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Estudo n°: 021-FSN-032-16

FARMACOLOGIA DE SEGURANCA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL: AVALIAGAO DO
POTENCIAL EFEITO NEUROTOXICO DA FOSFOETANOLAMINA (USP — Séao Carlos)

Data do inicio do estudo: 29/09/2016
Data do inicio do ensaio: 02/10/2016
Data do término do ensaio: 06/10/2016
Data do término do estudo: 26/10/2016

1. OBJETIVOS DO ESTUDO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial_efeito neurotdxico da

Substancia Teste Fosfoetanolamina Sintética produzida pela USP=(Sao Carlos) em ratos.

2. PESSOAL ENVOLVIDO E SUAS ATRIBUIGOES

Edinéia Lemos de Andrade, PhD

Diretora de’ Estudo

Daniela Ferraz Pereira Leite, PhD Coordenadora’de PDI

Juliana Cavalli, PhD

Apojo ‘T écnico

3. SUBSTANCIA TESTE, SUBSTANCIAS/DE"REFERENCIA, VEICULO, REAGENTES E

SOLVENTES

3.1. Caracterizagao da Substancia Teste

Nome

Nome quimico (IUPAC)
Numero do CAS

Lote

Data de fabricagéo

Data de validade
Pureza/ Composigao

Fabricante
Aspectos fisicos

Identificacdo CIEnP

Fosfoetanolamina Sintética (USP - Sao Carlos)
Nao se aplica

Nao se aplica

N&o informado

N&o informado

N&o informado

"' Fosfoetanolamina - 32,2 %; Fosfatos inorganicos -
34,9%; Monoetanolamina protonada - 18,2 %; Pirofosfatos
Inorganicos — 3,6 %, Fosfobisetanolamina — 3,9 %; Agua — 7,2%.

2 Fosfoetanolamina - 16,9 %; Sal (de Ca?" Zn?* ou Mg?) de
Fosfoetanolamina - 45,6 %; Monoetanolamina - 37,5 %.

Instituto de Quimica de Sao Carlos - USP

Cristal branco
021.3
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"' Composigdo na integra do composto “Fosfoetanolamina-USP” em percentagem e, massa
- Dados fornecidos pela Unicamp.

2 Composigdo da fragdo soluvel do composto “Fosfoetanolamina-USP” em perceatagem de
massa - Dados fornecidos pela USP.

3.2. Caracterizagao do Veiculo

Nome . Solugéao de cloreto de sédio 0,9%
Lote ;1601092

Data de validade . 07/2017

Pureza . Nao se aplica

Fabricante . Laboratério Tayuyna Ltda

3.3. Preparacao da Substancia Teste e do Veiculo
A Substancia Teste foi diluida em solucdo de ¢loreto de sddio 0,9 % com auxilio de

agitador (vortex) e homogeneizador de hélice.

3.4. Selecao das doses da Substancia Teste

Os animais foram tratados com as doses.de 250, 1.000 e 2.500 mg/Kg da Substancia
Teste pela via oral. O esquema Terapéutico esta descrito no item 5 - Procedimentos do
Estudo.

3.5. Justificativa para a selecao das doses da Substancia Teste

A estratégia experimentalhadotada visou detectar um possivel efeito dependente da
dose (Lakings, 2010). Conferme a literatura, a menor dose a ser utilizada é a dose eficaz, a
dose intermediaria seriade 2ya 4 vezes maior que a dose eficaz e a maior dose 4 a 10 vezes
a dose eficaz (Lakings, 2010). Assim, a dose inicial utilizada foi de 250 mg/kg, a dose
intermediaria de 1.000 mg/kg e a dose maior de 2.500 mg/kg.

A dose inicial/da Substancia Teste foi estimada a partir de dados obtidos em estudo
de eficacia para avaliacdo da atividade antitumoral da Substancia Teste no modelo
xenografico’ de melanoma humano em camundongos nude (estudo n° 021-TXS-003-16).
Neste estudo, a'dose eficaz da Substancia Teste foi de 500 mg/kg. A partir da conversao de
doses entre as espécies, a qual leva em consideracao a superficie corporal, a dose de 500

mg/kg utilizada em camundongos é equivalente a dose de 250 mg/kg para ratos (Freireich,
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1966). Assim, a dose inicial da Substancia Teste foi de 250 mg/kg e as doses subsequentes

foram de 1.000 mg/kg (4 vezes a dose eficaz) e 2.500 mg/kg (10 vezes a dose eficaz).

4. SISTEMA TESTE

Foram utilizados animais machos saudaveis, da espécie Rattus norvegicus e linhagem
“Sprague-Dawley”, com idade de 8 semanas, provenientes do Biotério'de Cfiacao do CIEnP.
Os animais cujas matrizes foram adquiridas da empresa Charles River (EUA), foram criados

sob condigdes SPF “Specific Pathogen Free” (ver certificado sanitario animal no Anexo I).

4.1. Justificativa para a sele¢ao do Sistema Teste

Animais da espécie Rattus norvegicus e linhagem “Sprague Dawley” foram
selecionados como Sistema Teste do presente estudo,, por serem internacionalmente
utilizados para testes de triagem de substanciasgpara avaliagdo do potencial neurotéxico

(Moser et al., 1991). Além disso, sdo animais de,facil manejo.

4.2. Comité de ética

Os procedimentos experimentai§” séguiram as normas dos Principios Eticos na
Experimentagédo Animal adotado pelor Consélho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA). O protocolo utilizadé neste estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Utilizagdo Animal (CEWANdo CIEnP, sob o nimero 254/00 e esta arquivado no
CIEnP.

4.3. Alojamento dos,animais no Biotério de Criagao

Os animais foram acondicionados no Biotério de Criagdo do CIEnP em caixas
conectadas em racks microisoladoras adquiridos da empresa Lab Products medindo (LxCxA):
45x31x19 cm (5 animais por gaiola). Todas as gaiolas possuiam forragdo tipo maravalha,
material para nidificacdo (madeira Aspen) e um pequeno bloco de madeira Aspen como
enriquecimento ambiental. A maravalha utilizada para a cama foi previamente autoclavada e

renovada periodicamente para manter o ambiente seco e limpo.
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4.4. Aclimatagao dos animais no Biotério de Manutengao de roedores

Os animais utilizados neste estudo foram acondicionados no Biotério de,Manutengao
de roedores do CIEnP, em gaiolas conectadas a racks microisoladoras da empresa ALESCO
medindo (LxCxA): 48,2x33,1x21,4 cm (5 animais por gaiola), para aclimatagée por um periodo

de, no minimo, 4 dias.

4.5. Identificagao dos animais

Cada gaiola foi identificada com o nome do Diretor desEstudo, nimero do estudo,
animal, linhagem, sexo, grupo experimental e data de inicio e ,termino do estudo. Durante os
experimentos, cada animal foi identificado com uma mafeacéo’'na cauda, de acordo com o

POP E.10/versao atual — Identificacao de Animais para Estudos.

4.6. Condigoes ambientais

Tanto no Biotério de Criacdo, quanto4no’Biotério de Manutengao de roedores do
CIEnP, as gaiolas foram limpas e desinfetadasysemanalmente. A temperatura da sala foi
ajustada para 21 + 2 °C com faixa de umidade‘de 45 - 70 %. Os animais foram mantidos em
um ciclo claro/escuro de 12h, sendo gue,o ciclo claro iniciou as 6:30 da manha. A sala de
manutencéo de roedores possui as mesmas condi¢cdes de temperatura e umidade do biotério
do CIENP.

4.7. Condigoes de alimentacao

Os animais receberamyagua e racao ad libitum por todo o periodo do estudo, sendo a
ragdo da marca Nuvital CR1® (Quimtia, Colombo, Parana, Brasil) autoclavada, e a agua,
filtrada, clorada e embalada na maquina Hydropac (Lab Products, Belcamp, Maryland, EUA).
O CIEnNP realiza mensalmente a avaliagao de potabilidade da agua fornecida aos animais (ver

certificado de analise da qualidade da agua no Anexo II).

4.8. Robustez, rastreabilidade, reprodutibilidade e confiabilidade dos dados
Visandoe reduzir ao maximo desvios que pudessem interferir na confiabilidade,
rastreabilidade e na reprodutibilidade dos resultados do estudo, foram empregados alguns
critérios propostos pelo ARRIVE (do inglés, Animal Research Reporting In Vivo Experiments)
(Kilkenny et al., 2010) e adotados pelos periddicos British Journal of Pharmacology (McGrath
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e Liley, 2015) e Biochemical Pharmacology (Mullane et al., 2015). Para isso, os Seguintes
procedimentos foram rigorosamente aplicados desde o planejamento experimental até a
realizacdo dos experimentos: 1) Nenhum dado foi omitido para efeito da“analise dos
resultados; 2) Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos diferentes grupos
experimentais; 3) Todos os reagentes foram usados dentro do prazo de validadesindicado pelo
Fabricante; 4) Todos dados brutos gerados foram pronta e imediatamente registrados pelo
pessoal responsavel pela condugao do estudo e foram auditadog’pela UGQ; 5) O numero
de animais em cada grupo experimental foi o recomendado pela literatura (Lakings, 2010); 6)
Todos os experimentos foram realizados de forma cega, ou seja, 6" €xperimentador ndo tinha
conhecimento prévio quanto ao tratamento com as diferentesydoeses da Substancia Teste
(exceto o tratamento com o Veiculo para efeito compatador); 7) Os experimentos foram
conduzidos em dois blocos (manha e tarde) e tiveram todos os grupos experimentais

representados a cada bloco.

5. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO
5.1. Desenho experimental

O Teste de Irwin integra a bateria .de testes fundamentais para avaliacdo da
Farmacologia de Seguranca do sistema nervoso central (SNC), preconizada pelo guia ICH
S7A (2000). Através deste teste é{poSsivel investigar o potencial efeito neurotéxico de
substancias através de uma série de avaliagdes (observacionais e interativas). Os dados
obtidos no Teste de Irwin podem ser agrupados em categorias relacionadas: (1) aos efeitos
sobre a atividade geral (excitacde/sedagéao), (2) ao comportamento motor/coordenagao, (3) a
modificagdo da resposta a diferéfites estimulos, e (4) aos sinais autonémicos.

Para a realizacad doyteste, no dia -1, os animais foram pesados, distribuidos nos
diferentes grupos experimentais, depilados e mantidos na sala de experimentagéo para a
ambientacdo (para detalhes ver item 5.2.1). No dia 0, a temperatura corporal basal foi
mensurada e os tratamentos realizados. Os animais foram tratados com o Veiculo (salina, 5
mL/kg, via oral),ou com a Substancia Teste nas seguintes doses: dose 1 (250 mg/kg), dose 2
(1.000 mg/Kg)se dose 3 (2.500 mg/Kg). Os animais tratados com as diferentes doses da
SubstanciayTeste foram avaliados pelo experimentador de maneira cega. No entanto, o grupo
tratado ceim Veiculo (controle negativo) foi identificado durante os testes, pois serviu como
referéncia comportamental para avaliar as possiveis alteracdes induzidas pela Substancia

Teste em cada periodo de avaliagéo.
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Cada animal foi avaliado nos seguintes periodos: 0-15; 15; 30; 120; 240 minutos'e 24
horas apés a administragdo como mostrado na Figura 1. A escolha dos periodos,deravaliacao
foi de acordo com o perfil farmacocinético da Substancia Teste descrito em estudo prévio (n°
021-PKB-023-15).

A) B)
Depilagao
Pesagem Temperatura corporal basal
Distribuicdo nos grupos
experimentais Iratamentos * * * * %
Ambientagao -J a ﬂ I H; [ |
na sala de teste V ¢ ¥V \ 4 \ 4 v 4
| | | | | | /i ]
| | | | /4 |
0 15" 300 1204°240° 24 h
| 11 1
| 1l 1
Dia -1 Dia 0

)

a) Avaliagdes na caixa de habitacdo

*Etapa 1: Avaliagdes durante manipulagdo

*Etapa 2: Avaliacdes em campo aberto

*Etapa 3: AvaliagOes relativas a reflexos e gstimtlos em aparatos

Figura 1: Desenho experimental para avaliagdo do potencial efeito neurotdxico agudo da Substancia Teste
utilizando o Teste de Irwin. (A) Pré-teste (dia -1)*no dia anterior ao inicio do teste, os animais foram pesados,
distribuidos nos grupos experimentais, depilados e ambientados na sala de experimentagao. (B) Teste (dia 0): a
temperatura corporal basal dos animais,foi verificada e em seguida, no tempo 0, os animais receberam Veiculo
(salina, 5 mL/kg) ou a Substancia Teste nas"doses de 250 mg/kg; 1.000 mg/kg e 2.500 mg/kg pela via oral. Cada
animal foi avaliado nos seguintes periodost 0-15; 15; 30; 120; 240 minutos e 24 horas ap6s a administragdo. (C)
Avaliagbes registradas: a ordemidetestes progrediu do procedimento menos invasivo para o mais invasivo, ou
seja, iniciando com as avaliagéesidentro da caixa de habitagao (a) e medida da temperatura corporal no tempo de
0-15 min, seguido por um cir¢uito de\avaliagcdes que consistiu de 3 etapas: etapa 1: avaliagdes realizadas durante
a manipulagao para a transferéncia‘ao novo ambiente; etapa 2: avaliagdes no campo aberto durante 3 minutos de
periodo exploratério; etapa‘8; avaliagbes que incluiram resposta a diferentes estimulos utilizando aparatos. Ao final
da etapa 3, os animais foram devolvidos a caixa de habitagdo. Todas as etapas deste circuito de avaliagdes foram
completadas em cada‘perjodo de avaliacdo (15; 30; 120; 240 minutos e 24 horas).

5.2 Metodologia
5.2.1 Agdes préeste

Inicialmente os animais foram identificados por marcagdo na cauda conforme POP-
E.10/versao atual e pesados de acordo com os procedimentos descritos no POP.E.01/versao
atual. Posteriormente os mesmos foram distribuidos em 4 grupos experimentais de forma que
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a variagdo de peso dos animais nao excedesse a + 20% do peso médio. Cada_grupo
experimental foi entdo aleatoriamente definido.

Todos os animais foram depilados na regido do dorso, sob anestesia comuisoflurano 3
a 5% (concomitantemente com um fluxo corrente de oxigénio de 3 a 4 litros ‘perminuto), para
possibilitar a verificacdo da temperatura corporal. Posteriormente, os animais foram alocados
na sala de teste para ambientacdo onde permaneceram entre 15-20h, com ragao e agua ad
libitum, exceto no dia do teste, no qual a ragao e a agua foram removidasimediatamente antes
do inicio dos tratamentos e recolocadas apds o ultimo periode de_avaliacdo do dia (240

minutos).

5.2.2 Medida da temperatura corporal
A temperatura corporal foi mensurada com auxilio' de,termémetro digital infravermelho
(Morning Sun Electrical, modelo DT-8806C) direcionado ao dorso dos animais. A temperatura

corporal média foi obtida a partir de trés medidas consecutivas.

5.2.3 Teste - Avaliagbes comportamentais e fisiglogi¢as e sinais de neurotoxicidade

As alteragdes comportamentais e fisiolégicas e sinais de neurotoxicidade foram
registradas de acordo com uma grade padrae’de’observacéo descrita previamente por lrwin
(1968) para camundongos e adaptada para ratos (Teste de Irwin modificado) (Anexo IlI).

Nos primeiros 15 minutos apds os tratamentos, os animais foram avaliados dentro da
propria caixa de habitacdo. Nesse periado, a temperatura corporal foi mensurada e foram
verificadas a postura do animal’ (coerdenagcdo motora) e a presenga de comportamentos
atipicos tais como; convulsao,remeores, estereotipias, entre outros. No demais periodos (15,
30, 120, 240 minutos e 24 horas.apos os tratamentos), os animais foram avaliados em uma
série de etapas que constituiram em um circuito, totalizando 5 circuitos para cada animal, a

cada periodo avaliado, como/segue:

Etapa 1) avaliagbes realizadas durante a manipulacdo dos animais para a
transferéncia a umnevo ambiente: facilidade de remog¢ao da caixa de habitagdo para o campo

aberto, tdnus muscular, salivagao e lacrimejamento;

Etapa2) avaliagdes realizadas no novo ambiente (campo aberto) durante 3 minutos
de expléragdor marcha anormal, perda de balanco, perda da coordenagao motora, entre

outras;
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Etapa 3) avaliagbes relativas a reflexos e estimulos em aparatos: reflexo dawcornea,
reatividade ao toque, tonus muscular, reflexo de endireitamento da postura, reflexo de retirada

da pata/vocalizagao, tragao, forga de agarramento, acinesia e catalepsia.

Todas as etapas deste circuito foram realizadas em cada periodo desavaliagdo. A
avaliacdo ao longo do circuito levou em torno de 5 minutos para cada animal. Em cada bloco
de experimento (manha e tarde), um animal de cada grupo experimental foi analisado.
Finalizadas todas as etapas, os animais foram retornados a caixa de habitagdo. Ao inicio de
um novo circuito (novo periodo de avaliagdo), ainda na caixa deshabitagado, a temperatura
corporal foi novamente mensurada.

Para as avaliagdes realizadas durante a exploragdo,em,um novo ambiente foi utilizado
0 campo aberto, que consiste de uma caixa de acrilico medindo C60xL40xA22 cm. Para cada
grupo experimental foi utilizado um campo aberto individual. Para a avaliagdo da tragéo foi
utilizado um aparato constituido de uma barra dupla fixadayor dois suportes verticais (primeira
barra C27xA29 cm; segunda barra C27xA40 cm; didmetro de ambas as barras 0,4 cm). O
aparato para a medida da for¢ca de agarramento € acinesia consiste de uma grade de metal
retangular (C73xL22 cm). Para avaliagao (dogreflexo de retirada da pata/vocalizagao, foi
utilizada uma pinga cirdrgica para, cuidadosarfiente, pincar a ponta dos dedos de uma das
patas traseiras do animal. O pincamentofoi realizado suavemente e com forga progressiva,

de modo a deflagrar o comportamente,de retirada da pata ou vocalizagao.
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5.3. Grupos experimentais

Os animais foram separados em 4 diferentes grupos experimentais descritos abaixo

que foram determinados aleatoriamente.

