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Declaragao de acompanhamento do estudo
O estudo descrito neste Relatério Final foi éxecutado sob nossa superviséo, de acordo com o Plano de Estudo e
procedimentos descritos no método INCQS (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde) n°

65.3330.004 (2007) e em conformidade com os critérios para a habilitagao de laboratérios segundo os principios
das Boas Praticas de Laboratérios (BPL) GGLAS 02/BPL (2001).

Este relatério representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos.

Plano de estudo, copia do relatério final e todos os dados e observagdes referentes a este estudo, s&o arquivados
na BIOAGRI Laboratérios Ltda.
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Declaracao da Garantia da Qualidade

L
Este estudo foi conduzido segundo os principios das Boas Praticas de Laboratérios (BPL) e em conformidade com
os critérios para a habilitagdo de laboratérios GGLAS 02/BPL (2001).

Este relatorio foi revisado pela Garantia da Qualidade — BIOAGRI. As datas e fases de auditoria no estudo estao
relacionadas na tabela abaixo:

Auditoria Data das informacgdes relatadas

Data Fase Diretor de estudo Diretor Técnico
09/0ut/2009 “Plano de estudo 09/0ut/2009 * 09/0ut/2009
28/0ut/2009 Relatério do estudo 29/0ut/2009 30/0ut/2009

A auditoria de processo mais recente da fase laboratorial desta classe de estudo foi realizada em 21/Jul/2009. Esta
auditoria esta registrada no documento interno RAS 087/09

& s

Os resultados e observagdes apresentados neste relatorio final sdo descricdes precisas dos dados brutos gerados
durante a condugéo do estudo.

04/ Tey-1400%
Ar}dfeza Pampolini de Souza dd mmm aaaa
Garantia da Qualidade
Fone: (19) 3429-7733
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1. Informacgodes

1.1. Do estudo s
Inicio do estudo: ) 08/10/2009

i tenticacdo
Inicio da fase experimental: 12/10/2009 o S
Final da fase experimental: 16/10/2009 ] Hacnty ks f
 Conclusao do relatério: 29/10/2009 —— el
Numero da proposta: 50905

Diretora de Estudo: Katia Fernanda Claudino
Pesquisadora: Roseane P. B. Bernardini
Técnica de laboratério: Daniela Ferraz Menezes
Ajudante de laboratério: Pedro Goiaro

Corpo técnico:

1.2. Da substancia teste

Substancia teste: VANTOCIL DC
Recebida em: 16/09/2009

Lote: s = 8BR340DESC
Data de fabricag&o: 05/12/2008

Data de validade: 05/12/2010
Cadigo da Bioagri: DOM-01770/09

Composicéo declarada (%) (patrocinador):

CONFIDENCIAL

Concentracao declarada do ativo (%)
(patrocinador):

Concentragéo analisada do ativo (%) (Bioagri):

Certificado de Analise: BA 0193/09 e BA 0114.0194/09

Substancia teste enviada por: [ ARCH QUIMICA BRASIL LTDA H

2. Objetivo

O objetivo é avaliar o potencial de irritacdo e/ou corrosdo da substéncia teste VANTOCIL DC quando
administrada’ pela via ocular em coelhos.

3. Definicoes

Irritagdo ocular: é a producéo de lesdes reversiveis no tecido ocular do animal apés a aplicagédo da
substancia teste na superficie anterior do olho.

Corros3o ocular: é a produgdo de lesdes irreversiveis no tecido ocular do animal apés a aplicagéo da
substancia teste na superficie anterior do olho.

Substancia teste: & qualquer espécie quimica, biolégica ou biotecnolégica, formulagéo ou metabolito, que
esta sob investigagéo em um estudo.

