no peso fetal € muito superior a
de outros desfechos avaliados. Isso faz com que efeitos no peso fetal sejam frequentemente
observados em doses inferiores aquelas associadas a outros sinais de toxicidade no desenvolvimento.
Para estudos multigeracionais, a deteccdo de anormalidades estruturais nos filhotes F1 e F2 se
mostrou dependente ndo apenas do numero de ninhadas avaliadas, mas também do numero de
filhotes de cada ninhada examinados para cada desfecho. Vale ressaltar que ndo se faz necessaria a
obtencao de significancia estatistica para validagédo de significancia biolégica dos efeitos relacionados
a exposicao. Isso é particularmente importante nos efeitos com baixa incidéncia (malformacdes raras)
ou alta variabilidade, ou em estudos neuropatoldgicos, nos quais o tamanho da amostra dos grupos é

limitado. Da mesma forma, a significAncia estatistica ndo significa necessariamente significancia
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biolégica e, por essa razéo, € importante um julgamento cientifico adequado e dados de controle

histérico para distinguir entre resultados aleatérios e reais (OECD, 2008).

10.2.2. Influéncia da toxicidade materna na interpretacéo do estudo

E biologicamente plausivel que a toxicidade materna possa afetar adversamente o
desenvolvimento da prole. Isso pode ocorrer tanto por mecanismos secundarios inespecificos —
estresse e perturbacéo da homeostase materna — quanto via mecanismos especificos mediados pela
mae (GHS, 2021; ECHA, 2017). Vérios estudos mecanisticos tém buscado correlacionar determinados
efeitos maternos com desfechos para o desenvolvimento, bem como quantificar essas relacdes. No
entanto, a maioria deles ndo consegue comprovar uma relacdo casual. Isso ocorre porque os dados
de toxicidade materna coletados nos estudos regulatérios de toxicidade para o desenvolvimento séo
limitados e, geralmente, baseados em desfechos menos sensiveis do que aqueles utilizados para
avaliar a toxicidade no desenvolvimento (ECETOC, 2002).

Na analise da toxicidade materna, deve-se considerar o inicio, a relacdo dose-resposta e o
periodo de ocorréncia das evidéncias clinicas, bem como a sua possivel relacdo com os efeitos
observados nos embrides/fetos em desenvolvimento. Por exemplo, um efeito adverso na fémea prenhe
gue se manifesta clinicamente durante uma janela critica do desenvolvimento poderia ser implicado
na alteragdo morfoldgica subsequente da prole (Hood, 2012).

A necessidade de avaliar essa relagdo nos estudos de toxicidade no desenvolvimento j& esta
bem estabelecida em diretrizes regulatorias, nas quais resta clara a orientagédo de que o limite superior
da faixa de doses seja definido com base na toxicidade materna, conforme exposto anteriormente nos
itens de descricdo dos estudos (ECETOC, 2002). A abordagem adequada para interpretar essa
relacdo consiste em avaliar primeiramente os efeitos adversos relativos ao desenvolvimento e, em
seguida, avaliar a toxicidade materna juntamente com outros fatores que possam exercer influéncia
sobre esses efeitos na prole. Isso deve ser feito em uma abordagem de peso da evidéncia, a fim de
se determinar o nivel de influéncia que deve ser atribuido a toxicidade materna e se obter uma
conclusao quanto a classificacao do perigo (GHS, 2021; ECHA, 2017).

Desse modo, os estudos em animais devem idealmente fornecer clara evidéncia de TR na
auséncia de outros efeitos toxicos sistémicos. No entanto, se a toxicidade para o desenvolvimento
ocorrer juntamente com outros efeitos toxicos maternos, a influéncia potencial de efeitos adversos
generalizados deve ser avaliada na medida do possivel (GHS, 2021). As evidéncias de toxicidade
sobre o desenvolvimento sdo consideradas para fins de classificacdo de perigo, ainda que ocorram na
presenca de toxicidade materna, a menos que seja possivel demonstrar, de forma inequivoca e caso
a caso, que os efeitos no desenvolvimento sdo secundarios a toxicidade materna. Além disso, a
classificacdo deve ser considerada em casos de verificacdo de um efeito toxico significativo na prole,
como efeitos irreversiveis — malformagfes estruturais, letalidade embriofetal, significativa deficiéncia
funcional pés-natal (ECHA, 2017).
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Os efeitos adversos na sobrevivéncia e no crescimento pos-natal, observados apenas em

niveis de dose que causam toxicidade materna, podem decorrer da falta de cuidado parental ou de
outras causas, como efeitos adversos sobre a lactacdo; ou pela toxicidade no desenvolvimento em si.
Caso os efeitos observados sejam atribuidos a auséncia de cuidado parental, a classificacdo como
toxico para o desenvolvimento pode néo ser justificada (ECHA, 2017).

Nos casos em que se estabelece uma relagdo causal entre a toxicidade materna e para o
desenvolvimento, o nivel de preocupagdo com os efeitos adversos verificados na prole pode ser
reduzido. Por outro lado, quando ha dados insuficientes para embasar essa relacdo causal, pode-se
concluir que a exposigdo a ST resulta em toxicidade especifica para o desenvolvimento. Na condugéo
dos estudos de toxicidade no desenvolvimento, uma avaliacdo mais detalhada da homeostase materna
possibilitard uma definicdo mais precisa quanto ao nivel de preocupacdo das evidéncias para o
desenvolvimento, em relacdo a condicdo materna correspondente (ECETOC, 2002).

De modo geral, na avaliagdo dos efeitos maternos e na prole, & possivel que trés situagdes
sejam verificadas:

I. Ocorréncia de toxicidade para o desenvolvimento em uma dose inferior a qual se registra
toxicidade materna. Esse caso, no qual a ST deve ser considerada toxica para o
desenvolvimento e enquadrada na categoria 1B, é especialmente preocupante, pois o
organismo em desenvolvimento é afetado, mas a toxicidade ndo é aparente no animal
adulto (USEPA, 1991).

Il. Ocorréncia de efeitos adversos do desenvolvimento apenas em doses que causam
toxicidade materna minima. E a situac&o mais comum e, nesses casos, 0s efeitos adversos
na prole devem ser interpretados como toxicidade para o desenvolvimento — com
classificacdo da ST na Categoria 1B. Isso significa que ndo se deve presumir que a
ocorréncia desses efeitos em doses toxicas para a mae resulte apenas da toxicidade
materna. Isto é, esses efeitos ndo devem ser desconsiderados e enquadrados como
secundarios a toxicidade materna, ainda que sejam associados a mecanismos especificos
mediados pela mae. Entdo, um valor de LOAEL igual para organismos adultos e em
desenvolvimento indica que ambos sdo sensiveis a esse nivel de dose. Além disso, deve-
se considerar que, independentemente de os efeitos no desenvolvimento serem ou nao
secundarios a toxicidade materna, os efeitos maternos podem ser reversiveis, enquanto 0s
efeitos na prole podem ser permanentes (USEPA, 1991). Quando disponiveis, os dados
mecanisticos comprobatérios de que os efeitos observados na prole decorrem de
mecanismos mediados pela mde podem embasar uma redugé@o no nivel de preocupacéo
da evidéncia encontrada e, consequentemente, uma alteracdo na classificacdo da ST da
Categoria 1B para 2. Contudo, isso s6 pode ser feito caso a caso, quando uma relagcéo
causal é estabelecida ou refutada (GHS, 2021; ECHA, 2017).

[ll. Ocorréncia de efeitos adversos do desenvolvimento apenas em doses que causam

toxicidade materna excessiva, ou seja, significativamente maior que a dose téxica minima,
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podendo resultar em morte ou severa inanicdo materna, ou ainda prostracdo e

incapacidade de amamentar e cuidar dos filhotes. Nesses casos, as informacdes sobre os
efeitos do desenvolvimento podem ser dificeis de interpretar e, portanto, tém valor limitado
na analise das evidéncias. E razoavel presumir que a toxicidade para o desenvolvimento é
uma consequéncia secundéria da toxicidade materna. Portanto, os efeitos na prole devem
ser desconsiderados e a ST ndo deve ser classificada quanto & TR (GHS, 2021; ECHA,
2017).

Em um estudo bem delineado, a toxicidade materna é determinada em animais prenhes e/ou

lactantes durante um periodo adequado da gestacao e/ou no periodo neonatal. Ndo é recomendavel

gue ela seja presumida ou extrapolada a partir de outros estudos de toxicidade em adultos. Nos itens

abaixo, estdo listados alguns desfechos uteis na determinacdo da toxicidade materna, os quais devem

ser avaliados quanto a significancia estatistica e bioldgica, bem como a uma possivel relacdo dose-

resposta. Esses desfechos ja foram devidamente detalhados nos itens relativos aos efeitos sobre a
fertilidade e a reproducgéo (item 9.1) (GHS, 2021).

a)

b)

d)

Mortalidade: Um aumento da incidéncia de mortalidade das fémeas expostas, em relacao
ao controle, deve ser considerado evidéncia de toxicidade materna se ocorrer de forma
dose-dependente e puder ser atribuido a toxicidade sistémica causada pela exposicdo a
ST. Uma taxa de mortalidade superior a 10% ¢é considerada excessiva e os dados obtidos
nesse nivel de dose devem ser desconsiderados em avaliagdes adicionais.

indices de acasalamento e de fertilidade: Esses indices também podem ser afetados pelo
macho e estdo detalhados no Quadro 16.

Duracédo gestacional,

Peso corporal e alteracdo do peso corporal: Esse parametro deve ser verificado no DO,
durante a gestacao e no dia da necropsia. Em coelhos, o ganho de peso corporal pode ndo
ser um indicador Util de toxicidade materna, pois esse parametro é bastante variavel
durante a gestacdo. Uma reducdo no peso corporal igual ou superior a 5%, mantida por
varios dias, geralmente é considerada um efeito adverso materno. Uma avaliagdo completa
do crescimento materno deve incluir a medicdo do peso corporal e do ganho de peso
corporal, em intervalos minimos de trés a quatro dias durante o periodo de exposi¢do a
ST; do peso uterino gravidico (peso do utero e seu conteldo), peso corporal liquido (o peso
corporal terminal excluindo o peso uterino gravidico) e a alterac&o liquida do peso corporal
(a alteragéo total do peso corporal durante a gestacao, excluindo o peso uterino gravidico).
Essa ultima medida também é chamada de peso corporal materno ajustado (corrigido),
calculado por meio da diferenca entre o peso corporal inicial e final, subtraida do peso do
Utero gravidico ou o peso da ninhada no momento da eutanasia. Esse dado pode indicar

se o efeito € primariamente materno ou intrauterino. Por exemplo, uma redugéo
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significativa no ganho de peso durante a gestacdo e no peso uterino gravidico, sem

gualquer alteracdo no ganho de peso materno corrigido, geralmente indica um efeito
intrauterino. J& uma alteracdo no ganho de peso corrigido sem variacdo no peso uterino
gravidico é sugestiva de toxicidade materna e efeito intrauterino minimo ou ausente.

e) Pesos de orgdos: efetuado em casos de suspeita de toxicidade para 6rgdos-alvo e,
principalmente, quando refor¢cados por evidéncias histopatologicas. Deve-se medir 0 peso
absoluto, relativo ao peso corporal e relativo ao peso cerebral.

f) Consumo de alimentos e agua (especialmente se a exposicao ocorrer por essas vias):
AlteracBes nesse parametro precisam ser avaliadas em conjunto com dados de pesos
corporais maternos, a fim de se determinar se os efeitos observados refletem a toxicidade
materna ou somente pela presenca da ST afetar a palatabilidade da agua e dos alimentos.
Uma reducéo igual ou superior a 10% na ingestédo de alimentos pela mée, observada em
um estudo de toxicidade no desenvolvimento, pode indicar ndo apenas toxicidade materna,
mas também a possibilidade de um dano secundario a progénie em desenvolvimento.

g) Avaliagbes clinicas: Sao verificados os sinais clinicos, dosagens bioquimicas hormonais e
exames hematoldégicos. Deve-se detalhar o tipo, incidéncia, grau e duracdo dos sinais
clinicos, os quais incluem coma, prostracdo, hiperatividade, perda do reflexo de
endireitamento, ataxia ou respiragédo dificil.

h) Necropsia e histopatologia: efeitos adversos histopatologicos no(s) 6rgédo(s) afetado(s)
podem reforcar uma alteragdo significativa no peso médio desses 0rgdos em fémeas

expostas, comparativamente ao grupo controle, evidenciando assim toxicidade materna.

10.2.3. Detalhamento dos desfechos de toxicidade no desenvolvimento
O Quadro 22 inclui pardmetros gestacionais — j& discutidos em itens anteriores — e embriofetais,

e detalha como os desfechos observados na prole e na ninhada podem ser expressos (USEPA, 1991).

Quadro 22: Desfechos de toxicidade no desenvolvimento.

Ninhadas com implantes

N° sitios de implantacdo / fémea

N° corpos luteos / fémeat

Percentual de perda pré-implantagéo?’?

Ne° e percentual de filhotes vivos / ninhada?3

N° e percentual de reabsorcdes / ninhada

N° e percentual de ninhadas com reabsorcdes

N° e percentual de 6bitos fetais tardios / ninhada

N° e percentual de implantes néo vivos (6bitos fetais tardios + reabsor¢des) / ninhada
N° e percentual de ninhadas com implantes nao vivos

N° e percentual de implantes afetados (n&o vivos + malformados) / ninhada
N° e percentual de ninhadas com implantes afetados

N° e percentual de ninhadas com reabsorcdes totais

N° e percentual de natimortos / ninhada

N° e percentual de ninhadas com filhotes vivos

Ninhadas com filhotes vivos |
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N° e percentual de filhotes vivos / ninhada??

Viabilidade da prole?*

Raz&o entre os sexos / ninhada?