Tabela 1. Representacdo dos grupos experimentais, tratamento, periodicidade, dose, via de
administragcéo, volume administrado e numero de animais por grupo experimental.

Gr_upos . Controle Fosfoetanolamina Sintética —USP (Sao Carlos)
experimentais
Tratamento Salina Dose 1 Dose 2 Dose 3
Periodicidade 1 vez 1 vez 1vez 1vez
Dose - 250 mg/Kg 1.000-mg/Kg 2.500 mg/kg
Via de oral oral oral oral
Administragao
Volume de
Administracdo 5 mL/kg 5 mL/kg 5 mL/kg 5 mL/kg
Animal por
Grupo 6 6 6 6

5.4. Eutanasia
Ao final do protocolo os animais.foram’eutanasiados através de camara de CO;
conforme POP E.11/versdao atual e Guia Brasileiro de Boas Praticas em Eutanasia em

Animais.

5.5. Analise de dados
Os dados foram representados como a presenca do efeito e foram apresentados na
tabela de resultados como‘e ntiimero de animais apresentando determinado efeito (expresso

como x/n, onde x € numéro de animais que apresentaram o efeito e n € a amostragem total).

6. RESULTADOS
6.1. Efeitos da Fosfoetanolamina Sintética (USP — Sao Carlos)

No presente estudo, o tratamento oral dos animais com a Fosfoetanolamina Sintética
(USP — Sae Carlos) (250, 1.000 ou 2.500 mg/kg, via oral) nao resultou em nenhum efeito
sobre os/parametros comportamentais e fisioldgicos ou em sinais de neurotoxicidade nos
tempos avaliados, quando comparado ao grupo que recebeu o Veiculo (Salina 0,9%). Os

dados referentes a esses resultados estdo apresentados nos Quadros 1, 2 e 3.
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Quadro 1. Sinais clinicos e comportamentos observados no Teste de Irwimdificado apos a administragdo da
Fosfoetanolamina Sintética (USP — Sao Carlosm mg/kg)

Dose e via Veiculo (Salina, 5 mL/kg, via oral) Fosfoetanolamina 250 mg/kg (via oral)

Periodos de avaliagao

Parametros avaliados

0-15m
15m
30m
60m
120m
240 m
24 h
0-15m
15m
30m
60m
120 m
240 m
24 h

Morte

Convulsdo
Tremor - - - 4 - - - - - - - - - -
Cauda de Straub - - - N - - R R R - - _ _ _

Excitagdo discreta (+) - - . - - - - - - - - - i i
Excitagdo moderada (++)
Excitagdo pronunciada (+++)

Excitagao

Comportamento de saltar
Reatividade ao toque aumentada - - - - - - - - - - - - - -
Comportamento de medo/susto - 2/6 3/6 2/6 1/6 2/6 1/6 - 2/6 - - - - _
T6nus muscular aumentado - L - - - - - - R R - - - R
Agressao - - R - - - R - R R - - R R
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Continuac¢ao Quadro 1.

FOSFOETANOLAMINA (USP — S&o Carlos)

Perda do reflexo de endireitamento da postura
Perda do reflexo da cérnea

Sedacédo discreta (+)
Sedacdo moderada (++)
Sedagdo pronunciada (+++)

Sedagdo

Reatividade ao toque diminuida
Comportamento de medo/susto diminuido
Ténus muscular diminuido

Pisada de pata dianteira

Contorgdes de cabeca

Estereotipia (comportamento de farejar)
Estereotipia (mastigac¢do)

Estereotipia (movimentos de cabeca atipicos)
Comportamento de cogar

Estereotipia

-Catalepsia

Acinesia

Descoordenacdo motora (cruzamento de patas)
Perda de balango (cambalear e cair)

Marcha anormal: locomogdo na ponta das patas
Marcha anormal: desequilibrio (cambalear sem

cair)

Perda de tragdao

Perda da forga de agarramento

Motor

Reflexo de retirada da pata/vocalizacdo

o
S.
N/ B B B, . , B -

N>
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Ptose
Exoftalmia
Piloerecdo
Defecacgdo
Salivacdo
Lacrimejamento

Autonomico

Respiracdo aumentada
Respiragdo diminuida

Hipotermia +: diminuicdo > 1°C
Hipotermia ++: diminuicdao > 2°C
Hipotermia +++: diminui¢ao > 3°C

Hipertermia +: aumento > 1°C
Hipertermia ++: aumento > 2°C
Hipertermia +++: aumento > 3°C

Outras medidas

Os dados sdo apresentados como o nimero de animais apresentande{os sinais clinicos e/ou comportamentos durante o teste. (x/n) indica o nimero de animais
apresentando os sinais clinicos/comportamentos na amostragem#As,observac¢des foram realizadas nos seguintes periodos: 0-15, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos e

24 horas ap0s o tratamento.
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Quadro 2. Sinais clinicos e comportamentos observados no Teste de Irwimdificado apos a administragdo da
Fosfoetanolamina Sintética (USP — Sao Carlos)wo mg/kg)
Dose e via Veiculo (Salina, 5 mL/kg, via oral) Fosfoetanolamina 1.000 mg/kg (via oral)
Periodos de avaliagao
Parametros avaliados
E E| E| g [N E| = sl E|E| 5| S| &
o o
= | 8] 8 pav g | < S| 2| ® || 8| 8|«

Morte - - - - - - - - - - - - - -
Convulsdo - - - - - - - - - - - - - -
Tremor - - - 4 - - - - - - - - - -
Cauda de Straub - - - Y - - - - R R - - - -
Excitagdo discreta (+) - - . - - - - - - - - - i i
Excitagio moderada (++) z% - - \ - - - - - - _ _ _ B B
Excitagdo pronunciada (+++) & - - 4 - - - - - - - - - i _
Comportamento de saltar E, - - - - - - - - - - - - - -
Reatividade ao toque aumentada - - - - - - - - - - - - - -
Comportamento de medo/susto - 2/6 3/6 2/6 1/6 2/6 1/6 - 1/6 1/6 1/6 - R 1/6
T6nus muscular aumentado - L - - - - - - R R - - - R
Agressao - - R - - - R - R R - - R R
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Continuac¢ao Quadro 2.

FOSFOETANOLAMINA (USP — S&o Carlos)

Perda do reflexo de endireitamento da postura
Perda do reflexo da cérnea

Sedacédo discreta (+)
Sedacdo moderada (++)
Sedagdo pronunciada (+++)

Sedagdo

Reatividade ao toque diminuida
Comportamento de medo/susto diminuido
Ténus muscular diminuido

Pisada de pata dianteira

Contorgdes de cabeca

Estereotipia (comportamento de farejar)
Estereotipia (mastigac¢do)

Estereotipia (movimentos de cabeca atipicos)
Comportamento de cogar

Estereotipia

Catalepsia

Acinesia

Descoordenacdo motora (cruzamento de patas)
Perda de balango (cambalear e cair)

Marcha anormal: locomogdo na ponta das patas
Marcha anormal: desequilibrio (cambalear sem

cair)

Perda de tragdao

Perda da forga de agarramento

Motor

Reflexo de retirada da pata/vocalizacdo

o
S.
N/ B B B, . , B -

N>
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Ptose
Exoftalmia
Piloerecdo
Defecacgdo
Salivacdo
Lacrimejamento

Autonomico

Respiracdo aumentada
Respiragdo diminuida

Hipotermia +: diminuicdo > 1°C
Hipotermia ++: diminuicdao > 2°C
Hipotermia +++: diminui¢ao > 3°C

Hipertermia +: aumento > 1°C
Hipertermia ++: aumento > 2°C
Hipertermia +++: aumento > 3°C

Outras medidas

Os dados sdo apresentados como o nimero de animais apresentande{os sinais clinicos e/ou comportamentos durante o teste. (x/n) indica o nimero de animais
apresentando os sinais clinicos/comportamentos na amostragem#As,observac¢des foram realizadas nos seguintes periodos: 0-15, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos e

24 horas ap0s o tratamento.
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Quadro 3. Sinais clinicos e comportamentos observados no Teste de Irwimdificado apo6s a administragdo da
Fosfoetanolamina Sintética (USP — Sao Carlos)mo mg/kg)

Dose e via Veiculo (Salina, 5 mL/kg, via oral) Fosfoetanolamina 2.500 mg/kg (via oral)

Periodos de avaliagao

Parametros avaliados

0-15m
15m
30m
60m
120m
240 m
24 h
0-15m
15m
30m
60m
120 m
240 m
24 h

Morte

Convulsdo
Tremor - - - 4 - - - - - - - - - -
Cauda de Straub - - - N - - R R R - - _ _ _

Excitagdo discreta (+) - - . - - - - - - - - - i i
Excitagdo moderada (++)
Excitagdo pronunciada (+++)

Excitagao

Comportamento de saltar
Reatividade ao toque aumentada - - - - - - - - - - - - - -
Comportamento de medo/susto - 2/6 3/6 2/6 1/6 2/6 1/6 - 3/6 1/6 - - - R
T6nus muscular aumentado - L - - - - - - R R - - - R
Agressao - - R - - - R - R R - - R R
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Continuag¢ao Quadro 3.