4. Material e métodos
Este estudo foi conduzido pelo método INCQS N° 65.3330.004 (2007) (Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude), em conformidade com os critérios para a habilitagdo de laboratérios segundo os principios
das boas praticas de laboratério (BPL), GGLAS 02/BPL, habilitagio de laboratério junto a REBLAS, segundo
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (2001) e Procedimento Operacional Padrao da Bioagri
Laboratérios Ltda., POP-M 1000 (Teste de Irritagéo Ocular (INCQS), Rev. 11). )

)

4.1. Selegéo do sistema-teste

Este estudo foi conduzido com cinco coelhos brancos, Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), 05 fémeas,
nuliparas e n&o prenhas, adultos jovens, saudaveis com idade de 13 semanas, pesando entre 2,0 e 3,0 kg,
fornecidos por Claudio Rubia Lopes — Piracicaba/ SP - Brasil.

4.1.1. Justificativa da selegdo do sistema-teste

O coelho é a espécie mais usada para testar irritag&o/corroséo ocular e é a espécie recomendada por varias
agéncias regulatorias. O coelho é o modelo universal para avaliar toxicidade de varias classes de agentes
quimicos e para qual existe uma base de dados histéricos (Gad & Chengelis, 1998).

4.1.2. Declaragido de acompanhamento de bem-estar animal .~

Este estudo foi realizado em conformidade .com todas as leis aplicaveis ao bem estar de uso € cuidado
humanitario de animais de laboratério. Sempre que possivel, os procedimentos s&o delineados visando evitar ou
minimizar desconforto, angustia ou dor aos animais.

4.2. Preparo do sistema-teste

Os animais empregados neste estudo foram selecionados de uma populagdo estoque saudavel. Todos os
coelhos foram examinados antes da aclimatacéo. Os coelhos foram aclimatados nas condigées do laboratério por
um periodo de no minimo 5 dias, antes da aplicagéo da substancia teste.

Os animais previamente selecionados para o teste passaram por exames de ambos os olhos 24 horas antes
do inicio do teste. A superficie da cornea de ambos os ‘vlhos foi examinada empregando-se fluoresceina sodica a
1% e luz ultravioleta. Animais que apresentaram irritagdo, défeitos oculares e injurias nas cérneas n3o foram
utilizados. O procedimento foi registrado nos dados brutos.

4.3. Condicbes de alojamento e alimentacdo dos animais

Os animais foram individualmente alojados em gaiolas (40x40x40 cm) devidamente identificadas com placas
metalicas onde constou o codigo da amostra, codigo do estudo, data de inicio e data de término do ensaio, sexo e
espécie. A temperatura da sala dos animais foi mantida em 20°C (+ 3°C), bem como a umidade relativa do ar entre
30 e 70%. Luz artificial foi proporcionada aos animais, em ciclos sequenciais de 12 horas de luz e 12 horas sem
luz e as trocas de ar programadas para 10 a 15/hora.

Rag&o comercial peletizada para coelhos (Nome Comercial: Purina Nutricoelhos; Marca: Agribrands Purina do
Brasil Ltda) foi oferecida ad libitum, supridas em cochos metalicos. Amostras de lotes de rag&o e de agua s&o
regularmente avaliadas pela BIOAGRI Laboratérios Ltda./SP quanto a qualidade microbioldgica e micotoxinas que
devem estar dentro do padréo de qualidade esperado para racdo. Agua filtrada foi suprida, ad libitum, por um
sistema continuo de distribuicao nas gaiolas e é avaliada quanto a qualidade microbiolégica; a mesma atende aos
padrées de potabilidade.

4.4. Preparo da substancia teste

A substancia teste foi aplicada pura.
4.5.Dose e aplicagio da substancia teste

A palpebra inferior do olho direito do animal foi puxada cuidadosamente e com o auxilio Qewma seringa esteéril
foi aplicado 0,1 mL da substancia teste pura no saco conjuntival inferior. As palpebras do animal foram fechadas e
mantidas juntas por aproximadamente trinta segundos, para prevenir perdas do produto. O olho esquerdo do

animal, que n&o recebeu o tratamento foi utilizado como controle. Os olhos dos
horas apds a aplicacdo da substancia teste. !
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4.6. Pesagem . X/

.. o4
O peso de cada animal foi verificado antes da aplicagio da substancia teste e apés o registro da dltima
avaliagéo.