Peso corporal médio da prole / ninhada*

Peso corporal médio masculino ou feminino / ninhada*

N° e percentual de filhotes com malformacgdes externas, viscerais ou esqueléticas / ninhada
N° e percentual de filhotes malformados / ninhada

N° e percentual de ninhadas com prole malformada

N° e percentual de machos ou fémeas malformados / ninhada

N° e percentual de filhotes com variacdes externas, viscerais ou esqueléticas / ninhada

N° e percentual de filhotes com varia¢des / ninhada

N° e percentual de ninhadas com prole exibindo varia¢des

Tipos e incidéncia de malformac¢des individuais

Tipos e incidéncia de variac¢des individuais

Filhotes individuais e suas malformac6es e variagfes (agrupados de acordo com ninhada e dose)
Sinais clinicos (tipo, incidéncia, duracéo e grau)

Necropsia e histopatologia

1 Relevante quando a exposicdo tem inicio antes da implantagéo. Pode ser dificil de avaliar em camundongos.
2 Célculo ja descrito no item 9.1.

3 O termo “filhotes” se refere tanto aos fetos observados antes do nascimento quanto aos animais ap6s o
nascimento. Os desfechos examinados dependem do protocolo adotado em cada estudo.

4Medida em intervalos selecionados até o término do estudo.

Alguns desses desfechos apresentam maior sensibilidade que outros, isto €, sdo afetados com
maior frequéncia e em niveis de dose mais baixos. O modo de agéo pode ser util na determinagéo do
(s) parametro (s) mais sensivel (is), apesar de que, na maioria dos casos de toxicidade do
desenvolvimento observada em animais experimentais, o peso fetal € o mais sensivel e esta
geralmente associado a diferentes efeitos adversos sobre o desenvolvimento. Entdo, o conhecimento
sobre os diferentes padrbes de alteracdes verificadas em mudltiplos desfechos — frequentemente
decorrentes da reducao no peso corporal fetal — é essencial para se efetuar uma analise global do
processo de toxicidade no desenvolvimento (Hood, 2012).

Assim, tendo em vista que alguns eventos — como desenvolvimento da cavidade corporal (por
exemplo, rotagdo e retracao intestinal) e fechamento da linha média (tubo neural, palato duro, coluna
vertebral, térax e abddbmen) — acontecem de maneira sistematica e harmoniosa, o retardo no
crescimento pode simplesmente modificar o momento de ocorréncia desses eventos em questéo de
horas ou dias. Por exemplo, um dano que se manifesta como onfalocele ou fenda palatina pode resultar
de atraso no desenvolvimento devido ao retardo do crescimento intrauterino, ao invés de ser causado
por um efeito direto na morfogénese dessas estruturas. Essa distingdo pode ser importante na etapa
de avaliacéo de risco (Hood, 2012).

Portanto, os dados de toxicidade para o desenvolvimento devem ser avaliados de forma
conjunta, seguindo a premissa de que, embora possam existir efeitos adversos seletivos em desfechos

discretos, eles sdo excecdo a regra dos padrdes de efeito (Hood, 2012).
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10.2.3.1.Alteracdo na sobrevivéncia e no crescimento

A morte intrauterina de um concepto pode ser decorrente de um efeito toxico primario ou de
defeitos estruturais (malformacdes) devido as propriedades teratogénicas de uma ST. Em estudos
regulares de toxicidade para o desenvolvimento, o0 exame uterino realizado ao final da gestacdo néo
permite elucidar o que de fato ocasionou o 6bito do concepto. Assim, uma substancia que acarreta
acentuada letalidade embriofetal e alguns fetos malformados em um determinado nivel de dose deve
ser um potencial teratogénico. Essa interpretacdo se embasa no fato de que esses poucos fetos
malformados sobreviventes a termo, observados na cesariana, podem representar a maioria dos fetos
que sofreram O6bito intrauterino devido a suas malformagBes e foram, consequentemente,
reabsorvidos. Nesse caso, faz-se necessério resultados da exposicdo a dosagens mais baixas, em
intervalos estreitos, para interpretar essas evidéncias e avaliar completamente o potencial teratogénico
dessa substancia (ECETOC, 2002).

O numero de filhotes vivos por ninhada, com base nas ninhadas que tém um ou mais filhotes
vivos, pode permanecer inalterado, embora se observe um aumento na incidéncia de ndo-vivos em
todas as ninhadas. Isso pode ocorrer tanto em razdo de um aumento no nimero de ninhadas sem
filhotes vivos, quanto por um aumento no nimero de implantes por ninhada. A redugédo no niumero de
filhotes vivos por ninhada é geralmente acompanhada de um aumento na incidéncia de implantes nao
vivos por ninhada, a menos que o numero de implantes seja diferente entre os grupos de dose
(USEPA, 1991).

O peso corporal € um indicador sensivel de toxicidade no desenvolvimento e uma redugéo
significativa nesse parametro pode inclusive ser usada como base para estabelecer o NOAEL. Vérios
outros fatores devem ser considerados na avaliagdo das alteragbes de peso fetal ou neonatal; por
exemplo, em animais multiparos, os pesos fetais ou neonatais sdo geralmente inversamente
correlacionados com o tamanho da ninhada. Essa relagcéo pode afetar a extremidade superior da curva
dose-resposta, entdo, na andlise estatistica de peso corporal médio, deve-se ajustar o peso da ninhada
pelo seu tamanho, por exemplo, usando técnicas de andlise de covariancia (USEPA, 1991; OECD,
2008).

10.2.3.2.Alteragdo no desenvolvimento morfolégico

Os filhotes vivos sé@o geralmente examinados quanto a malformacdes e variacdes (externas,
viscerais e esqueléticas). A terminologia usada para descrever evidéncias individuais obtidas em
exames morfolégicos fetais ainda é usada de maneira inconsistente. Frequentemente, os efeitos
observados séo classificados como malformacdes maiores, malformagdes menores e variacdes. Essa
classificacdo deve ser efetuada pelo laboratério responsavel pela realizacdo do estudo e, em seu
relatério, devem constar os critérios utilizados e as definigcbes claras dos termos usados, a fim de
possibilitar uma interpretacdo adequada dos dados. Essas evidéncias morfoldgicas fetais abrangem

um espectro de gravidade, com base em seu impacto na viabilidade e sobrevivéncia da prole
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(ECETOC, 2002). Essa determinacdo da gravidade de uma alteracdo morfoldgica observada é

bastante critica, tendo em vista a ocorréncia de respostas continuas entre uma morfologia fetal normal
e outra com desvios extremos (Hood, 2012).

Em geral, a terminologia frequentemente usada € a seguinte (OECD, 2008):

e Anomalia: AlteracBes estruturais no desenvolvimento que incluem malformacdes e
variacoes;

e Malformacgio: Alteracdo estrutural geralmente rara. E permanente e ocorre além da
variacdo biologica esperada, podendo afetar adversamente a sobrevivéncia,
desenvolvimento ou funcionalidade.

e Variacdo: Alteracdo estrutural associada a um pequeno ou ausente efeito prejudicial para o
animal. Sua ocorréncia pode ser transitdria e com relativa frequéncia na populagéo controle.
Inclui o retardo, definido como um atraso no crescimento ou nha morfogénese que, de outra

forma, seguiu um padrdo normal de desenvolvimento.

Ao avaliar se um desvio morfolégico fetal consiste numa malformacao ou variagdo, os seguintes
fatores devem ser considerados: 1) Grau de desvio da média — magnitude da alteragdo morfolégica e
natureza do impacto funcional, quando presente; Il) Incidéncia (prevaléncia); Ill) Impacto na
salubridade e até que ponto ha reversibilidade (Hood, 2012).

Dada a inconsisténcia da terminologia para descrever anomalias no desenvolvimento, foi criado
um projeto internacional, denominado DevTox Project — o qual envolve trés instituicdes alemas,
incluindo o Instituto Federal alem&o de Avaliacdo de Risco (BfR) — com o objetivo de harmonizar essa
nomenclatura, auxiliar no reconhecimento visual de anomalias e fornecer uma base de dados de
controle histérico de efeitos no desenvolvimento de animais experimentais. As anomalias sao
classificadas como variag6es, malformac6es ou como "na zona cinzenta" para as diversas espécies
de animais experimentais (uma anomalia pode ser considerada uma variagado em uma espécie e uma
malformacéo em outra). Essas informacfes, bem como todas as referéncias para essa classificagéo,
gue sao periodicamente atualizadas, estdo publicamente disponiveis no sitio eletrénico devtox.org.

Enquanto as malformacfes se enquadram em um nivel alto de preocupacdo, variacbes e
retardos sédo enquadrados em um nivel de preocupacao baixo a moderado (ECETOC, 2002), conforme
detalhamento disposto no Anexo Il. Um aumento na incidéncia de filhotes malformados pode ser
indicado por uma alteracdo em um ou mais dos seguintes desfechos: 1) incidéncia de filhotes
malformados por ninhada; 2) nimero e percentual de ninhadas com filhotes malformados; e 3) nimero
de filhotes ou ninhadas com uma malformacgéo especifica que sofre aumento com a dose (como
indicado pela incidéncia de tipos individuais de malformac¢des). Dados de controle histérico apropriado
podem ser especialmente Uteis na interpretacdo de malformacdes e variagbes, particularmente
aquelas que ocorrem normalmente em baixa incidéncia e podem ou ndo estar relacionadas a dose em
um estudo individual (USEPA, 1991).
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Um aumento dose-dependente nas malformacdes é interpretado como um efeito adverso no

desenvolvimento. Por outro lado, a avaliagdo da significancia biol6gica de uma alteracédo na incidéncia
de variacdes anatbmicas é mais dificil e deve considerar alguns fatores adicionais, tais como:
informacgBes sobre o estagio do desenvolvimento, incidéncia basal de determinadas variacdes ou
outros fatores especificos referentes a linhagem ou a espécie utilizada. Caso 0 aumento nessas
variacdes ocorra de forma dose-dependente, estas devem ser avaliadas como possiveis indicativos
de toxicidade no desenvolvimento (USEPA, 1991). Entéo, isso serd avaliado caso a caso e, com 0
aumento no nivel de preocupacdo da evidéncia para moderado ou alto, a classificagdo do perigo
podera resultar no enquadramento da ST na categoria 1B.

Adicionalmente, € importante mencionar que os efeitos no desenvolvimento ocorrem a partir de
um limiar de dose, o qual, entretanto, nem sempre € evidente e pode se manifestar como um aumento
sutil de variagdes ou malformag¢des menores. Com o aumento da dose, observa-se um aumento
concomitante na incidéncia de malformagfes mais graves e de morte embrionaria. Um aumento
adicional da dose resulta em uma maior taxa de letalidade embrionéaria, acompanhada de uma redugéo
na teratogenicidade. Isso decorre do nimero crescente de abortos ou de 6bitos intrauterinos, os quais
sdo evidenciados apenas como reabsor¢cdes no exame uterino. Esse padréo de efeitos varia com a
exposicao e suscetibilidade da fémea e do embrido a ST. Portanto, a mesma dose pode resultar em
toxicidade materna, assim como em letalidade embriofetal e anormalidades estruturais fetais
(ECETOC, 2002).

Especificamente quanto & incidéncia de variagbes esqueléticas, considerando-se que a
extensdo da ossificacdo fetal depende, em certa medida, do tamanho fetal, € comum observar que
fetos menores (de ninhadas maiores) exibem uma incidéncia aumentada de ossificaco tardia quando
comparados com fetos maiores (de ninhadas menores) do mesmo grupo de dose. Por essa razéo, na
andlise estatistica, os dados de ossificacdo devem ser ajustados pelo peso fetal, ou estes devem ser
considerados quando da interpretacdo dos dados de ossificacdo (OECD, 2008).

Na andlise dos efeitos neuropatoldgicos, em geral os resultados sao apresentados como dados
de incidéncia (por exemplo, evidéncias histopatologicas) ou dados continuos (por exemplo, peso
cerebral e morfometria). Nos casos em que ndo se constata efeito adverso em pontos de analise
tardios, ndo se deve desconsiderar achados anteriores, nem tampouco interpretar iSSo como uma
recuperacdo dos efeitos, pois é possivel que: a) alteracdes em processos de desenvolvimento
observadas em um momento anterior ndo estejam mais ocorrendo em animais adultos; b) alguma
anomalia estrutural em adultos seja mascarada por remodelagem cerebral extensiva durante o
desenvolvimento, bem como pelo préprio crescimento do animal; e c) a avaliagdo de grupos diferentes
de animais (embora originarios da mesma populag¢éo de ninhadas) em cada ponto de andlise seja uma

fonte de potencial variabilidade na resposta (OECD, 2008).
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10.2.3.3. Verificagao de déficits funcionais

Esse item engloba alteracdes na funcionalidade de 6érgdos ou sistemas, as quais podem
resultar da exposicao do animal a ST durante periodos criticos de desenvolvimento. Em geral, a andlise
desses desfechos é efetuada por meio de baterias de testes comportamentais capazes de avaliar
sistemas sensoriais, desenvolvimento neuromotor, atividade locomotora, aprendizado e memoria,
reatividade e/ou habituacédo e comportamento reprodutivo. E possivel que esses déficits funcionais
sejam observados em niveis de dose inferiores aqueles nos quais outros indicadores de toxicidade no
desenvolvimento sdo evidentes. Os efeitos neurotéxicos relativos a funcdo motora, por exemplo, sdo
frequentemente observados como uma alterag&o no perfil ontogenético ou na maturacao dos padrées
de atividade motora, com indu¢do de um aumento nessa atividade, que persiste até a fase adulta ou
que afeta outros comportamentos. Isso deve ser considerado evidéncia de um efeito neurotdxico
(USEPA, 1998). Independente da sua natureza transitéria ou reversivel, em geral, esses desfechos
séo considerados adversos (USEPA, 1991).