FOSFOETANOLAMINA (USP — S&o Carlos)

Perda do reflexo de endireitamento da postura
Perda do reflexo da cérnea

Sedacédo discreta (+)
Sedacdo moderada (++)
Sedagdo pronunciada (+++)

Sedagdo

Reatividade ao toque diminuida
Comportamento de medo/susto diminuido
Ténus muscular diminuido

Pisada de pata dianteira

Contorgdes de cabeca

Estereotipia (comportamento de farejar)
Estereotipia (mastigac¢do)

Estereotipia (movimentos de cabeca atipicos)
Comportamento de cogar

Estereotipia

Catalepsia

Acinesia

Descoordenacdo motora (cruzamento de patas)
Perda de balango (cambalear e cair)

Marcha anormal: locomogdo na ponta das patas
Marcha anormal: desequilibrio (cambalear sem

cair)

Perda de tragdao

Perda da forga de agarramento

Motor

Reflexo de retirada da pata/vocalizacdo

o
S.
N/ B B B, . , B -

N>
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Ptose
Exoftalmia
Piloerecdo
Defecacgdo
Salivacdo
Lacrimejamento

Autonomico

Respiracdo aumentada
Respiragdo diminuida

Hipotermia +: diminuicdo > 1°C
Hipotermia ++: diminuicdao > 2°C
Hipotermia +++: diminui¢ao > 3°C

Hipertermia +: aumento > 1°C
Hipertermia ++: aumento > 2°C
Hipertermia +++: aumento > 3°C

Outras medidas

Os dados sdo apresentados como o nimero de animais apresentande{os sinais clinicos e/ou comportamentos durante o teste. (x/n) indica o nimero de animais

apresentando os sinais clinicos/comportamentos na amostragem{ Asobservac¢des foram realizadas nos seguintes periodos: 0-15, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos e

24 horas ap0s o tratamento.
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O modelo utilizado para a realizagédo do presente estudo foi previamente validado'com
a utilizacdo de drogas conhecidas (controles positivos) e o relatério dessa validacao esta

apresentado no Anexo IV.

7. CONCLUSAO

O conjunto de resultados obtidos no presente estudo permite concluir que a Substancia
Teste Fosfoetanolamina Sintética (USP-S&o Carlos) ndo causou neuretoxicidade aguda em
ratos, uma vez que nao foi observada qualquer alteragao significativasnos’'diversos parametros

avaliados em nenhuma das doses testadas.

8. REGISTRO DE DADOS BRUTOS
Todos os dados brutos e observagdes relacionadas’ ao estudo foram registrados

prontamente em formulario adequado.

9. EMENDAS E DESVIOS DO ESTUDO
Emendas e desvios ao plano de estudopnquando necessarios, foram justificados,

aprovados, datados e mantidos junto ao Plano de Estudo.

10. ARQUIVAMENTO
Uma coépia original do Plano de Estudo, Dados Brutos e Relatdrio Final sera arquivada
por, no minimo, 5 anos no CIENP. A Substancia Teste sera armazenada no CIEnP até a

expiracao de sua validade.
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ANEXO | — Certificado de sanitario animal

CERTIFICADO SANITARIO

Os animais criados no CIEnP sao classificados sanitariamente como SPF (Specific Pathogen Free), con e Relatério

Técnico emitido pela Neopre ta Microbi Technologies (Junho/2016) e ndo apresentam os seguinte§patogenos:
VIRUS BACTERIAS/FUNGOS PARASIT,
Virus Sendai Bortedella bronchiseptica

Virus da Pneumonia Murina

Cilia-Associated Respiratory Bacillus

Virus da Hepatite Murina

Citrobacter rodentium

ParvoVirus de camundongo
Mouse parvovirus-1 - MPV e
Minute Virus of Mice - MVM

Corynebacterium kutscheri

de camundongos recém-
nascidos

Virus da Encefalomielite Helicobacter bilis Ental ba muris
Murina de Theiler
Reovirus murino tipos 1,2 e Helicobacter hepaticus Chlim®@stix beftencourti
Virus da Diarréia Epizodtica Helicobacter sp.

AdenoVirus de camundongo

Klebsiella oxycota

Myocoptes musculinus

PoliomaVirus K

Klebsiella pneumogdiae

Radfordia affinis

CitomegaloVirus de
camundongo

Polyplax serrata

Virus do timo do
camundongo ou Murid
herpesvirus 3

Radfordia ensifera

Virus ectromelia

Virus da Coriomeningite Pasteurelfg™P Eimeria sp
Linfocitica
HantaVirus Pseudoti & Cryptosporidium sp

Syphacia muris

Virus da elevacéo da lactato
dehidrogenase

aimonella sp

NoroVirus Murino

Virus Sialodacryoadenitis

aphylococcus aureus

taphylococcus sp

Parvovirus (RV, H-1, RMV,
RPV-1A)

tococcus beta hemolitico
(Streptococcus pyogenes)

Theliovirus

Virus da Diarreia

Streptococcus moniliformis

Streptococcus pneumoniae

Tizzer (Clostridium piliformes)

Pneumocystis murina

Pneumocystis wakefieldiae

Trichophyton sp

Encephalitozoon cuniculi

Vaccinia Wigus (Poxvirus)

Responsavel Técnica —
Médica Veterinaria
CRMV SC 05851

Jump KLQJMW Uestn A

Centro de Inovagio e Ensaio Pré-Clinico - Av. Luiz Boiteux Piazza, 1302 Florianépolis — SC - Brasil
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Estudo n°: 021-FSN-032-16

FARMACOLOGIA DE SEGURANCA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL: AVALIAGAO DO
POTENCIAL EFEITO NEUROTOXICO DA FOSFOETANOLAMINA (USP — Séao Carlos)

Laboratorio de Andlises
RELATORIO DE ENSAIO
Cod.: A 560.201
DADOS DO CLIENTE
Cliente: Cienp Centro de Inovagio & Ensalos Pré Clinkcos Cidade: Floriandpolis,
Endereco: Av. Lulz Boutelx Plazza, 1302 CEP: 88.056-000

Fone: (48) 3261-2

DADOS DA AMOSTRA
Amostra: 5602016 AP 1 1 Responsavel pela
Procedéncia: Agua Potével Data/Hora s 23 16

Ponto Coleta: Agua Potdvel - Agua para

0s animals do blotério

Temperatura Amostra no receb.: 8,0 %C

Data Recebimento: 26/09/2016 18:00

1% Legislacdo: Portaria MS 2014 de 12/12/2011 (Federal)

PARAMETRO

RESULTADO UNIDADE
Aluminio Total <0,10 mg AVL
Cloretos 17,85 mg CHL
Cloro Residual Livre 0,230 mg/L
Condutividade 134,80 pSicm
Contagem de Coliformes Termotolerantes Ausente UFC/100mL
Contagem de Coliformes Totals neia Ausente UFC/100mL
Cor Aparente 5 P/Co <0,20 PtCo
Dureza Total 500 mg/L 41,00 mg CaCO3/L
Ferro Total = 0,3 mg/L <0,01 mg Fe/L
Fluoreto total =1,5mg/L 0,78 mg F- /L
Manganés Total =0,1 mg/L 0,043 mg Mu/L
Nitrito (como N) = 1mg/L <0,02 mg/L NO2-N
Odor Ausente
pH \ entre 6,0 & 9.5 pH a 25°C 7.97 pH a 25¢C
Turbidez % =5NTU 0,370 NTU

4

v DADOS COMPLEMENTARES DO ENSAIO
PARAMETRO N 5% METODO DATA REALIZACAO
Aluminio Total 0,10 0,06 SMEWW 229 edition Method 3500 B 30/09/2016
Cloretos SMEWW - 22¢ nd. 2012, Method 4500 CI B 28/09/2016
Cloro Residual Livre 0,010 0,041 EPA 330.5, APHA 4500 - C12 G 27/0972016

wl 37 SMEWW 229 edition Method 2510 B 2710972016
SIS B G Y husente SMEWW 229 edition Method 9222 A, 9222 B e 9222 D 28/0972016
53;;9“‘ do )& Ausente SMEWW 229 edition Method 9222 A, 9222 Be 9222 D 28/0972016
Cor Apare 4 0,20 0,04 SMEWW 229 edition Method 2120 C 27/0972016
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s

Laboratorio de Andlises
RELATORIO DE ENSAIO
Cod.: A_SGO.?G._AP_I_I

DADOS COMPLEMENTARES DO ENSAIO l
PARAMETRO Lo U95% METODO @ DATA REALIZACAO
Dureza Total 1,85 SMEWW 22¢ adition Method - 2340-C 03/10/2016
Ferro Total 0,01 0.0 SMEWW 22¢ edition Method 3111 8B 28/09/2016
Fluoreto total 0,10 0,03 EPA 340.3, APHA 4500-F-E 03/10/2016
Manganés Total 0,010 0,058 DIN 38406-2 03/10/2016
Nitrito (como N) 0,02 0,02 EPA 354.1, APHA 4500 - NO2 -B, DIN 28/092016
Odor MAPA PORT. N2 01, de 070 #1098 #8 28/092016
pH 1,00 0,03 SMEWW 22% edition Mi 27/0972016
Turbidez 0,158 1,00 SMEWW 22¢ edition 2130B 27/0972016

Nota 01: As amostragens realizadas pela AQUAVITA seguem o Plano de Amostragem (

Nota 02: Os resultados referem-se a0s (tens

Nota 03: LQ - Limite que Quantificacao.