4.7. Periodo de observagao

As reagbes oculares de opacidade e 4rea de comprometimento da cérnea, hiperemia dos vasos da iris e
hiperemia conjuntival, quemose e secrecéo nas conjuntivas, foram avaliadas 24, 48, 72 horas e 7 dias ap6s a
aplicacéo da substancia teste.

O grau de reagdes oculares (cornea, iris e conjuntiva) foi registrado em cada periodo de avaliagdo seguindo o
Sistema de Graduagéo de Lesbes Oculares, conforme o Quadro 1 (INCQS, 2007).

Quadro 1. Graduacgéo das reagdes oculares.

CORNEA*
A — Opacidade (grau de idade) Graduagao
Sem opacidade . 0
Area difusa ou disseminada, detalhes da iris claramente visiveis (perda de brilho)
Areas translicidas facilmente discerniveis, detalhes da iris ligeiramente obscuros 2
Area opalescente, nenhum detalhe da iris visivel, tamanho da pupila pouco discernivel 3
» Opaca, iris invisivel 4
B — Area da cémea envolvida Graduagéo
Cérnea normal 0
Um quarto (ou menos), mas néo zero 1
Maior do que um quarto e menor do que a metade 2
Maior do que a metade e menor do que trés quartos 3
Maior do que trés quartos até a'area total 4
A RIS ]
C - Irite Graduagéo
Normal 0
Raias com congestéo, edema, injegéo circuncorneal (qualquer uma ou todas essas alteragbes ou a
combinagéo de algumas delas), iris ainda reage & luz (reagdo lenta & positiva). 1
Nenhuma reagao a luz, hemorragia, destruicdo Iquer uma ou todas essas) 2
CONJUNTIVAS
D — Hiperemia (refere-se as conjuntivas palpebrais e bulbares, excluindo-se cornea e iris) Graduagdo
Vasos i 0
Vasos definitivamente injetados acima do normal 1
Vermelho intenso mais difuso e vasos individuais ndo facilmente discerniveis 2
Vermelho escuro difuso s 3
E — Quemose Graduagédo
Auséncia de edema 0
Algum edema acima do normal (inciuindo a membrana nictante) 1
Edema ébvio com eversao parcial das palpebras 2
Edema com as palpebras cobrindo metade do olho 3
Edema com palpebras cobrindo de metade ao fechamento total do olho 4
F — Secregao Graduagao
Auséncia de secregdo 0
Qualquer quantidade diferente do normal
Secre¢do com umedecimento das palpebras e pélos adjacentes a estas
Secregdo com umedecimento das palpebras, pélos e area consideravel ao redor do olho

Fonte: INCQS (2007).
4.8. Classificagcao da substancia teste

Para cada animal foi obtida uma leitura considerando-se as reagdes oculares avaliadas e‘calculoq-se a r:lé@ia
de leitura para cada intervalo de tempo. O maior valor obtido entre estas médias (excetuando a média do 7° dia)

foi denominado de média maxima (MEz,). Obteve-se, entéo, a faixa de confianca (Fc): Fc = MEqs + 5.
A definigéo da classe da substancia teste foi realizada de acordo com o Quadro 2, sendo que:
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o se foram encontrados dois valores de leitura na faixa de confianga, considerou-se 0 MEns para quantificagéo

e se néo foram encontrados dois valores, considerou-se o segundo maior valor de média da leitura como MEax
para quantificagédo das lesbes. h

Quadro 2. Avaliagéo da classe da substancia teste.

R Classe Faixa (Quantificagéo das Lesdes) Classificacao
| 0-149 Produto néo irritante
I} 15-249 Produto irritante leve
i - 25-49.9 Produto irritante moderado
W 50-79,9 Produto irritante severo
\ 80-110,0 Produto irritante maximo

Fonte: INCQS (2007).

A classificacéo final da substancia teste foi feita através da avaliagdo da média maxima, conforme Quadro 2.
Posteriormente, foi realizada a confirmag&o ou alteragéo da classificacéo de acordo com o Quadro 3.