Na interpretacdo dessa categoria de dados, presume-se que 0s efeitos funcionais observados
em animais experimentais indiquem um potencial de desenvolvimento alterado em humanos, embora
os tipos de efeitos ndo sejam necessariamente 0s mesmos em ambas as espécies (USEPA, 1991).

Especificamente com relagdo aos testes comportamentais, alguns fatores que devem ser
considerados, quando da sua conducao ou da andlise dos resultados obtidos, seguem abaixo (OECD,
2008):

e Experiéncias prévias da prole: deve-se controlar variaveis como temperatura, umidade, nivel
de ruido, iluminagédo, manuseio e limpeza da gaiola, a fim de se padronizar as experiéncias
ambientais as quais 0os animais sdo expostos durante o seu desenvolvimento;

e Conducéo do protocolo de teste: deve-se testar alternadamente animais controle e tratados,
em condi¢ces ambientais padronizadas, a fim de se evitar um aumento da variabilidade nos
resultados obtidos e a consequente diminuicdo da sensibilidade do teste (capacidade de
deteccéo do efeito real da ST no comportamento).

e Sexo da prole: deve-se testar ambos os sexos e analisar seus resultados separadamente,
em especial nos testes de DNT;

e Viés do experimentador: deve-se conduzir uma andlise cega dos grupos tratados e controle
ou adotar testes comportamentais automatizados para a reducao desse vi€s;

* Validacéo do teste: deve ser feita por meio de um controle positivo, a fim de se determinar
a relevancia (se é de fato medido aquilo que o teste é delineado para medir) e a
confiabilidade (quao bem isso é medido).

e Sensibilidade do teste: esta relacionada a capacidade de deteccdo de alteracdes no
par@metro sob analise. Entdo, na interpretacdo de um dado comportamental, deve-se
considerar a relacdo entre a complexidade do teste e as capacidades do animal

experimental. Quando ha subestimac¢éo da habilidade, a execucéo de dada tarefa é muito
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facil para o animal e isso indica que esse teste tem uma baixa sensibilidade, ou seja, apenas

animais com grandes déficits ndo seriam capazes de executar adequadamente as tarefas
propostas. Por outro lado, uma superestimagéao significa que inclusive o grupo controle ndo
apresenta um desempenho adequado, 0 que afeta a seu comparativo com 0 grupo exposto.

* Reversibilidade de um efeito adverso: a aparente reversdo, na prole adulta, dos efeitos
observados no inicio da vida pode estar relacionada a processos compensatérios —
comportamentais ou de desenvolvimento — e ndo representar uma verdadeira recuperacao.
Da mesma forma, efeitos observados na prole adulta que ndo haviam sido observados
anteriormente nos animais jovens ndo devem ser desconsiderados por falta de
concordancia, pois eles podem representar a expressao latente de alteragbes prévias no
desenvolvimento neuroldgico. Isso significa que, em muitos casos, ndo é possivel
determinar se um efeito é realmente reversivel, em decorréncia da plasticidade inerente ao
sistema nervoso, ou seja, sua disponibilidade de mecanismos compensatoérios, cuja ativacao
ja pode ser considerada um efeito adverso em si. Assim, se a DNT for observada apenas
durante algum tempo da vida util, deve-se suspeitar de compensacéao. Além disso, os efeitos
observados, por exemplo, durante o inicio de uma tarefa de aprendizado, mas néo ao final
dela, ndo devem ser interpretados como efeitos reversiveis. Eles devem ser considerados
indicativos de que houve um atraso na aprendizagem.

Um maior detalhamento acerca dos testes comportamentais recomendados nos estudos

regulatérios consta no Anexo lll, como também no guia especifico de neurotoxicidade.

10.2.4. Classificacdo quanto ao nivel de preocupacdo dos efeitos adversos sobre o

desenvolvimento

Devido as inumeras combinag¢des potenciais de efeitos adversos verificadas em estudos de
toxicidade no desenvolvimento, nessa etapa de compilacdo dos dados e interpretacdo do conjunto de
evidéncias, é vélido consultar a Tabela 9.25 — disponivel no Capitulo 9 do livro Developmental and
reproductive toxicology: a practical approach (Hood, 2012) — com questBes-chave a serem
consideradas para se concluir quanto a TR de determinada ST. Trata-se de uma abordagem
sistematizada para a avaliagcdo dos dados. No entanto, € importante ressaltar que cada conjunto de
dados é unico e, portanto, essas perguntas devem servir como uma estrutura basica para avaliar os
estudos de toxicidade no desenvolvimento.

Adicionalmente, no Anexo Il, pode-se consultar o nivel de preocupacéo indicado para as
principais evidéncias referentes a toxicidade no desenvolvimento. Essa classificacdo ndo deve ser
usada isoladamente como o Unico critério para avaliagdo, mas como um guia para classificar o carater
inerente de cada observacédo. Desse modo, a atribuicdo de um nivel de preocupacao para determinado
desfecho é definida pela magnitude do efeito detectado (o nivel de desvio dos controles concorrente e
historico), pela dose na qual o efeito € observado e pela ocorréncia de uma relacéo dose-resposta. Em

geral, grandes alteracdes capazes de comprometer o desenvolvimento final se enquadram em um
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nivel alto de preocupacéo, o que resulta na classificacdo de perigo na Categoria 1B. Por outro lado,

uma preocupacdo moderada é atribuida aquelas mudancas que refletem uma alteracdo na taxa de
desenvolvimento ou em quaisquer medidas que ndo afetam diretamente o desenvolvimento normal
(ECETOC, 2002). Esses casos geralmente resultam no enquadramento na Categoria 2.

Especificamente quanto as evidéncias morfoldgicas fetais, a sua interpretacdo e classificacédo
devem ser conduzidas com base em alguns critérios, que podem inclusive contribuir para uma
alteracdo da avaliacédo final. Assim, o nivel de preocupac¢éo de determinado efeito adverso pode ser
influenciado pelas espécies nas quais a observacao foi feita e pode ser aumentado nos seguintes
casos:

e Se ocorrer com mais frequéncia juntamente com outras evidéncias (clusters, sindromes);

e Se ocorrer em fetos isolados de varias ninhadas ao invés de afetar todos os fetos de apenas
uma ninhada;

e Se ocorrer em doses maternas ndo toxicas;

e Se as variagbes observadas em doses baixas forem acompanhadas de malformacfes da
mesma estrutura, observadas em doses altas. Por vezes, essas malformagdes podem ser
incompativeis com a viabilidade embrionaria e, entdo, observa-se somente um aumento nas

mortes embrionarias na dosagem mais alta.

10.3. EFEITOS NA LACTACAO OU NA VIA DE LACTACAO

Esse item detalha os critérios a serem considerados para analisar os efeitos adversos no
processo de lactacdo em si ou na via de lactacéo, e se concluir quanto ao enquadramento da ST na
categoria adicional de perigo para lactagdo, conforme previsto na RDC n°® 294/2019. De modo geral,

h& dois possiveis cenarios a serem considerados nessa classificagdo (ECHA, 2017):

) A ST é absorvida pela mé&e e interfere na lactacéo

Nesse caso, a exposicdo a ST afeta a quantidade e/ou qualidade (composicdo) do leite
produzido, provavelmente em decorréncia de efeitos sistémicos na mée. No entanto, é possivel que
tais efeitos na lactagcdo ocorram mesmo na auséncia de toxicidade materna evidente (por exemplo, a
substancia pode afetar apenas a transferéncia de um nutriente para o leite, sem graves consequéncias
para a mée). Assim, o tipo e a magnitude dos efeitos maternos e suas influéncias na lactacdo ou
producdo de leite precisam ser avaliados caso a caso para se alcancar uma conclusdo quanto a
classificacdo na categoria de lactacao.

Entdo, se uma substancia causa toxicidade materna evidente no mesmo nivel de dose em que
foram observados os efeitos adversos na lactagcéo, considera-se possivel que a ST afete indiretamente

a producéo de leite ou prejudique os cuidados maternos como um efeito ndo especifico secundario a
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toxicidade materna. Isto €, em caso de evidéncias robustas para indicar que os efeitos sobre a lactacdo

nao sdo causados diretamente pela ST, ela ndo deve ser classificada como tal.

Por outro lado, uma ST que ndo cause toxicidade materna evidente, mas que interfira na
producdo ou qualidade do leite, sera normalmente classificada quanto aos efeitos na lactagéo ou via
lactacdo, pois nesse caso o efeito adverso observado € um efeito direto relacionado a exposi¢éo a ST.

1)) A ST pode estar presente (inclusive seus metabdlitos) no leite materno em quantidades
suficientes para causar preocupagdo com a saude da prole

Nesse caso, considera-se a possibilidade de que os efeitos adversos verificados na prole sejam
causados pela acdo direta da ST (e/ou de seus metabdlitos) excretada no leite materno, em
guantidades suficientes para ocasionar toxicidade. Entdo, nesse cenario, a toxicidade materna néao
tem relevancia para a classificagdo do perigo, mas esta deve ser bem fundamentada em evidéncias
gue demonstrem essa acao direta da ST para desencadear os efeitos adversos na prole exposta pela
lactagéo.

No entanto, na presenca de dados bem fundamentados que ensejem preocupac¢ao quanto aos
potenciais efeitos causados na prole pela exposicdo a ST via lactacdo, pode-se efetuar a classificagéo
nessa categoria, mesmo na auséncia de evidéncia direta. Essa conclusdo deve se embasar numa
comparagdo quantitativa da transferéncia estimada através do leite e do limiar de toxicidade nos
filhotes. Isso se aplica aos casos em que a ST apresenta potencial de bioacumulagéo, o que levaria a
uma sobrecarga na prole; ou se ha evidéncias de que a prole pode ser mais sensivel a toxicidade da
ST do que o adulto. Somente a presenca da ST no leite, sem justificativa adicional para a preocupacao

com a prole, normalmente ndo é capaz de embasar a classificagdo na categoria de lactagéao.

10.4. AVALIACAO DA RELACAO DOSE-RESPOSTA NA CARACTERIZACAO DO PERIGO

As relagbes dose-resposta para desfechos individuais, bem como a combinacéo de desfechos,
devem ser consideradas na interpretacdo dos dados. Isso inclui a avaliagéo de evidéncias obtidas em
animais experimentais e em humanos, quando disponiveis. Considera-se a verificagdo de uma relacéo
dose-resposta como um critério importante no estabelecimento do potencial de TR associado a uma
ST. Entretanto, é importante ressaltar que, em estudos de TR, nem sempre é possivel observar essas
relacbes dose-resposta tradicionais. Dois exemplos podem ser citados para ilustrar essa situacao. No
primeiro deles, uma ST pode interferir na funcao celular de tal maneira que, em um nivel de dose baixo,
verifica-se aumento de anormalidades na morfologia espermatica. Ja doses mais altas podem
acarretar morte celular e, consequentemente, uma diminuicdo na contagem de espermatozoides, 0
gue levaria a uma possivel diminuicdo na proporcao de espermatozoides com morfologia anormais.
No segundo exemplo, com o0 aumento da dose, uma gestacdo pode terminar em perda embrionéaria ou
fetal, ao invés de um nascimento com malformacdes. Ou seja, diferencas no nivel ou tempo de

exposicdo podem promover uma alteracdo nos padrdes de resultados. Portanto, o recomendavel é
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gue sejam analisadas as rela¢cfes entre diferentes desfechos reprodutivos e padrées de exposi¢ado
(USEPA, 1996).

A avaliac@o da relagdo dose-resposta inclui a identificacdo de niveis efetivos de dose, bem
como de doses associadas a um aumento baixo ou ausente na incidéncia de efeitos adversos, em
comparacgao aos animais controle. O foco dessa avaliagdo esta na identificacao do(s) efeito(s) critico(s)
— isto €, o efeito adverso que ocorre no nivel de dose mais baixo — e no valor de LOAEL, NOAEL, ou
BMD associado a esse(s) efeito(s) (USEPA, 1996). Frequentemente, esses valores séo identificados
com base nas diferencas estatisticas dos grupos controle, mas a significancia biol6gica pode ser
também determinada, por meio de andlise de uma tendéncia na resposta, da magnitude do efeito e de
algumas consideragdes biolégicas, como a raridade do efeito observado (Hood, 2012).

Caso o valor de PoD (LOAEL, NOAEL ou BMD) associado a outros desfechos de toxicidade
sistémica seja inferior aquele obtido para TR, isso deve ser destacado na caracteriza¢do do perigo e
esse valor deve ser comparado aos dados de outros estudos nos quais animais adultos foram
expostos. Esse mesmo racional se aplica quando o PoD para toxicidade materna é inferior ao obtido
para toxicidade no desenvolvimento. Isto é, os dados de TR devem ser discutidos no contexto de
outros dados de toxicidade (USEPA, 1991, 1996).

10.5. ABORDAGEM ESTRUTURADA PARA A AVALIACAO DE ESTUDOS E
CLASSIFICACAO QUANTO A TOXICIDADE REPRODUTIVA

Nesse item, sera detalhada a abordagem a ser seguida pela Anvisa para se alcancar uma
concluséo quanto ao potencial de TR de um composto. Primeiramente, serdo analisadas as evidéncias
fornecidas pelos estudos isoladamente, com atribuicdo de nivel de preocupagéo a cada um deles. Em
seguida, os estudos serdo analisados de forma integrada, considerando todos os dados disponiveis
com base na metodologia de peso da evidéncia. Por fim, a base de dados sera categorizada em
suficiente e limitada, seguindo, de forma correspondente, os critérios definidos para as categorias de
perigo previstas na RDC n° 294/2019 (Quadro 3).