Nota (M: Este relatério s6 pode ser reproduzido por completo, a reprodugio de &0 por escrita da AquaVita,
Nota 05: Verifique a autenticidade deste relatério no site http-///www laborator cofm.

((s) parémetro(s) analisados(s) da referida amostra esté(3o) de acordo com% nte.

Verifique a idade deste doc no enderego abao ou no
Dutp:/iwww laboratorioaquavita.com br

Cédigo: 560.2016 - Chave de autenticacio: WY6-3199-58P
O?mm
\ Paula Gongalves Bohm
‘O

8
N
&

CRQ 13101074
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ANEXO Ill - Grade padrao de observagao

Quadro 4. Grade padrao para registro de sinais clinicos observados no Teste de Irwin modificado

Sinais

Reatividade ao toque

Sedagdo

Excitagdo

Catalepsia

Morte*

Convulsédo*

Estereotipia*

Contorgoes de cabe¢ca*
Comportamento de cocéira*

Agressdo

Tremor*

Cauda de Straub*

Observagoes

Dominio Comportamental

Aumento ou diminui¢do

- Reagdo de fuga do animal a pressdo dos dedas para baixo no quarto
traseiro em comparagdo ao grupo controle

Trés intensidades:

+: apds retirada da caixa e manipulacaono animal move-se mais lentamente
em comparagao ao animal do gruposcontrole

++: sob as mesmas condi¢desf£0 animal move-se muito lentamente
+++: sob as mesmas condi¢@es, o‘apimal ndo se move

Trés intensidades:

+: apds retirada da caixa.e manipulagdo, o animal é discretamente mais
ativo que o animal do(grupo)controle

++: sob as mesmas gondigdes, o animal move-se rapidamente

+++: s0b as mesmas condi¢des, o animal se move muito rapidamente
Presenca

- Quando colocado em “posigao de Buda”, o animal ndo se move

Presenca
Indicar o tempo de surgimento

Presengg
Indicar o tempo de surgimento

Presenca

- Mavimentos repetidos anormais: comportamento de farejar, mastigagao,
movimentos de cabeca atipicos

“Presenca

Movimento rapido axial de um lado para outro da cabeca

-Presencga
Coceira com as patas dianteiras ou traseiras em qualquer parte do corpo

Presenca

- Tentativa de mordida quando hda aproximag¢do de uma caneta em direcdo a
cabeca

- Tentativa de mordida em dire¢do a outros animais ou ao experimentador
Presenca

Tremor corporal disseminado ou em parte do corpo

Presenca

Cauda rigida na posicao vertical e tendéncia do animal em curvar o dorso
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Sinais
Comportamento de
medo/susto

Exoftalmia

Perda da for¢a de
agarramento

Comportamento de saltar

Perda de balango*

Pisada de pata dianteira*

Marcha*

Perda da coordenagdo
motora*

Ténus alterado da
musculatura abdominal

Contorgoes*

Perda de tragéo

Estudo n°: 021-FSN-032-16

FARMACOLOGIA DE SEGURANCA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL: AVALIAGAO DO
POTENCIAL EFEITO NEUROTOXICO DA FOSFOETANOLAMINA (USP — Séao Carlos)

Observagoes

Presenca
- Reagdo do animal (vacilo, salto) ao estalar de dedos

Presenca
- Protrusao dos globos oculares

Presenca

- Quando colocado sobre uma grade de @arame, o animal ndo move quando
a grade é progressivamente movida emdiré¢ao a posicdo vertical (cerca de
30°)

Presenca

Presenca

- Coordenagao motora prejlidicada: O animal cai de lado quando ele se
move.

Presenca

- Marcha repetida de patas dianteiras sem deslocamento

Presenca

- Coordenagdao motoeita preservada, mas animal ocasionalmente em
desequilibrio (camdpaleando)

- Locomogdo_na ponta das patas

Presenca

- Coordenacae,motora prejudicada

- Locomiog¢do desorganizada (por exemplo, cruzamento de patas)

Aumento ovdiminuicao

- Syavidade ou dureza do abdomen quando prensado lateralmente entre o
dedo indicador e polegar em comparagdo ao grupo controle.

Presenca

< Contragdo coordenada dos musculos abdominais, geralmente resultando
em flancos ocos e alongamento de membros posteriores

Presenca

- Quando colocadas as patas dianteiras sobre a barra horizontal mais alta, o
animal ndo traz suas patas traseiras para cima na tentativa de alcancar a
barra horizontal mais baixa, alocada logo abaixo da primeira barra (maxima
de trés tentativas.

*Se 0 animal apresentar tracdo normal, ndo é necessario verificar a forca de
agarramento, acinesia e catalepsia.
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Sinais
Perda do reflexo da cornea

Perda do reflexo de
endireitamento da postura

Piloeregédo*

Reflexo de retirada da
pata/vocalizagéo
Ptose

Respiragdo alterada
Defecagéio/diarreia

Salivag¢do

Lacrimejamento

Hipotermia

Hipertermia

Estudo n°: 021-FSN-032-16

FARMACOLOGIA DE SEGURANGA DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL: AVALIACAO DO

POTENCIAL EFEITO NEUROTOXICO DA FOSFOETANOLAMINA (USP — Sao Carlos)

Observagoes

Dominio sensorio-motor

Presenca

- Quando a superficie da cornea é levemente tocada com a ponta de uma
caneta, o animal ndo tem resposta de fechamente do olho

Presenca

- Quando colocado de costas, o animal.nde.retorna a sua posi¢do original

Dominio autonémico

Presenca
- Pelos arrepiados

Quando pingado na ponta dos dedos de uma das patas traseiras com uma
ping¢a, o animal ndo reage (movimentacdo de retirada ou vocaliza¢do)

Presenca
Palpebra parcialmente,ou completamente fechada

Aumento ou diminuicdo
- Taxa de respiragdo éicomparada com o grupo controle

Presenca: nimere’de bolos fecais
- Indicar presenga‘de diarreia, se houver

Presenca
- Umidade yisivel em torno da boca

Presenca
- Umidade visivel em torno dos olhos

Trés niveis baseados na temperatura média medida em animais tratados e
‘ controle:
+..diminuicdo > 1°C
W++: diminui¢do > 2°C
|\ +++: diminuigdo > 3°C
¢ Trés niveis baseados na temperatura média medida em animais tratados e
controle:
+:aumento > 1°C
++:aumento > 2°C
+++: aumento > 3°C

*Parametros avaliados gontinuamente nos primeiros 15 minutos apds a administragao.

Fonte: Adaptado/de Castagné et al., 2013.
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ANEXO IV - Validagao do Teste de Irwin Modificado em Ratos
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CIEnP VALIDAGAC DO TESTE DE IRWIN MODIFICADC EM RATOS

RYLEES IR Rt P
N

RELATORIO FINAL

\FALIDAI;ED DO TESTE DE IRWIN MODIFICADO EM RATOS

Estudo n®: 082-VAL-031-16

Patrocinador: Centro de Inovag&o e Ensaios Pré-Clinicos
Av. Luiz Boiteux Piazza, 1302

Florianopolis — SC

CEP: 88056-000
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3. RESUMO E CONCLUSAD

O Teste de Irwin integra a bateria de testes pré-clinicos fundamentais'para avaliagdo
da Farmacologia de Seguranga do sistema nerveso cenfral (SHNC), preconizadagelo guia ICH
STA (2000). Através deste & possivel investigar o potencial efeito neurotoXico de substancias
por meio de uma série de avaliagdes comportamentais (observaciofiSigpe.interativas). Os
dados obtidos no Teste de Irwin podem ser agrupados em categarias relacionadas a efeitos
gobre a afividade geral (excitag do/zedagdo), comportamento mofor/teardenagio, modificagio
da resposta a estimulos e sinais autondmicos. O objetive desse estudo foi padronizar e validar
o ensaio de Irwin no CIEnP, utilizando substancias cujo efeito néurcldgico & bem estabelecido.
Para is=o, ratos machos da linhagem “Sprague Dawley’ A6 semanas de idade) foram tratados
com Bromazepam (10 mgikg, via intraperitoneal), Cafeinay24 mgfkg, via oral), Clorpromaxzina
(30 mg/kg) ou Veiculo (solugdo salina 1mikg) e alaligdos nos tempos de 0-15; 15; 30; 60;
120; 180 minutos & 24 horas apos os tratamentoze®s alt@racdes comportamentais, fisiologicas
e singis de neurotoxicidade foram registradaswd® acordo com uma grade de observagéo
padrio descrita previamente por Irwin (1968 par&camundongos e adaptada para ratos (Teste
de Irwin modificado).