Quadro 3. Classificacéo final da substancia teste

Classificacdo Confirmacéo da classificag&o final
CLASSE | Nao irritante Se Maan € 2,4 ==> classe |; se Maan > 2,4 ==> ir para classe ||
5 . (1) Magn < 2,4 ==> classe |I; se Magn > 2,4 ==> ir para item 2
GLASSE Irrl}ante Leve (2) My2n < 2,4 ==> classe II; s Mzzn > 2,4 ==> ir para classe lll
Irritante (1) Myg < 20 ==> ir para o item 2; se Mzq > 20 ==> ir para a classe IV
CLASSE Il Modarado (2) L7¢ < 10 em pelo menos trés animais — classe final lll; se L74 > 30 em pelo menos um
animal — classe IV
\rritante (1) Mzs < 40 ==> ir para o item 2; se Mzq > 40 ==> ir para a classe V
CLASSE IV Severo (2) L74 < 30 em pelo menos trés animais — classe IV; se Lzg > 60 em pelo menos um animal -
classe V
Irritante (1) Myg > 40 ==> ir para o item 2
CLASSE V Maximo (2) Se Lzs >'60 em pelo menos 1 animal — classe V

Fonte: INCQS (2007).

5. Resultados

A Tabela 1 relaciona os pesos dos animais e as reacdes oculares individuais, respectivamente, nos periodos

avaliados. O peso dos animais

foi avaliado no inicio e final do teste.

Tabela 1. Peso inicial e fi nal dos animais e reagbes oculares observadas nos periodos avaliados.

Animal n® 01 02 03 04 05
Inicial 22193 2328,7 2515,3 26183 2719,3
Peso (9)
Final 24627 2539,3 2718,6 2719,7 2910,3
Sexo 2 Q ? ? ?
Tempo de Observacéo Horas Horas Horas Horas Horas
P A 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 | 48 | 72
densidade (a) 2 3 3 2 3 3 2 2 2 2 2 3 2 3 3
Cérnea area (b) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 | 4 | 4
sub-total (axb)x5 | 40 60 60 40 60 60 40 40 40 40 40 60 40 | 60 | 60
s irite (c) 1 2 ] 2 2 1 2 g 2 2 2 [ 2
sub-total cx5 5 10 | 10 10 | 10 5 10 | 10 10 | 10 10 | 10
hiperemia (d) 2 2 2 2 2 2 2
quemose (e) 3 3 3 3 3 3 3
Conjuntiva secregao (f) 3 3 3 3 3 2 2 2
sub-total '
(d +e+f)x2 16 16 16 16 16 16 14 14 16, 14 14 16 14 | 14 | 186
0‘3*““'.' 61 86 | 86 | 61 | 86 | 86 | 59 | 64 | 66 | 59 | 64 | 86 | 59 | 84 | 86

Y pemcasasion ol
OBGQAAV379
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Os animais apresentaram as seguintes alteragdes no tecido ocular: opacidade e area de opacidade, irite,
hiperemia, quemose e secregdo nos cinco_animais nas avaliagbes .de 24, 48 e 72 horas. Os cinco animais
apresentaram necrose nas membranas conju'ntivas nas avaliagdes de 1, 24, 48 e 72 horas.

Devido aos animais terem apresentado lesdes irreversiveis, o mesmo foi humanamente eutanasiado e os
valores da Ultima leitura realizada foram repetidos nas leituras subsequentes, em acordo com a metodologia e
normas da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Bioagri Laboratérios.

Para cada animal obteve-se uma leitura por periodo avaliado, considerando-se as reagées oculares avaliadas.
Na Tabela 2 consta as leituras médias obtidas nos periodos avaliados.

Tabela 2. Leituras médias obtidas nos periodos avaliados.

Animal n° Periodo de Leitura

24 h 48 h 72 h ’ > dia

01 61 86 86 86

02 61 - « 86 86 86

03 59 64 66 66

| . 8 | n R %

05 59 ea 86 86
Média 59,80 76,80 82,00 82,00

A substancia teste apresentou média maxima de 82,00, calculada conforme descrito no item 4.8.

6. Conclusao od

Considerando os resultados obtidos e a metodologia adotada, a substancia teste VANTOCIL DC apresentou
Média Maxima de 82,00, sendo classificada como um produto irritante maximo.
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