Cabe destacar que se trata de uma abordagem geral para direcionar a andlise técnica.
Entretanto, todas essas etapas serdo efetuadas caso a caso, tendo em vista a complexidade do
processo reprodutivo ou de desenvolvimento e a variabilidade dos desfechos investigados. No
processo de classificacdo de perigo, em geral, uma informacao mais completa tende a reduzir o nivel
de preocupacéo (GHS, 2021). Dessa forma, a disponibilidade de dados adicionais — epidemiol6gicos,
toxicocinéticos, modo e mecanismo de acao — pode contribuir para reduzir o nivel de preocupacéo e
resultar em uma classificagdo menos restritiva. Esses dados podem ainda contribuir para concluséo
pela auséncia de classificacdo, caso fique claramente demonstrado que o mecanismo ou modo de
acdo nao tem relevancia para humanos, ou que as diferengas no perfil toxicocinético entre animais e
humanos séo tdo acentuadas que os efeitos adversos ndo ocorrem em humanos. Esses critérios de

classificacdo serdo detalhados nos itens seguintes.
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10.5.1. Atribuicao de nivel de preocupacdo as evidéncias obtidas em cada estudo

A avaliacdo geral dos dados de TR é um processo complexo que leva em consideracdo uma

variedade de informacdes com diferentes graus de importancia na definicdo da natureza e gravidade

do perigo. Abaixo, serdo descritos 0s passos a serem seguidos para uma andlise sistematizada do

conjunto de dados obtidos pelas diferentes categorias de estudos. Essa abordagem é uma adaptacéo
da proposta formulada pelo ECETOC (2002).

Analisar o conjunto de dados de um estudo especifico e verificar a ocorréncia de um efeito
adverso — no desenvolvimento ou na fertilidade — relacionado a exposicdo. Nesse ponto,
deve-se considerar fatores como: qualidade do conjunto de dados, significancia estatistica
e bioldgica, relagdo dose-resposta e comparagdo com dados historicos.

Se nenhum efeito adverso relacionado a ST for verificado, ndo ha necessidade de
classificagdo quanto a toxicidade reprodutiva e deve-se determinar um NOAEL com base
nos efeitos téxicos nao relacionados a TR. Caso se verifique algum efeito adverso, tanto no
desenvolvimento quanto na fertilidade, deve-se atribuir a ele um nivel de preocupacao

(baixo, moderado ou alto) para caracterizar o perigo (ver anexos | e Il).

llI- Analisar o efeito em questdo em conjunto com os demais dados obtidos no mesmo estudo.

Ou seja, em caso de toxicidade no desenvolvimento, as evidéncias devem ser consideradas
em relacdo a toxicidade materna (ver item 10.2.2); quanto aos efeitos sobre a reproducao
ou fertilidade, deve-se considerar a toxicidade sistémica ou parental (ver item 10.1.4). Essa
segunda etapa de andlises pode corroborar o nivel de preocupagdo inicialmente
estabelecido (se os efeitos observados no desenvolvimento ou na fertilidade ndo puderem
ser associados causalmente a toxicidade materna, parental ou sistémica); ou pode reduzir
o nivel de preocupacdo inicial (quando a toxicidade materna, parental ou sistémica for

considerada causal ou contributiva).

IV- Analisar o conjunto de dados no contexto de outros estudos, os quais podem corroborar ou

refutar as evidéncias, ou ainda fornecer informac6es complementares (toxicocinética,
dados mecanisticos de toxicidade sistémica ou reprodutiva, relevancia, ou extrapolacao
para o homem). Nessa etapa, o nivel de preocupacao pode ser reduzido se for demonstrada
a ocorréncia de: 1) efeito especifico para a espécie estudada; 2) mecanismo indicativo de
gue a TR é secundaria a outros efeitos toxicos; ou 3) auséncia de reprodutibilidade do
efeito. Por outro lado, o nivel de preocupacédo deve ser mantido se resultados semelhantes
em doses semelhantes forem relatados em estudos comparaveis (desenho experimental,
espécie estudada, via de administracdo, regime de doses) ou ainda, por exemplo, se
evidéncias histologicas complementares forem relatadas em estudos cujo foco principal ndo

é a andlise de TR.
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E importante ressaltar que o processo acima descrito se destina a definir o nivel intrinseco de

preocupacéo de um estudo especifico. Além de resultados positivos e negativos, é possivel que um
estudo seja considerado equivoco, nos casos em que ha dificuldade em dar seguimento, de forma
adequada, ao fluxograma (Figura 11) para se obter uma conclusdo quanto a TR. Um maior peso na
andlise de evidéncia deve ser atribuido a estudos com maior nivel de preocupacéo. Assim, em uma
etapa posterior de andlise, por meio da abordagem de WOE, todas evidéncias disponiveis devem ser
integradas para se concluir quanto a caracterizagdo da base de dados e a classificacao do perigo da
ST, conforme seré detalhado no item a seguir.

10.5.2. Caracterizacdo da base de dados e classificacdo do perigo

Finalizada a etapa de andlise dos dados disponiveis de toxicidade, deve-se caracterizar a base
de dados como sendo suficiente ou insuficiente para julgar o potencial associado a ST em causar TR
nas condi¢gbes de exposi¢do previstas nos estudos avaliados (dose, espagamento entre doses, via,
duragéo e tempo, em relagdo ao(s) estagio(s) de vida em que a exposicao ocorreu). Ou seja, esse
procedimento fornece a base para julgar se os dados disponiveis sdo suficientes para a caracterizagédo
do perigo e conducéo da andlise quantitativa da relagdo dose-resposta. Essa forma de caracterizacéo
das evidéncias disponiveis é util na identificacdo de lacunas de dados das ST enquadradas na
categoria insuficiente, bem como no esclarecimento dos pontos fortes e das incertezas em uma base
de dados especifica. No entanto, nessa etapa ainda ndo é abordada a natureza e magnitude dos riscos
a saude humana, as quais sdo determinadas somente apds concluida a avaliacdo da exposi¢cao e
conduzida a caracterizacgéo final do risco (USEPA, 1996; Hood, 2012).

Os critérios para classificar evidéncias como suficiente ou insuficiente abrangem uma variedade
de parametros que contribuem para a qualidade geral dos dados. E importante ressaltar que dados de
todos os estudos relevantes, indicativos ou nao de potencial perigo, devem ser incluidos nessa
caracterizacdo. Quando da existéncia de dados conflitantes, deve-se buscar uma concluséo por meio
da andlise do peso das evidéncias dentro do contexto geral da base de dados. A avaliacao de dados
contraditérios de qualidade comparavel que avaliam parametros semelhantes deve ser realizada caso
a caso, considerando-se as limitacdes da respectiva fonte dos dados.

Abaixo segue um resumo das principais consideracdes a serem seguidas na determinacgéo do
peso atribuido ao conjunto de evidéncias disponiveis (USEPA, 1996):

e Dados de qualidade equivalente de exposi¢des humanas recebem maior peso do que

dados obtidos de experimentagdo animal.

e Estudos com exposicao adequada quanto a via, nivel, duracdo e frequéncia; e com andlise

de todos os desfechos relevantes, recebem maior peso.

e Maior peso € atribuido aos estudos (com qualidade adequada) que demonstram efeitos

adversos significativos no comportamento sexual, fertilidade ou desenvolvimento, ou em

outros desfechos diretamente relacionados a funcao reprodutiva, como normalidade do
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ciclo menstrual (estral), avaliacbes de espermatozoides, histopatologia e pesos de érgdos

reprodutivos, e endocrinologia reprodutiva.

e Menor peso € atribuido aos estudos que evidenciam efeitos considerados com baixo nivel
de preocupagdo, tais como: pequenas alteragbes em parametros espermaticos, na
propor¢cdo de variagBes fetais comuns ou no peso fetal; ou pequenas diferencas em
parametros de desenvolvimento pos-natal.

e Embora um Unico estudo de alta qualidade possa ser suficiente para se concluir quanto ao
potencial de TR, se multiplos resultados similares estdo disponiveis, 0 consenso aumenta

0 peso atribuido a esses resultados.

e Verificacdo de adequabilidade do espacamento entre doses, de uma relacdo dose-
resposta, significancia estatistica e plausibilidade biolégica confere maior peso as
evidéncias.

e Estudos com maior forga estatistica e adequada analise estatistica recebem maior peso.

e Menor peso é atribuido aos testes in vitro ou conduzidos em espécies de nao-mamiferos,
bem como aos dados de relacdo estrutura-atividade. Ou seja, esses dados - quando
positivos ou negativos — podem ser sugestivos, mas séo considerados como evidéncias

insuficientes. Podem ser usados, contudo, no direcionamento de estudos adicionais.

A avaliagdo do WOE realizada pela Anvisa é baseada também na Estrutura Conceitual para
Teste e Avaliacao de Desreguladores Endécrinos desenvolvida pela OECD (OECD, 2018), que lista
as diretrizes e 0os métodos de teste da OECD ou de outras autoridades (como a USEPA), propostos
ou em desenvolvimento, que podem ser usados para avaliar a desfechos decorrentes de desregulacao
enddcrina, como toxicidade reprodutiva e para o desenvolvimento. Essa Estrutura organiza os dados
em cinco niveis de informacéo, de acordo com a complexidade bioldgica, os quais ajudam a avaliar as
evidéncias sobre o potencial de desregulacdo enddcrina de uma substancia. O nivel 1 refere-se a
informacBes gerais sobre a substancia, como informacdes fisico-quimicas, analise por analogia,
relacdo quantitativa de estrutura-atividade e outras predicbes computacionais, além de dados de
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Os niveis 2 e 3 englobam, respectivamente, ensaios
in vitro e ensaios in vivo que fornecem dados sobre alguns mecanismos/vias enddcrinos. O nivel 4
trata de ensaios in vivo que fornecem dados sobre efeitos adversos em parametros enddcrinos
relevantes, enquanto os do nivel 5 fornecem dados mais abrangentes sobre esses efeitos, em periodos
mais extensos do ciclo de vida do organismo. Maior detalhamento sobre essa estrutura é objeto de

guia especifico de avaliacdo do potencial de desregulacédo enddcrina de agrotéxicos.

Para ensaios in vitro, sdo levados em consideragcdo o metabolismo, outros processos de
absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) e a possibilidade de MoAs néao abrangidos
pelos ensaios realizados. Caso os resultados de dados humanos e in vitro sejam contraditérios com

os resultados derivados de testes em animais, as diferencas entre espécies devem ser levadas em
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consideracéo. E importante apresentar justificativa que demonstre o peso atribuido aos estudos e/ou

outras fontes de dados disponiveis. Em geral, os resultados positivos relevantes ndo sdo anulados por
resultados negativos sem uma explicacdo cientificamente solida e transparente, baseada na andlise
da plausibilidade biolégica. Ainda, as evidéncias existentes sdo sistematicamente organizadas em

AOP sempre que possivel.

O esquema de caracterizacdo, apresentado no Quadro 23, consiste em duas categorias
amplas: evidéncia suficiente e evidéncia limitada. A categoria de evidéncia suficiente pode ainda ser
subdividida, a depender da disponibilidade de dados em humanos e do peso atribuido a eles.
Considera-se primariamente os dados epidemiolégicos na determinacdo de um perigo potencial.
Entretanto, tendo em vista que estes sdo geralmente limitados ou inexistentes, na pratica poucas ST
sdo enquadradas na categoria de evidéncia suficiente em humanos. Frequentemente, no entanto,
dados humanos limitados e dados suficientes de animais podem ser usados conjuntamente para
caracterizar o perigo de uma ST. Em alguns casos, é possivel que dentro de uma base de dados
nenhum estudo seja considerado suficiente, porém, quando agrupados, o conjunto de dados pode
satisfazer a categoria de evidéncia suficiente. Dentro de cada categoria do quadro, sdo descritos
critérios minimos para determinar se os dados sdo adequados para julgar se uma ST apresenta ou
nao potencial de causar TR (Hood, 2012).

O enquadramento do conjunto de evidéncias nas categorias suficiente e limitada prediz a
classificagéo final de perigo da ST, com base na RDC n°® 294/2019 (Quadro 3). Essa classificagéo se
destina a compostos que apresentam uma propriedade intrinseca e especifica de causar efeitos
adversos sobre a reproducdo ou sobre o desenvolvimento. Assim, essa classificacdo ndo deve ser
efetuada para compostos cujos efeitos téxicos ocorrem somente como consequéncia inespecifica e

secundéria a outros efeitos (GHS, 2021).

Quadro 23. Categorizacao da base de dados disponivel para avaliacao do potencial de TR.
EVIDENCIA SUFICIENTE - Categoria 1

Essa categoria inclui dados que coletivamente fornecem informacgdes suficientes para julgar se ha ou ndo um

potencial de TR com relacdo ao efeito observado, bem como a dose, duracdo, tempo e via de exposicdo. Essa

categoria pode incluir evidéncias em humanos e em animais experimentais.

e Evidéncia suficiente em humanos — Categoria 1A
Essa categoria inclui compostos para os quais existem evidéncias confiaveis, fornecidas por estudos

epidemiolégicos bem conduzidos (por exemplo, estudos coorte e caso-controle), de efeitos adversos relativos
a TR, com enquadramento na categoria 1A. Caso haja uma menor confianga nos dados fornecidos por estudos
em humanos, estes devem ser suplementados por dados adequados de estudos em animais experimentais,

0 que resultaria no enquadramento na categoria 1B, detalhada abaixo.

¢ Evidéncia suficiente em animais experimentais e limitada em humanos — Categoria 1B
Essa categoria inclui compostos para 0s quais existem evidéncias suficientes em animais experimentais e/ou

dados limitados em humanos para julgar se a exposi¢cdo esta causalmente relacionada a TR. A fim de se

determinar a existéncia de um perigo potencial e classificar a substancia como 1B, considera-se suficiente a
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Quadro 23. Categorizacdo da base de dados disponivel para avaliacdo do potencial de TR.

obtencdo de evidéncias com nivel de preocupacéo alto/ moderado em um Unico estudo bem delineado e
executado, conduzido em uma Unica espécie animal. A disponibilidade de dados adicionais de toxicocinética,
MoA e/ou AOP pode reduzir o nivel de preocupacéo inicialmente atribuido e resultar em um enquadramento

da ST na categoria 2, abaixo detalhada.