Oz testes foram realizados em(difepentes etapas, iniciando-se com avaliagdes dentro
da caixa de habitagdo, seguido por avaliagbes realizadas durante a manipulacio para a
transferéncia do animal ao novoafbiente, avaliagSes no campo aberto durante um periodo
de exploragio e avaliagtes quedncluem respostas do animal a diferentes estimulos utilizando
aparatos.

Os resultados obfidos peste estudo mostram que o teste de Irwin medificado foi
validado, vizto que as Subaténcias Teste Bromazepam, Cafeina e Clorpromazing, nas doses
testadas, induziram @lterac@es comportamentais, fisioldgicas e sinais de neurctosicidade de

acordo com dadog présicsdda literatura.
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4. DATAS

Data do inicio do estudo: 15/08/2016
Data do inicio do ensaio: 15/08/2016
Data do término do enssio: 3W0E2016
Data do término do estudo: 24/1 002016

5. OBJETIVOS DO ESTUDO

Walidar o Teste de Inwin em ratos pela caractenzagéo,dos efSifos comportamentais,
fisioldgicos & neurotdxicos de diferentes substincias cujos&feitns sobre o sistema nervoso
central 580 bem estabelecidos na literatura.

6. EQUIPE DE PROJETO

Edineia Lemos Andrade, PhD Diretora detestudo

Daniela Ferraz Pereira Leite, PhD mfﬁr;am B L D lnon Al
Juliana Cavalli, PhD Bolsista

Edir Rezende Junior, BsC Tecrico

Ana Caroling Luz Machado, BaC Técnica

7. SUBSTANCIA TESTE, SUBSTANCIAS DE REFERENCIA, VEICULO, REAGENTES E
SOLVENTES

7.1 Caracterizagio das Substancias Teste

MNome - Cafeina

Mome quimico (IURAC) 1,3, 7-rimethylpurine-2 6-dicne
Mimero do CAS 1 55-08-2

Lote . BCBN9O32V*
Data de fabricag&o : 25/092016*
Drata de validade S 19102018
Pureza/Compagic&o 1 98,5%"
Estabilidade - néo informada
Aspectos figicos : po branco*
Fabwicants - Sigma-Aldrich
Identificécio CIEnP 10322

*Dados fornecidos pelo fabricante
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Mome
Mome quimice (IUPAC)

Mumers do CAS
Lote

Drata de fabricag&o
Diata de validade
Pureza/Composico
Estabilidade
Aspectos fisicos
Fabncants

POTENCIAL EFEITO NEUROTOXICO DA FOSFOETANOLAMINA (USP — Sao Carlos)

Estudo n®: 032-V, \ E
VALIDAJ;.ED O TESTE DE IRWIN MODIFICADO EM RAT

: Cloridrato de Clorpromazing (Amplictil®) V

23-{2-chlorophenothiazin-10-yl}-N, N-dimethylp u@

amine; hydrochloride

1 69-09-0
1 S\Vaog*

S 140T2016* E
31082018
: solugdo oral 4%* &

- nao se aplica
: solug@o amarela/castanha®
: Sanofi-Aventis Farmacuti a

Identificacio CIEnP 10323

*Dados fornecidos pelo fabricante

Mome . Bromazepam (

Mome guimico (IUPAC) - T-bromo-S-pyridin- 1,3-dihydro-1, 4-benzodiazepin-2-one
Mimero do CAS o 1812-30-2

Lote - 16011464*

Data de fabricag&o : 204071201

Drata de validade 5 31!‘!}3.1'2[]Q
Pureza/Composico : solug &0 oral 255 mg/mlL*

Estabilidade : néo da

Aspectos fisicos : solugdo ineslor*

Fabricante 2 & Laboratorios Farmacéuticos S_A.
Identificagdo CIEnP

*Dados fornecidos pelo

Data de validA
Pureza
Fabricants :Z

- Cloreto de sadio (NaCl) 0,9%

© 433275

- 022018

. ndo s aplica

: Eurcfarma Indistria Farmacéutica

7.3 wﬁm de Reagentes e Solventes

- lsoflurano
07T
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7.4 Preparagio da Substincia Teste, da Substincia de Referéncia e do,Veiculo/

As Substancias Teste foram solubilizadas em solug&o de cloreto degodio (MaCl)
0,9%.

7.5 Doses e vias de administracio

As doses das Substdncias Teste - Cafeina, Clorpromazina e’Bromazepam utilizadas
foram 24 mg/kg (via oral), 30 mg'kg (via oral) e 10 ma/kg (yigintcapertoneal), respectivamente.

7.6 Justificativa para a sele¢do das doses e vias de/@dministragio

As doses das Substéncias Teste e vias(de giministracdo utilizadas foram definidas a
partir de estudos da literatura {Raztogi et al 4878 defnich et al., 2011; Nsimba, 2009).

8. SISTEMA TESTE

Foram utilizados animais machos saudaveis da espécie Raffus norvegicus e linhagem
“Sprague-Dawley”, com idade de 6 semanas, provenientes do Biotérie de Criagio do CIEnP.
Estes animais, cujas matrizes foramfadquiridas da empresa Charles River (EUA), foram
criados sob condigbes SPF *Spegific Bathogen Free™

8.1 Justificativa para a'selécao do Sistema Teste

Animaiz da| espécle Raftus nonegicus e linhagem “Sprague Dawley” foram
selecionados conio sisténa teste do presente estudo, por serem internacionalmente utilizados
para testes defriagem de substéncias para avaliag@o do potencial neurotdxico (Moser et al.,
1991). Além@issa, 550 animais de facil mansjo.

8.2 Comitéude'etica

Q=/procedimentos experimentais descritos neste relatdrio seguiram as normas dos

Principios Eticos na Experimentaco Animal adotado pelo Conselho Macional de Controle de
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Experimentagie Animal (CONCEA). O protocolo utiizade neste estudo foi gevisado Ve
aprovado pelo Comité de Etica em Utilizag&o Animal (CEUA) do CIENP, sob o nimero 254/00.
O protocolos aprovados s8o0 mantidos em arquivos no CIEnP.

8.3 Alojamento dos Animais

Tedas as gaiclas continham forrag8o tipo maravaltha (ASEEN S/Lignocel®), material
para nidificagdo (madeira Aspen) e um peguenc bloco Jde, madeira Aspen como
enriguecimento ambiental. A maravalha utilizada para a camgfeoi previamente autoclavada e
renovada periodicamente para manter o ambiente seco e limpa. A temperatura das salas foi
ajustada para 21 £ 2 °C com faixa de umidade de 40 - HI%NEs animais foram mantidos em
ciclo clarofescuro de 12h, sendo o ciclo claro iniciado &s B:30 da manhd. Os animais
receberam agua e racdo ad libifum, salvo possiveis£xcerdes especificadas no item 10.2.1. A
ragdo da marca Muvital CR1® (Quimtia, Colomba, Parana, Brasil) & autoclavada, e a agua,
filtrada, clorada & embalada na maquina Hydropac®{Lab Products, Belcamp, Maryland, EUA).
O CIEnP realiza mensalmente a avaliagio despatabilifade da agua fornecida aos animais.
8.3.1 Biotério de Criagdo

Os animais foram acondicionédog no Bioterio de CriagSo do CIEnP em caixas
conectadas em racks microisoladorasWabricadas pela empresa Lab Products, medindo

{LxCxA): 45x31x19 cm, com no magimo 5 animais por gaiola.

8.3.2 Biotério de Manutengéa)
Oz animais utilizddog meste estudo foram acondicionados no Biotério de Manutengéo

de roedores do ClEnP.&m gakglas conectadas a racks microisoladoras da empresa ALESCO,
medindo (LxCxa): 482 x 331 x 21,4 cm, com até 5 animais por gaiola e foram aclimatados
por um periodo dé, no miimo, 5 dias.