EVIDENCIA LIMITADA — Categoria 2

Essa categoria inclui compostos para os quais as evidéncias disponiveis de TR em humanos e/ou animais
experimentais fornecem evidéncia de efeito adverso, na auséncia de outros efeitos tdxicos na fisiologia
reprodutiva ou sobre desenvolvimento embriofetal ou neonatal — ou ainda, caso ocorram em conjunto com
outros efeitos tdxicos, os efeitos adversos ndo sdo considerados como consequéncia secundaria nao
especifica dos outros efeitos; mas essas evidéncias ndo sdo suficientemente convincentes para o
enquadramento na categoria 1. Pode-se citar como exemplos as seguintes situacgdes: |) quando os estudos
em animais e humanos disponiveis apresentam limitacdes no delineamento e/ou na execugdo capazes de
reduzir o peso das evidéncias obtidas; Il) quando os dados s&o fornecidos por estudos que investigaram
apenas um numero limitado de desfechos e relataram auséncia de efeitos reprodutivos adversos; Ill) quando
os estudos fornecem evidéncias com nivel de preocupagdo moderado, mas ndo héa consisténcia quanto aos
dados fornecidos por outros estudos; 1V) quando os estudos fornecem evidéncias com nivel de preocupacao
alto, mas que pode ser reduzido para o nivel moderado diante de dados mecanisticos comprobatérios de que
os efeitos observados na prole decorrem de mecanismos mediados pela mde ou séo associados a toxicidade
parental/sistémica leve; V) ou ainda quando a base de dados se limita a informacdes sobre relacdo estrutura-

atividade, toxicocinética e estudos de curto prazo ou in vitro.

EVIDENCIAS INSUFICIENTES - N&o classificado

Essa categoria inclui compostos para 0s quais ndo foram verificadas evidéncias de TR nos estudos
disponiveis, o que resulta na auséncia de classifica¢gdo da ST quanto & TR. As evidéncias minimas necessarias
para descartar a existéncia de um potencial perigo de TR incluem dados relativos a analise de uma série de
desfechos de reproducéo/desenvolvimento, obtidos de estudos multigeracionais e estudos de toxicidade sobre
0 desenvolvimento pré-natal (em ratos e coelhos), com delineamento e execugdo conforme previstos nas
diretrizes correspondentes, indicando auséncia de efeitos reprodutivos/de desenvolvimento em doses que
sejam minimamente toxicas para o animal adulto.

Essa categoria também inclui compostos para os quais as evidéncias disponiveis de TR em humanos/animais
experimentais sao consideradas como livre de preocupacédo ou apresentam um nivel baixo a moderado, desde
que: 1) Dados de toxicidade sejam suficientes para se considerar os efeitos verificados como secundérios a
toxicidade materna ou parental/sistémica; 1) Dados mecanisticos sejam suficientes para comprovar uma
resposta especifica para espécie animal estudada e, assim, excluir a relevancia para humanos.

Tendo em vista a maior dificuldade, tanto biol6gica quanto estatistica, de embasamento para
uma evidéncia negativa, geralmente sdo necessarios mais dados para reforcar essa concluséo,
quando comparado a evidéncias de potencial perigo de TR, conforme exposto no quadro 23. E
importante destacar que a identificacdo de um perigo de TR nao significa que isso ocorrera em todos

os niveis de exposicao (devido a suposi¢cdo de uma dose-resposta nado linear, quando respeitado o
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espacamento entre doses) ou em todas as situacdes (por exemplo, o tipo e 0 grau de perigo podem

variar significativamente, dependendo da via e periodo de exposi¢do) (USEPA, 1996).

O fluxograma abaixo (Figura 11) resume essa abordagem estruturada, com as etapas a serem

seguidas para se alcan¢ar uma conclusdo quanto a classificacédo de perigo de uma ST.

Figura 11. Abordagem estruturada para a avaliacdo das evidéncias de toxicidade reprodutiva, numa abordagem

de peso da evidéncia e classificagéo final quanto ao perigo.
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estudo®

Considerar o efeito
no contexto das
demais evidéncias do
estudo?®

Nivel de

preocupacao

Inalterado*

Considerar o efeito
no contexto das
evidéncias de outros
estudos

Nivel de

preocupacao

Inalterado?

Nivel de

Reduzido” preocupagao N

Inalterado®

'
|

Considerar o efeito
no contexto das
evidéncias de outros
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J

~—Reduzido?

Nivel de
preocupacao
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[ Agrupamento, atribui¢éo de peso e integracdo das evidéncias ]

Ha consisténcia
entre as evidéncias??
Na

L

1 Alteragbes estatisticamente significativas, relagdo dose-resposta, relevancia biolégica, dados historicos,
qualidade dos dados;

2 Verificar anexos | e Il — quadros relativos aos desfechos de reproducéo e de desenvolvimento;

3 Contexto: toxicidade materna e toxicidade sistémica/parental para avaliagcdo do desenvolvimento e fertilidade,
respectivamente;

4 Efeitos ndo associados causalmente a toxicidade materna ou parental/sistémica;

5 Efeitos associados a toxicidade materna ou parental/sistémica;

6 Confirmado por outros dados ou estudos;

7 Comprovacao de resposta especifica para espécie, obtengdo do entendimento mecanicista, efeito ndo
reprodutivel;

8 Niveis de dose nos quais ocorrem efeitos relacionados a reprodugdo/desenvolvimento; outras vias de
administracdo; diferencas interespécies.

9 A replicacdo das evidéncias por mais de um estudo aumenta o peso atribuido aos resultados.

10 Quando uma ST for enquadrada como 1B, sera necessaria uma caracterizacao adicional, por meio de estudos
mecanisticos, toxicocinéticos, dentre outros, o que permitird comprovar um padrédo nao linear e determinar um
PoD para as andlises posteriores.

Além das categorias de classificacdo de perigo relativas aos efeitos adversos na
reproducao/desenvolvimento, a ST pode ser ainda enquadrada na categoria adicional para os efeitos
na lactacdo ou na via de lactacdo, conforme disposto no Quadro 24.
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Quadro 24. Categorizacdo adicional para efeitos na lactacdo ou na via de lactacéo.

EFEITOS NA LACTAGAO OU NA VIA DE LACTAGCAO

Essa categoria inclui compostos que interferem na lactagdo ou que possam estar presentes no leite materno,

incluindo seus metabdlitos, em quantidades suficientes para causar preocupagdo a saude de criancas
lactentes. Para muitas substancias, nao ha disponibilidade de informagdes sobre o potencial de causar efeitos
adversos na prole via lactagdo. Contudo, caso os estudos fornecam essas evidéncias, a ST deve ser
enquadrada nessa categoria adicional, de forma separada da classificacdo para reproducdo, ou no

desenvolvimento, para fins de comunicacgéo do perigo.

Essa classificacdo pode ser atribuida a: 1) evidéncia em humanos indicativa de risco para os lactentes; e/ou
II) resultados de estudos de uma ou duas geracdes em animais que fornegcam evidéncias claras de efeito
adverso na prole devido a transferéncia no leite ou efeito adverso na qualidade do leite; e/ou (c) estudos
toxicocinéticos que indiqguem a probabilidade de a substancia estar presente em niveis potencialmente téxicos

no leite materno.

11. CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo do potencial de TR associado ao ingrediente ativo de agrotoxico sera conduzida
pela Anvisa com a utilizacdo da abordagem de peso da evidéncia, efetuada com base em critérios
também seguidos por outras autoridades regulatérias internacionais, para fins de tomada de decisé&o.
No presente guia, a fim de conferir transparéncia e previsibilidade ao processo regulatério, foram
abordados os principais estudos destinados a investigacdo de desfechos de reproducdo e
desenvolvimento, considerados relevantes pela OECD para a caracterizagdo do potencial de TR.
Buscou-se incluir as informagBes basicas relativas a conducdo de cada um deles, bem como as
recomendacbes para a interpretacdo dos dados e conclusdo a partir do conjunto de informacdes

disponiveis no momento da analise.

Além dos estudos aqui descritos, caso existam outros capazes de esclarecer o potencial de TR
de uma substancia, estes devem ser incluidos na avaliagdo do peso de evidéncia sempre que
considerados relevantes para a tomada de decisdo. Nesse caso, eles devem ser avaliados quanto as
suas limitagOes, aceitabilidade e resultados, com base nos mesmos fundamentos cientificos que
permeiam a analise das evidéncias incluidas nesse guia e com base no conhecimento cientifico a
época da avaliacdo. Destaca-se que, com o avanco do conhecimento sobre avaliacéo toxicoldgica,
ensaios ou abordagens de analise alternativas, validadas, suficientemente robustas e aceitas
internacionalmente no contexto regulatério também podem fazer parte da avaliacdo do WOE,

substituindo a necessidade de evidéncias em animais ou humanos.

A ANVISA, sob Oficio n. 302/2017-CG/GADIP/ANVISA que encaminha Nota Técnica n°® 3/2017
— DIARE/ANVISA, manifestou-se contréria a publicacdo da Resolugdo Normativa do CONCEA RN 31,
de 18 de agosto de 2016, quanto a publicacdo dos testes OECD TG 421 e OECD TG 422 como
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métodos alternativos. A ANVISA, as Agéncias Regulatdrias Internacionais e a OECD nao consideram
0s testes toxicoldgicos descritos nos protocolos OECD TG 421 (2016) e OECD TG 422 (2016) como
métodos alternativos aos testes toxicoldégicos OECD TG 414, OECD TG 415, OECD TG 416 e OECD
TG 443 (Processo n.: 25351.053371201/79-6).

Com relacdo a abordagem de peso da evidéncia, serdo consideradas a qualidade, a
consisténcia, a reprodutibilidade, a magnitude da resposta, a dose-resposta e a relevancia dos
achados provenientes dos estudos disponiveis. Ainda, serd atribuido maior peso aos estudos
epidemioldgicos bem delineados e aos estudos em animais com desenho experimental adequado
(espécie, regime de doses, via e tempo de exposicdo) e que evidenciem efeitos adversos em quaisquer

desfechos diretamente relacionados a funcéo reprodutiva/desenvolvimento.

Especificamente quanto ao procedimento a ser adotado pela Anvisa para a avaliacdo da TR na
reavaliagdo, inicialmente serdo consideradas as conclusdes das analises efetuadas pela USEPA e
EFSA, quando disponiveis, bem como de outras autoridades regulatérias internacionais. Além da
qualidade e da forca das evidéncias fornecidas por cada estudo individualmente, sera considerada
também a adequabilidade dessas avaliagdes internacionais ao contexto regulatério no Brasil. Assim,
em caso de alinhamento entre as discussdes internacionais e de concordancia com a abordagem do
peso da evidéncia conduzida pela Anvisa, as conclusdes dessa agéncia serdo alcancadas
exclusivamente com base nas discussoes internacionais. Por outro lado, em caso de discordancias
relevantes entre as autoridades internacionais; superficialidade da andlise ou discrepancias no modo
de avaliacdo da qualidade dos estudos; diferencas significativas na quantidade de estudos incluidos
nas analises e existéncia de novas evidéncias; a Anvisa realizar4 uma analise completa e aprofundada
de todos os estudos relevantes disponiveis — em uma abordagem de peso da evidéncia — para se

concluir quanto ao potencial de TR associado ao ingrediente ativo de agrotéxico.

Por meio da abordagem estruturada a ser seguida e a partir das conclusdes obtidas quanto ao
potencial de TR, os ingredientes ativos poderéo classificados nas categorias de perigo 1A, 1B ou 2,
conforme disposto na RDC n° 294/2019. Poderéo ainda ser enquadrados na categoria adicional para
efeitos na lactacdo ou na via de lactacéo, ou hdo serem enquadrados em nenhuma dessas categorias,

caso se conclua pela auséncia de potencial de TR associado & sua exposicao.

A avaliacdo dose-resposta para TR € realizada conforme diretrizes do Guia de determinacao
de PoD e derivagéo de doses de referéncia. Modelos de relatérios a serem elaborados pelas empresas
registrantes para ingredientes ativos em reavaliacdo sé@o disponibilizados no portal eletrdnico da

Anvisa.

12. LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ADME: absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecéo
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AO: Adverse outcome (Evento adverso)

AOP: Adverse outcome pathway (Via do efeito adverso)

ALT: Alanina aminotransferase

AR: Avaliagdo de risco

AST: Aspartato aminotransferase

BHE: Barreira hematoencefélica

BHT: Barreira hematotesticular

BMD: Benchmark dose

DG: Dia gestacional

DL: Dia lactacional

DNT: Developmental neurotoxicity (Neurotoxicidade para o desenvolvimento)

DNT IVB: Developmental Neurotoxicity In Vitro Battery (bateria de testes in vitro de neurotoxicidade
para o desenvolvimento)

DPN: Dia pés-natal

DAG: Distancia anogenital

DMT: Dose maxima tolerada

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

FSH: Follicle-stimulating hormone (Horm&nio foliculo estimulante)

HHG: Eixo hipotalamo-hipdéfise-gonadal

IATA: Integrated Approaches to Testing and Assessment (Abordagens Integradas para Testes e
Avaliagéo).

KE: Key event (evento-chave)

KER: Key event relationship (relacdo entre eventos-chave)

LH: Luteinizing hormone (Hormonio luteinizante)

LOAEL: Lowest observed adverse effect level (Dose mais baixa de efeito adverso observavel)

MIE: Molecular initiating event (Efeito Molecular Iniciador)

MoA: Mode of action (Modo de ac¢éo)

MoE: Margin of exposure (Margem de exposicao)

Modelo PBPK: Physiologically-based pharmacokinetic model (modelagem farmacocinética de base
fisiolégica)

NAMs: New Approach Methodologies (novas abordagens metodolégicas)

NOAEL: No observed adverse effect level (Dose sem efeito adverso observavel)

OECD: Organisation for Economic Co-operation and Development (Organizac¢édo para a Cooperagao
e Desenvolvimento Econdmico)

PoD: Point of Departure (Ponto de partida)

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

SNC: Sistema nervoso central

SNP: Sistema nervoso periférico

TR: Toxicidade reprodutiva

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

WOoE: Weight of Evidence (Peso da evidéncia)

13. GLOSSARIO

Ablefaria: Auséncia das palpebras (geralmente congénita).

Acefalia: Anomalia caracterizada pela auséncia do cranio.

Acardia: Auséncia congénita de coracao.

Adactilia: Auséncia de dedos.

Agenesia: Atrofia de um 6rgéo ou tecido por interrupgdo do desenvolvimento na fase embrionaria.
Amelia: Auséncia congénita total de um ou mais membros do corpo (bragos ou pernas).

Agnatia: Auséncia congénita do maxilar inferior.

Anencefalia: Anomalia caracterizada pela auséncia total ou parcial do encéfalo.

Anotia: Auséncia congénita das orelhas.

Anoftalmia: Auséncia congénita do globo ocular.

Azoospermia: Auséncia de espermatozoides ativos no sémen ejaculado.

Braquidactilia: Encurtamento, em propor¢cées anormais, dos dedos nas maos e pés.

Cardiomegalia: Aumento do tamanho do coragdo em proporg¢des anormais.

Cranidésquise: Fenda congénita nas suturas cranianas.

Cranioraquisquise: Fenda congénita no cranio e na raque.

Dextrocardia: Anomalia congénita relativamente rara em que o coragéo esté posicionado para o lado
direito do corpo.

Distocia: Qualquer problema, tanto de origem materna quanto fetal, que dificulte ou impeca o parto.
Ectrodactilia: Auséncia de um ou mais dedos centrais das méos ou dos pés.

Estérnebra: Cada um dos elementos que primitivamente constituem o esterno e que se unem durante
0 desenvolvimento do 0sso, tornando-se suas pegcas menores.

Exencefalia: Posicionamento do encéfalo, em grande parte, fora da caixa craniana.

Exotalmia: Protusdo anormal do globo ocular.

Gastrosquise: Alteracédo da parede abdominal anterior, caracterizada pela presenca de uma abertura
localizada na juncéo da cicatriz umbilical com a pele normal e a direita do umbigo, tornando possivel
a extrusao de visceras abdominais, como estdbmago e intestinos, as quais nao ficam recobertas pelo
saco peritoneal.

Hepatomegalia: Aumento anormal do tamanho do figado.
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Hidropericardio: Acumulacdo excessiva de liquido seroso no pericardio.

Hidronefrose: Dilatacdo da pélvis e dos calices renais, como consequéncia da obstrucdo do trato
urinario.

Hidroureter: Dilatacdo anormal do ureter por acumulagdo de urina devido a um obstaculo a sua
eliminagao.

Hidrometra: Alteracdo uterina que leva ao acumulo de liquido dentro do 6rgao.

Macroftalmia: Aumento anormal do tamanho do globo ocular.

Meningoencefalocele: Protusdo do encéfalo ou de parte das meninges por meio de uma abertura ou
falha no cranio.

Microftalmia: Reducdo anormal do tamanho do globo ocular.

Micrognatia: Mandibula em tamanho menor que o normal.

Oligospermia: Reducado na quantidade dos espermatozoides presentes no liquido ejaculado.
Onfalocele: Hérnia umbilical (alteracdo da parede abdominal em que as visceras saem por meio da
base do cordado umbilical, com a formag¢éo de uma hérnia para dentro do saco peritoneal).

Orquite: Denominacédo genérica de qualquer tipo de inflamag&o nos testiculos.

Polidactilia: Presenca de um dedo adicional no membro inferior ou superior do individuo.

Polidramio: Excesso de liquido amniético no utero.

Situs inversus: Transposi¢cdo de um lado para o outro em torno do plano sagital de todas ou algumas
estruturas do térax e do abdémen.

Tampédo vaginal: Massa esbranquicada de espermatozoides encontrada na abertura vaginal e

indicativa da ocorréncia de acasalamento.
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ANEXO |

Quadro 1. Classificagdo quanto ao nivel de preocupacao dos parametros avaliados nos estudos de toxicidade

reprodutiva.
Peso dos orgao
Orgéo Evidéncia Nivel de preocupacéo Observacéo
Zeisdt;g?r:% Moderado, quando nédo
pid ' reforcada por outros dados; Para os 6rgédos

vesiculas -

C N . ~ femininos, deve-se
seminais, Alteragdo do peso Ausente, quando h& reducéo

prostata, glandula
de coagulagao;
Utero e ovério

intensa do peso corporal e ndo
é reforgada por outros dados.

correlacionar com a
fase do ciclo sexual.

Moderado, quando nao

Hipofise Alteragdo do peso refor¢cado por outros dados. )
Alteracoe a O Op A
Orgéo Evidéncia Nivel de preocupacéo Observacéao
Moderado, quando nédo
refor¢ada por outros dados
(excluindo peso do testiculo);
Testiculos Alteragao do tamanho “Ausente, quando ha redugéo )
intensa do peso corporal e ndo
é reforgada por outros dados.
Alteracd@o da consisténcia Baixo, guando nao reforgada -
por outros dados.
Utero Acumulo de liquidos Alto, quando ndo ha relacao -
com ciclo sexual.
Moderado, quando nédo
reforcada por outros dados
(excluindo o peso do ovario);
Ovarios Alteracdo do tamanho Ausente, quando hé reducéo -
intensa do peso corporal e ndo
€ reforgada por outros dados.
Opatoiogla
Orgéo Evidéncia Nivel de preocupacéo Observacéo
Degeneracéo/necrose do
epitélio germinativo; Alto, se multifocal ou
Alteracdo da maturacéo difusa, bilateral. )
espermatica.
Azoospermia Alto -
Testiculo Oligospermia Alto, se moderada a grave, )
multifocal ou difusa, bilateral.
Degeneracao/necrose/ n° Alto, se multifocal ou Dificil avaliacao
reduzido de células de Sertoli difusa, bilateral. quantitativa
Orquite AIto,_ se mul_tifocal ou )
difusa, bilateral
Inflamacéo e fibrose AIto,_ S€ mul_tifocal ou -
difusa, bilateral
Epididimo Acumulo de detritos no limen
dos tdbulos; Alto, se bilateral.
Granulomas espermaticos i
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Quadro 1. Classificacdo quanto ao nivel de preocupacdo dos pardmetros avaliados nos estudos de toxicidade

reprodutiva.
Atrofia Alto, se difusa. -
Prostata Inflamacao Alto, se multifocal ou difusa. -
Hipertrofia Moderado, quando nao )
Reducédo da secrecédo prostatica reforcada por outros dados.
Vesiculas
seminais e Hipotrofia/atrofia Moderado, quando n&o .
. . . Ver prostata
glandula de Hiperplasia focal reforcada por outros dados.
coagulacéo;
Interrupgéo do ciclo ovariano
(redugéo/ auséncia de foliculos Alto Ver ciclo estral
Ovario secundarios e/ou terciarios)
Cisto de foliculo/ Moderado, se multiplo .
, X Ver ciclo estral
de corpo lateo e bilateral
Atrofia Alto Ver ciclo estral
- Inflamacdo/piometra, se Moderado Ver ciclo estral
Utero moderada ou grave
Hiperplasia Moderado, quando nédo :
. Ver ciclo estral
Hidrometra reforcada por outros dados.
Células do lobo anterior com Sinal de degeneracéo
citoplasma vacuolado; presenca Alto el/ou desregulacdes
Hipofise de células de Crooke enddcrinas
Atrofia de baséfilos Alto Perturbacéo do eixo
no lobo anterior HHG

4. Parametros gerais

desenvolvimento sexual

Desfecho Parametro alterado Nivel de preocupacéo Observacéao
Momento de abertura vaginal e Alto, se ndo relacionado a
Desenvolviment separacao prepucial alteracdes no peso corporal Geragdo F1
o sexual/
reprodutivo Alto, no caso de mudanca na
DAG razao entre sexos e/ou no =
Geragao F2

Baixo, quando néo reforcado

Depende das

reprodutivos

indice de acasalamento

indice de fertilidade

Perda perinatal

Perda pré-natal

Tamanho da ninhada
ao nascer

Alto, quando nao relacionado
a toxicidade sistémica

e observado em uma dose que

nao causa toxicidade parental.

Ciclo estral Duracéo do ciclo concentracdes

por outros dados. . :

hormonais sanguineas
Baixo a moderado, quando
. . ndo acompanhado por
Periodo gestacional = P P -
alteracdo no comportamento
sexual/ de acasalamento

- Tempo para acasalamento
Indices

Altera¢cBes hormonais
podem prolongar o
tempo para
acasalamento
(ver ciclo estral)

Parametros
espermaticos

N° de espermatides resistentes
a homogeneizacéo e de
reservas de espermatozoides no
epididimo caudal

Motilidade, contagem,
morfologia

Baixo a moderado, quando
néo refor¢cado por outros
dados.

Desenvolviment
0 pos-natal

Sobrevivéncia durante a
lactacdo/ desmame

Peso corporal
ganho de peso corporal;

Condigéo clinica

Alto, quando ndo relacionado
a toxicidade sistémica e
observado em uma dose que
ndo causa toxicidade parental.
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ANEXO I

Quadro 1. Classificagdo quanto ao nivel de preocupacado dos parametros avaliados nos estudos de toxicidade
no desenvolvimento: Evidéncias morfoldgicas fetais externas

Anormalidades e malformacdes* — Nivel de preocupacgéo: Alto

Geral Tronco Crénio
Edema generalizado Atresia anal (imperfuracao) Acefalia
Feto pequeno (metade do Craniorraquisquise Anencefalia
tamanho dos demais da ninhada) Gastrosquise Craniosquise
Gémeos siameses DAG aumentada/diminuida Exencefalia
Aplasia ctis congeénita Onfalocele Macrocefalia
Hemorragia/hematoma Espinha bifida Meningoencefalocele
Oligo/polidramnio Hérnia umbilical Microcefalia
Escoliose
Orelha Olho Nariz
Anotia (agenesia) Ablefaria Arrinia (agenesia)
Macrotia (ampliada) Anoftalmia Posicionamento incorreto
Microtia (reduzida) Exoftalmia Deformacéo
Pina deformada Macroftalmia Narina Unica
Posicionamento incorreto Microftalmia Atresia da narina (imperfurada)
Boca e mandibula Membro superior/inferior, Rabo
mao/pé e dedo
Agnatia (agenesia) Adactilia Acaudado (agenesia)
Micrognatia Amelia (agenesia) Enrolado/torcido
Labio leporino Braquidactilia Fino
Fenda palatina Ectrodactilia (oligodactilia) Curto
Protuséo da lingua Focomelia
Polidactilia
Télipe equinovaro (pé torto)

1 Os termos entre parénteses sao sindnimos ou explicagdes.

Quadro 2: Classificacdo quanto ao nivel de preocupacéo dos parametros avaliados nos estudos de toxicidade
no desenvolvimento: Evidéncias morfoldgicas fetais esqueléticas.

Créanio Crénio
¢ Osso hidide: ¢ Osso hiéide:
Ossificacdo incompleta Agenesia (ausente)
(reduzida) Deformacéo
e Ossos do cranio: ¢ Ossos do cranio:
Pequeno (hipoplasico, rudimentar, reduzido) Agenesia (ausente)
Ossificacdo incompleta (reduzida) Deformacéo
¢ Fontanela (moleira): ¢ Fontanela (moleira):
Ampliada Fechada

123

Avaliacdo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024



Quadro 2: Classificacdo quanto ao nivel de preocupacéo dos parametros avaliados nos estudos de toxicidade
no desenvolvimento: Evidéncias morfoldgicas fetais esqueléticas.

Coluna vertebral

Coluna vertebral

e Atlas (C1), axis (C2):
Pequeno (hipoplasico, rudimentar, reduzido)
Ossificacdo incompleta (reduzida)

e AlteragBes no corpo vertebral®:
Bipartido (dois centros de ossificagéo)
Formato dumb-bell
Ossificacdo incompleta (reduzida)
Supranumerario (adicional)

e Alteracdes no arco vertebral:
Pequeno (hipoplasico, rudimentar, reduzido)
Ossificacdo incompleta (reduzida)
Supranumerario (adicional)

¢ Atlas (C1), axis (C2):
Agenesia (ausente)
Desalinhamento
Deformacéo

e AlteragGes no corpo vertebral3:
Agenesia (ausente)
Fuséo
Hemicéntrico
Desalinhamento
Deformacéo

e Alteracbes no arco vertebral:
Agenesia (ausente)
Fuséo
Desalinhamento
Deformacéo

(assimétrico,

unilateral)

Costela

Costela

Tortuosidade

Costela cervical

Descontinuidade (incompleta)
Encurtamento (rudimentar)
Ossificagdo incompleta (reduzida)
Supranumeréria (adicional)
Espessamento

Agenesia (ausente)

Ramificagdo (bifurcada, dividida)
Fuséo

Desalinhamento

Deformacéo

Esternébra

Estérnebra

Ossificagdo bipartida

Ossificacdo extra

Ossificagdo incompleta (reduzida)
Auséncia de ossificacédo

Agenesia (ausente)
Posicionamento incorreto
Desalinhamento (severo)
Deformacéo

Fendas esternais

Clavicula, escapula

Clavicula, escapula

Dobra (angulagéo)

Pequena

Ossificacdo incompleta (reduzida)
Aumentada

Agenesia (ausente)
Deformacéo
Auséncia de ossificagédo

llio, isquio, pubis

llio, isquio, pubis

Pequeno (hipoplasico, rudimentar, reduzido)
Ossificacdo incompleta (reduzida)
Aumentada

Auséncia de ossificacdo (pubis)
Desalinhado

Agenesia (ausente)
Desalinhamento (ilio, isquio)
Deformacéo

Extremidades?