8.4 Wentificagap dos animais

®ada gaiola foi identificada com uma efiqgueta padrio os animais identificados
indiyidugimente através de marcagio na cauda conforme o POP-E.10/versdo atual.
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9. ROBUSTEZ, RASTREABILIDADE, CONFIABILIDADE E REPRODUTIBILIDADE DS
RESULTADOS

Vizando reduzir ao maximo desvios que pudessem interferir na' confiabilidade,
rastreabilidade e na reprodutibilidade dos resultados do estudo, foram empregados critérios
alguns propostos pelo ARRIVE (do inglés, Animal Research Reporting In\Vivo Experiments)
(Kilkenny et al., 2010) e adotados pelos periodicos British Journal of Phammacology (McGrath
e Liley, 2015) & Biochemical Pharmacology (Mullane et al., 2013). Pam isso, 08 seguintes
procedimentos foram rigorosamente aplicados desde o plangfamento experimental até a
realizagio dos experimentos: 1) Menhum dado foi omitide para efeito da analise dos
resultades; 2) Os animais foram distribuidos aleatoriaménte/ nos  diferentes  grupos
experimentais;, 3) Todos os reagentes foram obtidos e fomecedores credenciados pelo
CIEnP e somente foram usados dentro do prazo de validade indicado pelo fabricante; 4) Todos
oz experimentos foram realizados de forma cegl, oll seja, o experimentador néo teve
conhecimente prévio quanto ao tratamento dos animaks(exceto o tratamento com o Veiculo
para efeito comparador); 5) O nimero de &nimais em cada grupo experimental foi o
recomendado pela literatura (Lakings, 2010)75PE s experimentos foram conduzidos em bloco
(manhd e tarde) e tiveram todos oz grupos experimentais representados a cada periodo
experimental; 7) Todos dados brutos gerados foram pronta & imediatamients registrados pelo
pessoal responsavel pela conduggo do Bstudo & foram auditados pela UGQ.

10. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO
10.1 Delineamento experimental

O Teste de Irwirnintegra a bateria de testes fundamentais para avaliagdo da
Farmacologia de Seguranga do sistema nervoso central (SNC), preconizada pelo guia ICH
STA (2000). Atraves deste £ possivel investigar o potencial efeito neurctoxico de substancias
através de umé Beérie de avaliagbes comportamentais (observacionais e interativas). Mo
presente estudo foram selecionadas substdncias de diferentes classes farmacologicas cujos
efeitos comportamentais e fisiologicos bem come neurctdxices s3o0 bem estabelecidos, a fim
de validar as cb3ervacbes realizadas ao longo do teste.

Parsnalrealizacio do teste, no dia -1, o2 animais foram pesados, distibuidos nos
diférentes gfupos experimentais, depilados & mantidos na sala de experimentagdo para a
drmbienta¢so (para detalhes ver item 10.2.1). Mo dia 0, a temperatura corporal basal foi
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Centro de Inovagao
e Ensaios Pré-Clinicos

mensurada e os tratamentos realizados. Os animais foram fratados com o Vel (=alin :

mlL'kg, via oral), Bromazepam (10 mg/kg, via intrapertoneal), Cafeina (24 mg i ou
Clorpromazina (30 ma/ka, via oral). Os animais que receberam as Substanc foram

avaliados pelo experimentador de maneira cega. Mo entanto, o grupo Veiculo
{controle negativo) foi identificado durante os testes, pois send referéncia
comportamental para avaliar as alteragdes induzidas pelas demai iaz em cada
periodo de avaliagio.
Cada animal foi avaliado nos seguintes periodos: 0-15; 157 60.%1 20, 150 minutos e
24 horas apos a administragéo como mostradoe na Figura 1.
‘O
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Esquema do delineamento experimental

A B)
Posagem .
DistribulcSo nos grupos Tempralurd rrporal kasal
eiperimentat
Dupiluz o Irsiamemtes % " - — -
Ambiantagin l a l I l L l l‘
na sl de lese g,
| [ | 1 | L1 I ]
I I I 1 T 1 " 1
il L | i ) - 24h
i m .
| 1 1
Ha -1 a0

2| Avaliacdes nz cainz de haaltacio

*Frapa 1 avsllaciies dusante maniaulagdn

* [tapa 2: Awvaliacie: em c2mao abero

*Frapa 3 avsllacias re atlvas s reflases @ estimulefe & asams

Figura 1: Desenho experimental para avaliagio do efeito néunokiico de diferentes Substincias Teste utilizando
o Teste de Irwin. () Pré-teste {dia -1); no dia anteforS@iniciodo teste, os animais foram pesados, distribuides
Nos grupos experimentals, depilados e ambientados na sala de experimentaco. (B) Teste (dia 0k a tempemtura
corporal basal dos animais foi verificada e em seguida, no temipo 0, os animais receberam Veiculo (salina, 1 mLkg)
ou a5 Substincias Teste; Cafeina (24 mg/kg)/ Clorpromazina (30 mg'kg) pela via oral ou a Substincia Teste
Bromazeparn (10 mgkg) pela via intraperitonéal. Gada animal foi avaliado nos seguintes perisdos: 0-15; 15; 30;
@0; 120, 180 minutos e 24 horas apds a administragdo. (C) Avaliaghes registradas: a erdem de testes progrediu do
procedimento menos Iwasio para o Mais ivasive, ou seja, iniciando com as avaliapdes dentro da caba de
habitagdo (a) e medida da temperatura gorpofal ne tempo de 0-15 min, seguido por um circuito de avaliagies que
consistiu de 3 etapas: 2igpg 1 avaliacies realizadas duante 3 manipulacdo para a fransferéncia ao nowo
ambients; gtapa 2 avaliacies no campo aberto/durante 3 minutos de pericdo exploratonio; efaga 3: avaliagdes que
incluiram resposta a diferentes estimiiios wilizands aparatos. Ao final da etapa 3, o5 animais retomaram 3 caixa
de habitagio. Todas as etapas géste circtite de avaliagies foram completadas em cada periodo de avaliagio (15;
30 80; 1210, 180 minutos & 24/horas)

10.2 Metodologia
10.2.1 Agdes pre-teste

Inicialmente osvanimais foram identificados por marcacdo na cauda conforme POP-
E.10fversdo atual 'pesados de acordo com os procedimentos descritos no POP.E.01/versao
atual. Posteriorments o2 mesmos foram distribuidos em 4 grupos experimentais de forma que
a varacatde peso dos animais ndo excedeu + 20% do peso médio. Cada grupo experimental
foi gntdg sleatoriaments definido.

Tedos os animais foram depilados na regido do dorso sob anestesia com isoflurano 3
a 3% (concomitantements com um fluxo cormente de oxigénio de 3 a 4 litros por minuto) para
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possibilitar a verificag8o da temperatura corporal. Posteriormente, os animais foram alocados
na sala de teste para ambientagio onde permaneceram enfre 15-20h, com ragéoe Soua ad
libitum, exceto no dia do teste, no gual arago e a dgua foram removidas imedigtamente antes
do inicio dos tratamentos e recolocadas apos o ditimoe periodo de avalisg@o“de’dia (180
minutos).

10.2.2 Medida da temperatura corporal

A temperatura conporal foi mensurada com auxilio de termémetra digital infravermelho
{Morning Sun Elecirical, modelo DT-58806C) direcionado ao dorso dosanimais. A temperatura
corporal méedia foi obtida a partir de trés medidas consecutivas.

10.2.3 Teste - Avaliagdes comportamentais & fisiclogicas essinaidde neurctoxicidade

Asg alteracbes comportamentais e fizioldgicas e ginais de neurctoxicidade, bem como
a temperatura corporal, foram registrados de acordg com UMa grade padrio de observagéo
(Anexo ).

Mos primeiros 15 minutos apas os tratamentes, o2 animais foram avaliados dentro da
sua propria caixa de habitagBo_ Nesse periodg, a temperatura corporal foi mensurada e foram
verificadas a postura do animal e a pfesenca) de comportamentos atipicos tais como
convulzdo, tremores, perda de coordepBcatemotora, esterectipia, entre outroz. Mos demais
periodos de avaliagBo - 15, 30, 60, 120,1.BD minutos & 24 horas apos os tratamentos, os
animais foram avaliados por uma série de etapas que consfituiram um circuito, totalizando 6

circuitos para cada animal, comg segue:

Etapa 1) avaliagbesNealiz8das durante a manipulagdo dos animais para a
transferéncia a um nove ambiente: facilidade de remogSo da caixa de habitagBo para o campo

aberto, tGnus muscular, salidacio e lacrimejamento;

Etapa 2) avalia;des|realizadas no nove ambiente (campo aberto) durante 3 minutos
de exploraco: m@rchatanémal, perda de balango, coordenacio motora, entre outras;

Etapa 3) avaligpdes relativas a reflexos e estimulos em aparatos: reflexo da comea,
reatividade a8 togueTtonus muscular, reflexo de endireitamento da postura, reflexo de retirada
da patalvocalizagio, tragdo, forga de agarramento, acinesia e catalepsia.

Todasfas etapas deste circuito foram completadas em cada periodo de avaliagdo. A
avalag8o a0 longo do circuito levou em tomo de 5 minutos para cada animal. Em cada bloco
de experimento (manha e tarde), um animal de cada grupo experimental foi analisado.
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Finalizadas todas as etapas, os animais retornaram & caixa de habitagio. Ao iru't:iu de I;
nowo circuito (novo periodo de avaliagdo), ainda na caixa de habitago, a tempe &l
foi novamente mensurada. Q

Para as avaliagtes realizadas durante a explorag&o em um novo i utifizado

o campo aberfo, gue consiste de uma caixa de acrilico medindo CE0xL. ” Para cada
grupo experimental sera utilizado um campo aberto individual. Para alia da trag5o foi

utilizado um aparate constituide por uma bama dupla fixada por suportes verlicais

{primeira barra C27xA29 cm; sagunda barra C27xA40 cm; d@l&m bas azs barras 0,4

cm). O aparato para a medida da forga de agarramento e acingsia consistiu de uma grade de

metal retangular (C73xL22 cm). Para medida do ﬁﬁ%::da de retirada da

patatvocalizagio, foi utiizada uma pinga cirdrgica para, . pingar a ponta dos

dedos de uma das patas fraseiras do animal. O pi'bgﬂn@reaizadu calmamente & com
d

forca progressiva, de modo a deflagrar uma r&smiQe o &o da pata ou vocalizago.