Extremidades*

Ossificagcdo incompleta (reduzida)

das falanges)

Auséncia de ossificacéo (se restrito aos ossos distais

Agenesia (ausente)
Tortuosidade

Fundida

Posicionamento incorreto
Deformacéo
Supranumerério (adicional)
Aumentada

1 Os termos entre parénteses sao sindnimos ou explicacdes.

2 As evidéncias também podem suscitar elevada preocupacao, dependendo do érgdo afetado e da frequéncia.

3 Cervical, toracica, lombar, sacral/caudal.

4 Alteracéo de ossos individuais.
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Quadro 3. Classificacdo quanto ao nivel de preocupacdo dos pardmetros avaliados nos estudos de toxicidade
no desenvolvimento: Evidéncias morfoldgicas fetais viscerais.

Variacdes e retardos?

Anormalidades e malformacdes?
Nivel de preocupacao: Alto

Nivel de preocupacao: baixo a moderado?

Geral

Geral

Dilatagéo
Hemorragia
Tamanho reduzido
Descoloracéo

Agenesia (ausente)

Aneurisma

Presenca de liquido na cavidade abdominal
(ascite; hemorragia)

Congestéo (se excessiva e generalizada)
Posicionamento incorreto

Fistula

Situs inversus

Estenose

Seccdes coronais (cabeca)

Seccdes coronais (cabeca)

Alteracdes do cérebro:
Dilatacéo leve do ventriculo cerebral
(<2 vezes o tamanho normal)

Alteracdes do cérebro:

Assimetria

Tamanho reduzido (hipoplasico, rudimentar)
Deformacéo

Hidrocefalia (interna, externa)

Alteracdo da cavidade nasal

Alteracdo da cavidade nasal

Dilatag&o leve
(<2x tamanho normal; ndo visivel externamente)

Tamanho reduzido
Agenesia (auséncia de septo nasal e/ou concha)
Malformacédo do septo nasal e/ou concha

Timo

Timo

Residuos
Assimetria

Agenesia (ausente)

Diviséo (bipartido)

Posicionamento incorreto
Deformacéo

Tamanho aumentado (> 2x normal)
Tamanho reduzido (< 2x normal)

Pulmao e tragueia

Pulmao e traqueia

Lobo(s) aumentado(s)

Lobos anormais (lobos fundidos se <3 lobos
afetados)

Descoloragéo/palidez

Lobo(s) supranumerario (s) (se <2)

Agenesia (ausente)
Hemorragia

Tamanho reduzido
Deformacéo

Unilobular
Posicionamento incorreto
Estreitamento (estenose)

Coracao

Coracéo

Ostio aumentado

Acardia

Defeito do septo atrial e/ou ventricular
Cardiomegalia

Dextrocardia/Posicionamento incorreto
Hidropericardio

Alteracéo valvar, ventricular, atrial (Deformacéo)
Tamanho reduzido (Hipoplasia)

Vasos sanguineos®

Vasos sanguineos®

Variagdo de ramificacédo

Dilatacdo (<2x tamanho normal)
Encurtamento (de comprimento)
Supranumerario (pequenos vasos)

Agenesia (ausente)

Dilatagdo (diametro > 50% do normal)
Hipoplasia

Estreitamento (estenose)/ Interrup¢do
Posicionamento incorreto
Persisténcia do canal arterial
Aneurisma

Avaliacdo do potencial de toxicidade reprodutiva associado aos ingredientes ativos de agrotoxicos

Guia n® 67/2023 — versao 2, de 11/12/2024

125




Quadro 3. Classificacdo quanto ao nivel de preocupacdo dos pardmetros avaliados nos estudos de toxicidade
no desenvolvimento: Evidéncias morfoldgicas fetais viscerais.

Diafragma

Diafragma

Agenesia (ausente)
Hérnia diafragmatica

Figado

Figado

Lobo(s) aumentado(s)
Lébulos fundidos (<3)
Descoloragéo/palidez
Lobo Supranumerario

Agenesia (ausente)

Hemorragia

Hepatomegalia

Necrose isquémica do parénquima hepatico
Posicionamento incorreto

Deformacéo

Tamanho reduzido

Vesicula biliar

Vesicula biliar

e Alteracdes do duto biliar:
Alongamento
Encurtamento
e Alteracdes da vesicula biliar:
Ausente (agenesia/aplasia) (somente coelho)
Tamanho aumentado/reduzido (hipoplasia)

e Alterac6es do duto biliar:

Agenesia (ausente)
Deformacéo

e Alteragdes da vesicula biliar:

Supranumeraria
Deformacéo

Aparelho Digestivo*

Aparelho Digestivo*

Agenesia (ausente)

Atresia (imperfurado)

Presenca de diverticulo e/ou fistula
Ampliag&o/estreitamento
Posicionamento incorreto

Baco

Baco

Descoloracéo
Supranumerario (em coelhos)

Ausente (asplenia, agenesia)
Deformacéo
Posicionamento incorreto

Tamanho reduzido/aumentado (esplenomegalia)

Glandula adrenal

Glandula adrenal

Posicionamento incorreto
Tamanho aumentado

Agenesia (ausente)
Fuséo

Rim

Rim

e Alteracdes nos rins:

e Alteracdes na pelve renal:
Dilatag&o leve (papila renal ainda visivel)
Papila renal reduzida

e Alteragdes nos rins:

Agenesia (ausente)/Supranumerario
Tamanho aumentado/reduzido

Fuséo

Hidronefrose

Posicionamento incorreto/Deformacéo

e Alteracdes na pelve renal:

Dilatagdo (papila renal nao visivel)
Deformacéo

Ureter e bexiga

Ureter e bexiga

e AlteracGes do ureter:
Tortuosidade
Dilatacdo (se néo for por obstrucao distal)

e Alteractes do ureter:

Agenesia (ausente)
Duplicacdo
Dilatacdo (hidroureter)

e Alteracdes da bexiga:

Acistia (ausente)
Tamanho aumentado/reduzido
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Quadro 3. Classificacdo quanto ao nivel de preocupacdo dos pardmetros avaliados nos estudos de toxicidade
no desenvolvimento: Evidéncias morfoldgicas fetais viscerais.

Orgéos sexuais® Orgéos sexuais®

Agenesia (ausente)

Tamanho aumentado/reduzido

Hemorragia

Posicionamento incorreto (deslocado, ectépico)
Deformacéo

Supernumerario

1 Os termos entre parénteses sdo sindnimos ou explicacoes.

2 As evidéncias também podem suscitar elevada preocupacao, dependendo do érgéo afetado e da frequéncia.
3 AlteragGes da aorta, arco aortico, carétida, canal arterial, artéria pulmonar, subclavia, veia cava, outras.

4 AlteragGes da lingua, esbéfago, estbmago, intestinos, pancreas, reto.

5 Ovario, oviduto, corno uterino, testiculo, epididimo, vaso deferente.
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ANEXO 1l

1. DESENVOLVIMENTO DE REFLEXOS E ONTOGENESE COMPORTAMENTAL:

Quadro 1. Detalhamento dos principais testes destinados a avaliagdo da ontogénese de reflexos e de outros

comportamentos.

TIPO DE TESTE

DESCRICAO

DESFECHOS

IDADE DE
ANALISE

(DPN)*

Posicionar o animal em decubito dorsal numa
Iz_eflgxo de superficie plana e verificar a ocorréncia ou néo da Habilidades -
endireitamento A ica Thi -
ol resposta de retorno a posicéo de decubito ventral, neuromotoras
em superticie bem como o tempo gasto nessa tarefa.
Posicionar o animal em plano inclinado com a Habilidades
Reflexo de cabeca direcionada para baixo © verificar a neuromotoras 710
geotaxia negativa | 0corréncia da resposta de giro 180°, bem como o | pesenvolvimento
tempo gasto nessa tarefa. de reflexos
Habilidades
. . . o neuromotoras
Posicionar o animal entre a sua gaiola de residéncia | pesenvolvimento
Reflexo de retorno | e uma gaiola nova e verificar a escolha, bem como de reflexos 6-10
(odor)
) L . Habilidades
Reflexo de Soltar o animal de uma posi¢éo em decubito dorsal neuromotoras
endireitamento e medir sua capacidade de pouso sobre quatro | pesenvolvimento 12-17
no pouso apolos. de reflexos
Habilidades
Reflexo auditivo | Expor o animal a um som (alto e stbito) e medir a | _Neuromotoras 10-14
de sobressalto | ocorréncia e a laténcia da resposta de sobressalto. | Desenvolvimento
de reflexos
R Pontuar diferentes estagios de desenvolvimento da Habilidades
Ontogénese da | hapilidade de natagéo (medir posig&o corporal, uso neuromotoras
habilidade de dos membros e direcio Desenvolvimento 6-25
nado de locomoc3o). de reflexos
Posicionar os animais em campo aberto e medir Habilidad
. iVi 3 ituacio? i 5 abilidades
Atividade motora | atividade espontanea e habituacdo® intrassesséo ) 13-21
por tempo predeterminado. neuromotoras

1 Recomendacgdes gerais.

2 Definida como uma reducéo da atividade ao longo do tempo em uma Unica sesséo de teste. Pode ser avaliada
comparando-se os niveis de atividade em intervalos consecutivos da sessdo de teste, a qual deve ter duracéo
suficiente para se detectar essa habituag&o. A inclusdo desse teste na avaliacdo da ontogénese comportamental
se deve ao fato de a habituacéo intrassessdo geralmente ser ausente em animais muito jovens (por exemplo,
DPN 12) e se desenvolver em animais desmamados.
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2. ATIVIDADE MOTORA

Quadro 2. Detalhamento dos principais testes destinados a avaliacdo da atividade motora.

TIPO DE TESTE

Campo aberto?

(arena quadrada ou circular)

DESCRICAO

Posicionar o animal no aparato e registrar os

parémetros de atividade motora: distancia total
percorrida, frequéncia de se locomover, de
levantar (rearing — levantamento das patas
dianteiras) e de defecar; tempo total de
atividade, descanso, imobilidade (freezing) e de
levantar. Essa analise pode ser feita por
periodos curtos (por exemplo, 2 min),
apropriados para uma avaliagdo clinica
detalhada; ou mais longos (por exemplo, 30
min), para avaliar a atividade motora em si e
sua habituagéo.

DESFECHOS

Atividade de curto ou
longo prazo;

Nao diferencia entre
locomogéo e
exploracgéo.

Prancha com orificios (Hole
board:

arena semelhante ao campo

aberto, com orificios no piso)

Posicionar o animal no aparato e registrar, além
dos parametros observados no campo aberto,
0 tempo gasto na exploragdo dos orificios
(comportamento de imerséo de cabeca — head-
dipping). Uma variagdo possivel é inserir
alimentos abaixo de alguns desses orificios, de

modo a ser possivel avaliar também a memaria.

Atividade de curto ou
longo prazo;

Diferencia entre
exploracao e
locomocao.

Labirinto radial
de 8 bragos?
(plataforma central conectada
com oito bragos dispostos
radialmente)

Posicionar o animal no centro do aparato e
registrar a entrada em cada um dos bracos em

busca do refor¢o. E uma tarefa motivada por
alimentacéo.

Atividade de curto ou
longo prazo;
Locomocéo e
aprendizado.

Labirinto em 8
(Figure-8 maze)®
(conjunto de corredores
organizados como figura 8,
geralmente com dois corredores
sem saida adicionais projetando-
se para fora a partir do
cruzamento central)

Posicionar o animal no centro do aparato e
registrar sua atividade locomotora total, bem
como a propor¢do de atividade em varios locais
do labirinto (por exemplo, nos becos sem
saida). Isso pode ser feito por meio de feixes
fotograficos localizados no labirinto e de
sistema de gravacao de video.

Atividade de longo
prazo.

Nova gaiola (novel cage)
(gaiola padréo, similar a de
residéncia, limpa)

Posicionar o animal no aparato e registrar a
atividade locomotora por periodos mais longos,
inclusive com habituacao intrassessao.

Atividade de longo
prazo.

1 A atividade locomotora em um ambiente novo € um comportamento complexo que pode estar relacionado tanto
a habilidade motora em si, quanto a outros fatores como niveis de ansiedade, resposta ao estresse e a novidade.

2 Embora inicialmente desenvolvido para avaliar a memdria espacial, esse teste também pode ser usado na
avaliagdo da atividade motora. Mais detalhes serdo fornecidos no item referente aos testes de memodria e
aprendizado.

3 Trata-se de uma variante do campo aberto e, devido ao seu desenho, é capaz de fornecer uma medida da
atividade motora menos influenciada por fatores ambientais.
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3. FUNCAO SENSORIAL E MOTORA

Quadro 3. Detalhamento dos principais testes destinados a avaliacdo das fun¢des sensorial e motora.

TIPO DE TESTE DESCRIGAO DESFECHOS AN,IQEI)_'?SDEE(II::))EP)l
Barra rotatoria
(Rotarod /- Posicionar o animal sobre o cilindro giratério e | Habilidades
Acelerorod:caixa | registrar o tempo de queda, caso ocorra. A | neuromotoras | Em geral, no pos-
com cilindro velocidade de rotagdo pode ser fixa ou variavel Equilibrio desmame
rotativo (Accelerod), sendo a Ultima versdo mais | Coordenagéo
transversa)l exigente e sensivel. motora
suspenso
Forcade . _ _
preens&o Posicionar o animal no aparato e registrar o
(Grip strength ou | intervalo de tempo em que se segura a grade, | Hapilidades A partir do DPN
resposta de bem como a forca aplicada pelos membros | npeyromotoras 13
agarrar) anteriores e posteriores.
Teste de pouso | Soltar o animal de 30cm de altura acima de uma o )
(Hind-limb folha de papel e medir a distancia entre as | Habilidades | Em geral, no pds-
Splay) marcacOes das patas traseiras. neuromotoras desmame
Posicionar o animal em plano inclinado com a | Habilidades
Reflexo de cabeca direcionada para baixo e verificar a neuromotoras;
geotaxia negativa? | 0Corréncia da resposta de giro 180°, bem como |  Fungéo do 7-10
o tempo gasto nessa tarefa. aparelho
vestibular
Posicionar o animal sobre a trave e registrar o .
Teste em trave | intervalo de tempo (e o nimero de quedas) gasto Coordenagédo | . geral, no pés-
elevada na sua travessia até a plataforma de fuga ou | Motora fina desmame
(beam test) gaiola. Equilibrio
Medida
quantitativa,
Inibicao por pré- Apresentar ao animal um estimulo pré-pulso em modlf;f:agao de N
pulso (IPP) de 30-100ms antes do estimulo de sobressalto. _refiexos, Préximo ao
resposta de Registrar a magnitude da resposta de integragao desmame ou
sobressalio? sobressalto, a qual normalmente € reduzida de sensorio- apoés
forma dependente da intensidade do pré-pulso. motora
(auditiva,
visual, tatil)
o Expor o animal a um som (alto e subito) e medir o i
Reflexo auditivo a ocorréncia e a laténcia da resposta de Quant”}atl\./o ou ApOS DPN 10
de sobressalto? | gppressalto. qualitativo
Expor o animal ao estimulo auditivo repetidas
vezes, a intervalos regulares, e registrar a
intensidade do reflexo de sobressalto. Espera-se Habituacio
Habituac&o da uma redugép na magnitude da. r~esposta |r_1|C|aI (aprendizado
resposta auditiva com a contlnplda(jNe da exposicao do animal, n30- -
de sobressalto |nd|c§1n(_:i0 habituacdo ao estimulo sonoro. Deve- associativo)
se otimizar parametros como volume e duragéo
do estimulo, intervalo entre sessdes e niveis de
ruido basal, a fim de maximizar a sensibilidade
do teste.
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Quadro 3. Detalhamento dos principais testes destinados a avaliagéo das fun¢des sensorial e motora.

Condicionamento
do piscar de
olhos*

Apresentar ao animal um estimulo condicionado
(comumente um som) imediatamente antes de
um estimulo ndo condicionado (um breve jato de
ar nos olhos) repetidas vezes. Apds essa etapa
de pareamento, apresentar ao animal apenas o
estimulo condicionado e registrar a ocorréncia
da resposta condicionada — piscar dos olhos em
resposta ao som, por exemplo.

Capacidade
auditiva, visual
e tatil;
Aprendizado

Em geral, no pos-
desmame

Técnicas de
condicionamento
operante®

Treinar o animal para associar um estimulo ndo
condicionado (evento reforcador positivo -
entrega de um alimento; ou negativo — retirada
de um estimulo aversivo como choque elétrico)
apos determinada acdo do animal (por exemplo,
pressionar uma alavanca na gaiola) e registrar a
ocorréncia do aumento na frequéncia de
execucao dessa acéo em busca do refor¢o. H4

Ampla gama
de funcdes
sensoriais

Em geral, no pos-
desmame e em
adultos
(motivacao por
alimento)

uma ampla gama de paradigmas que se
baseiam nesse principio e podem ser usados na
determinacéo de limiares sensoriais.

1Recomendacdes gerais.
2Mesmo teste utilizado na avaliagdo da ontogénese comportamental.

3 A IPP consiste na reducao da resposta de sobressalto quando previamente gerado um estimulo sensério de
menor intensidade (pré-pulso), em um intervalo de tempo especifico. Trata-se de uma forma bem estabelecida
de mensurar a modulacgédo do filtro sensério-motor, uma vez que a presenca do pré-pulso ativa mecanismos que
inibem o processamento do pulso, evitando assim um excesso de informacéo proveniente do meio.

4 Esse teste é uma forma de aprendizado classico (pavloviano), no qual ocorre a formag¢éo de uma relagéo
preditiva entre dois estimulos. Isto €, o estimulo condicionado normalmente ndo provoca nenhuma resposta por
si sO, enquanto 0 ndo condicionado provoca uma resposta ndo condicionada (nesse caso, o piscar de olhos). No
entanto, ap0s apresentacdes repetidas dos dois estimulos sequencialmente (de forma pareada), 0 som passa a
desencadear o reflexo do piscar de olhos, mesmo na auséncia do sopro de ar. Embora essa resposta
condicionada seja usada principalmente como um indicativo de aprendizagem, é possivel usar este teste para
avaliar a funcdo sensorial por meio da modificacdo de propriedades do estimulo condicionado (frequéncia,
intensidade, etc.) e avaliagdo do seu efeito na resposta condicionada.

5 Nesse tipo de teste ocorre a formagéo de uma relagéo preditiva entre uma agéo e seu desfecho. A avaliagao
da funcéo sensorial por meio desses procedimentos se baseia na capacidade do animal em detectar alteractes
nas propriedades de estimulos sensoriais (por exemplo, frequéncia ou intensidade do tom, frequéncia da luz,
propriedades espectrais etc.) que controlam as respostas. Devido a possibilidade de uma ampla gama de pistas
sensoriais para controlar comportamentos, os testes envolvendo condicionamento operante estdo entre 0s mais
sensiveis para avaliar a funcdo sensorial.

4. MEMORIA E APRENDIZADO

O aprendizado associativo pode ser avaliado por meio de uma série de tarefas
diferentes, as quais podem geralmente utilizar estimulos apetitivos ou aversivos. No primeiro
caso, normalmente se utiliza a privacdo de alimento ou agua para aumentar a motivacédo na
execucao das tarefas, uma vez que a acao gera um reforgo positivo para o animal. No segundo
caso, a acdo do animal é motivada por estimulos aversivos, desagradaveis ou dolorosos (por
exemplo, choque elétrico, luzes ofuscantes, som alto, agua). Nas tarefas aversivas, pode-se

verificar respostas de fuga ou esquiva dos animais, a depender se eles executam essa acao
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previamente ao aparecimento do estimulo aversivo (esquiva), ou apds 0 seu aparecimento

(fuga). Devido ao potencial impacto da privacado de adgua ou alimentos em animais jovens em
desenvolvimento, tarefas motivadas por apetite ndo sdo as de escolha para esse grupo de
animais.

E importante mencionar que medidas de parametros relacionados a aprendizado ou
memoéria podem ser afetadas por distlrbios na funcdo motora ou sensorial, caso esses
disturbios exercam influéncia sobre a capacidade dos animais de executar 0s testes

comportamentais de memaria e aprendizado.

Quadro 4. Detalhamento dos principais testes destinados a avaliacdo da memoria e do aprendizado.

TIPO DE TESTE

DESCRIGAO DESFECHOS!

Esquiva inibitéria
(passiva)?

Essa tarefa requer que o animal aprenda a suprimir uma

acao para prevenir a ocorréncia do estimulo aversivo.
Esse paradigma apresenta variacbes: inibicdo do
comportamento de descida de uma plataforma (step-
down avoidance) e do comportamento de cruzar dois
compartimentos (iluminado e escuro) (step-through). Nos
dois casos, ao descer da plataforma ou adentrar no
compartimento escuro, o animal recebe um choque
elétrico nas patas (estimulo aversivo). Entdo, o
aprendizado associativo € medido comparando-se as
laténcias (de entrada na cAmara escura ou de descida da
plataforma) entre as sessdes de treino e de teste.

Numero de erros,
laténcia de entrada
no compartimento
aversivo ou de
descida da
plataforma.

Esquiva ativa?

Essa tarefa requer que o animal aprenda a executar uma
acao para prevenir a ocorréncia do estimulo aversivo. Um
exemplo é a resposta de esquiva condicionada, na qual
0 animal é treinado para evitar um estimulo aversivo
(choque nas patas) previsto por uma sugestéo sensorial
(estimulo condicionado como som ou luz). Espera-se que
o animal aprenda a evitar o estimulo aversivo (resposta
de esquiva) executando determinada ag¢do na qual foi
treinado (mudar de compartimento ou subir em uma
plataforma), apos percepcdo do estimulo de alerta. E
possivel que essa execugdo ocorra apenas em resposta
ao estimulo aversivo (fuga), entdo deve-se registrar o
namero de esquivas e de fugas, bem como a laténcia de
resposta. O aprendizado associativo € medido
comparando-se esses parametros entre as sessdes de
treino e teste.

N° de esquivas bem
sucedidas e de fugas
quando houve falha
na esquiva; tempo
de laténcia para
resposta.

Labirinto radial de 8
bracos

O animal é posicionado no centro do aparato, no qual ha
alimento disponivel em cada um dos bragos. Deve-se
registrar o nimero de entradas em cada braco em busca
do reforco. As medidas de memdria e aprendizado
incluem: laténcia para se obter refor¢o, nUmero de bragos
visitados e de erros (reentrada nos bracos onde o
alimento ja foi consumido).

Aprendizado
espacial, memorias
de curto e longo
prazo.
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Quadro 4. Detalhamento dos principais testes destinados a avaliagdo da memoéria e do aprendizado.

Condicionamento
operante
(caixa de Skinner)

Variedade de paradigmas que se baseiam no mesmo
principio: animais devem executar uma agdo para obter
reforco (dgua/alimento) ou evitar estimulo aversivo (luz e
som intensos, choque elétrico). E possivel avaliar outras
funcbes cognitivas como atencéo, inibicdo de resposta
(impulsividade), discriminacdo, memoria espacial e nao
espacial.

N° de respostas
corretas e de
reforcos; percentual
de escolhas corretas,
taxas de erros
(depende do tipo de
teste).

Labirinto aquatico® de
Biel e sua variagao (de
Cincinnati)

(Labirinto com multiplas
jungoes em “T”
dispostas de forma
assimétrica e
organizadas de tal
maneira que 0s animais
precisam aprender a
encontrar passagens ao
longo das paredes, e
ndo nas extremidades,
até o alcance da meta)

Inicialmente, o animal pode ser testado em um canal de
agua reto para avaliar a capacidade de nado e, em
seguida, posicionado no labirinto aquatico. Pode-se
efetuar testes adicionais posteriores, nos quais as
posicdes de inicio e fim sdo invertidas em relacdo as
sessfes de treino. As medidas usadas para avaliar
aprendizado e memoéria sdo o nimero de erros em cada
tentativa, ou seja, virar & esquerda em vez de a direita e
vice-versa. O tempo total gasto no labirinto também é
registrado em cada tentativa, mas é uma medida menos
adequada para avaliar aprendizagem do que medir a
precisdo da escolha.

Atividade de longo
prazo

N° de erros e tempo
de laténcia para se
alcancar o final do
labirinto

Labirinto aquatico® de
Morris

(Tanque de agua
circular com plataforma
de escape submersa)

O animal é posicionado no interior do aparato, em um dos
4 locais aleatérios, e deve localizar a plataforma de
escape submersa para sair da d4gua. Em razdo das
alteracdes na posicéo inicial do animal em cada sesséo,
ele deve aprender a localizar essa plataforma com base
em pistas espaciais fora do labirinto. A capacidade de
mem¢éria é avaliada no ultimo dia de teste, no qual a
plataforma é removida e se considera o tempo gasto no
local anteriormente ocupado por ela como uma medida
de memodria. As medidas de aprendizagem séo: laténcia
para localizar a plataforma, distancia e velocidade de
nado até a plataforma. A reducédo da distancia percorrida
ao longo das sessbes fornece uma melhor medida de
aprendizado do que a laténcia, pois esta pode ser
influenciada pela velocidade de nado.

Aprendizado e
memoéria espacial;
Distancia e percurso
de nado; laténcia
para alcancar a
plataforma de
escape; nimero de
sessodes de treino até
0 aprendizado.

Labirinto em T4

(caixa inicial conectada
a dois bracos -
esquerdo e direito;
versdo em labirinto
seco — motivado pelo
apetite; ou em labirinto
aquatico — motivado
aversivamente)

z

O procedimento frequentemente usado é a tarefa de
posicao habitual - 0 mesmo brago é a escolha correta ao
longo de todas as tentativas. Outras possibilidades
incluem alternancia espontanea, a qual requer que o
animal escolha o braco oposto ao anteriormente
escolhido; e alternancia forcada, onde cada sesséo
consiste em duas rodadas — na primeira, 0 animal pode
seguir por apenas um lado do labirinto (escolha forcada),
enquanto na segunda a escolha é livre e o braco
alternativo ao da escolha forgada contém o reforco.

Aprendizado e
mem©éria operacional
e espacial; N° de
erros, laténcia para
alcancar o reforco,
namero de sessoes
de treino até o
aprendizado.

1 E possivel avaliar uma ampla variedade de desfechos a partir da execugéo da maioria desses testes, a depender do objetivo e do uso
especifico de cada um deles. Os desfechos aqui listados fornecem uma visao geral dos mais comuns que podem ser avaliados.

2 Os testes de esquiva passiva ou ativa sdo de execucao facil e rapida e requerem geralmente poucas tentativas para o aprendizado. No
entanto, eles tendem a produzir resultados variaveis e podem ser sensiveis a déficits na fungcdo motora.

3 Labirintos aquaticos apresentam uma série de vantagens: podem ser usados em animais jovens, uma vez que ndo requerem privagéo de
alimentos; sdo tarefas de rapido aprendizado, isentas de confusdo causada por apetites ou sabor, relativamente insensiveis ao estimulo de
odor. Como limitacdes, podem ser afetadas por déficits motores, em especial se dependerem de medidas de laténcia ou velocidade, em vez
de medidas de precisdo de escolha.

40 aprendizado de que 0 mesmo braco é sempre o correto pode ser relativamente simples para ratos, e estudos mostraram que essa tarefa
pode nao ser afetada pela exposi¢do a substancias quimicas. Por essa razao, recomenda-se as tarefas de alternancias, as quais apresentam
maior complexidade e, portanto, maior sensibilidade para indicar comprometimento cognitivo.
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