2,
QO
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10.3 Grupos experimentais

O= animais foram separados em 4 diferentes grupos levando-se em gonsidsragdo o
peso corporal. Apos este processo, 08 Qrupos experimentais descritos “abaixg foram
determinados aleatoriaments.

Tabela 1. Representacdo dos grupos experimentais, tratamento, periodici “wia de administragao,
wolume de administracio & nimero de animais por grupo expermental.
o Controle Megativo | Substincia Teste 1 | Subsfinicia Teste 2 | Substincia Teste 3
experimentais g
Tratamento Veiculo (Salina) Bromazepam Cafeina Clorpromazina
Periodicidade 1 vez 1 vez 1wez 1wez
Dose - 10 mghkg 24 mg'kg 30 mg'kg
i ":': "E e Oral Intraperitoned] Oral Oral
Volume de
ISR 1 mLikg 1 mLikg 1 mifkg 1 mlikg
Animal por Grupo ] " B ]
10.4 Eutanasia

Ao final do protocolo os animais foram eutanasiados em cémara de COs, conforme o
POP E.11/vers&o atual - Eutanasia.

10.5 Anilise de dados

Os dados foram [Epresentados como a presenga do sinal dinico efou comportamento
e foram apresentagos.na tabela de resultados como o ndmero de animais apresentando
determinado efeito (expresso como x/n, onde x & nimero de animais que apresentaram o
efeito & n & a amostragem.
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11. RESULTADOS

11.1 Efeitos do Bromazepam

0 Bromazepam & um agente ansiolitico da classe dos benzodiazepinicesstapaz de
produzir impertantes alteragbes no SNC; alguns dos principais sintomagycausados por 2ssa
droga s&o0 relevantes para o controle e aprendizagem motores, tais como Ndug&o do sono,
relaxamento muscular e redugio do estado de alerta (Michail et al,, 2090).

Mo presente estudo, o tratamento dos animais com Bfemazepam (10 magkg, via
intraperitoneal) causou pronunciado efeito sedative (15 a 120minutcsvapds administragBo),
redug o acentuada do ténus muscular (15 a180 minutos), adompanhado de perda de balango
{0-15, 30, 120 & 180 minutos), perda da coordenac &0 motera30NZ0 & 180 minutos), marcha
anomal (0-15, 30, 120 & 180 minutos) & perda de trac8o (15 8 180 minutes). Além disso, o
tratamento com Bromazepam reduziu a reatividadefao toque (12 a 180 minutos) bem como
induziu catalepsia (15 a 120 minutos) e comportamentd esterectipado (mastigagio) (30 a 180
minutos). O tratamento com Bromazepam c@usei™peducdo no nimers de animais que
apresentaram defecacdo e micg&o durante as avaliagbes (15 a 60 minutos) em comparagdo
ao grupo controle (Veiculo). Estes achados estdo de acordo com dados prévios demonstrando
que o Bromarepam na mesma dose, clusa‘supfessdo da atividade locomotora espontinea
(Rastogi et al., 1978). Alem disso, outre Benzodiazepinico, o Diazepam, na dose de 8 mafkg
(via intraperitonesal), causa decréscimo n& afividade geral & na reatividade ao toque,
comportamento de medo/sustofatenuado, tonus muscular reduzido, perda de tragio, perda
de balango, perda da coordenagio ghotora e ndmero reduzido de animals apresentando
defecacio (Roux et al e2004%, Além diszo, o Diazepam (8mglkg, via oral) causa
comportamento estereotipadofiastigacdo) (Castagne etal., 2013).

O guadro 2 @presentatodos os sinais clinicos & comportamentos observados apds o
tratamento com Bromazepam ao longo do tempo.
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Bromazepam 10 mg/kg (via intraperitoneal)

120m

180m

24h

0-15 m

Morte

ConvulsEo
Trenvor
Cauda de Straub

Excitacio discreta (+)
Excitagio moderada (++)
Excitagio pronunclada [+4++)

Comportamento de saltar
Reathvidade ao toque aumentada
Comportamento de medo/susto
Thnus muscular aumentado

Agressio 4

/N

Perda do reflexo de endireitamento d
Perda do reflexo da cdrnea

Sedaglo discreta (+)
Sedaclo mederada (++]
Sedaglo pronunclada (+++) T e

Reatividzde a0 toque diminuida ‘

lllllllllalllllllll

EEEEE

S daagEagaagaat
e

EIEE

V4

Ténus rmuscular dlnim[d)N,

Q.
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Quaodo 2. Continuwagdo

Plzada de pata dianteira

Contorpbes de cabeca

Esterectipla (comportamento de farejar)
Esterectipla (mastigagio)

Esterectipla (movimentos de cabeca atiplons)
Compartamento de cogar

Catalepsia

Acinesia

Perda da coordenagio motors (cruzaments de £
patas) .
PFerda de balango [cambalear e calr)

Marcha anormal: locomocEo na ponta das patas

§

1@
Marcha anormal: desequilibrio [cambalear sem calr) Q 4

B

=z

Esterectipia
Vy
!I

’I

"B YN

N
2

7 | 147 E V7oA
7 - 47 - 37 | a7

Perda de tragde
Ferda da forca de agarramento

feflexo de retireda da pata/vocalizacio

Ftose
Exoftalmia
Flloeregbo
Defecacio
Micgdo
Salivagio
Lacrimejamenta

1/7 o B

Autondmico

68 | 38 =
s | - Y7 y1 |
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Joilel |

S

3
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Quadro 2. Continuagdo

Respiragdo aurmnentada - - £ \- - - - - - - - - - -

Respiracio diminuida

Hipotermia +: dirminuigio = 1"C

Hipotermia ++: diminuicio = 2°C

Hipotermia +++: diminuigio = 3°C

Hipertermia +: aumento > 1C

Hipertermia ++: aumento > 2°C

Hipertermia +++: aumento > 3°C - QU - = o - i = 3 = = T 3 = %
0Os dados s3o0 apresentados como o numero de animais apresentando os sinais clinicos efou comportamentos durante o teste. (x/n) indica o nimero de animais
apresentando os sinais dinicos/comportamentos na amostragém, As observagies foram realizadas nos seguintes periodos: 0-15, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos e 24

horas apds o tratamento.

Dutras medidas
\
' S
]
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11.1 Efeitos da Cafeina Vz

A Cafeina & um agente da classe das metilxantinas, que pode ind % sintomas
clinicos, desde nervosismo, irmtabilidade, instnia e distirbios sensoriais, =

O tratamento dos animais com Cafeina (24 mglkg, via

pronunciada (15 a 180 minutos) & comportamento de medo/sust ado nos periodos
15 a 120 minutos, porém dizcreto em 180 minutos. Além dis i rvado aumento da
reatividade ao toque (15 a 180 minutos) e da frequéncid respisatoria (pronunciado nos
periodos de 15 a 120 minutos e discreto no periodo de 1 E=zzes dados comoboram
com of dados da literatura o3 quais mostram que {24 mgkg, via oral) causa
aumento da atividade geral, do comportamento de bem como da taxa respiratoria

{Lynch et al., 2011). Entretanto, diferentemente
e colaboradores {2011) observaram que a C 24 mglkg, via oral) causa estereotipias
{comportamento de farejar, movimentos de torgdes de cabega).

O Quuadro 3 apresenta todos os sinais™clinicos e comportamentos observados apos o
tratamento com Cafeina ao longo do

gbtidos no presente estudo, Lynch
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s d rnage
Feoankoitia

Dose e via 1 mL/kg, via oral) Cafeina 24 mg/kg (via oral)
Periodos de avaliagdo
Parametros avaliados E £ £ £ = £ £ E E -
5 s & &8 (8 % 3 a|s &8 § § |3

Convulsio -~ - = = =
Tremaor Y7 | - I -
Cauda de Straub T = m [ 2=
| Excitagio discreta [+) | 3fa e | &8
Excitagio moderada [+ 48 28
Excitacio pronunciada {+++) e
Comportamento de saltar 5
Reatividade ao toque aumentada 68 48
Comportamento de medo, susto - 7 | 4/8

Tonus muscular aumentado \
._E@'esaﬁn
Perda do reflexo de endireitamento
Perda do reflexo da cdrnea @
| $edaglio discreta [+) &
Sedacdo moderada [++]

Sedaciio pronunciada (+++)

Reatividade ao toque dimin % - - - - < z - A z & 3]
Comportamento de medo/susto uido z - z = = = s N . = o
| Toaus muscular dminui [ I N N S R N .
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Quadro 3. Continvagdo

Plzada de pata dianteira

Contorphes de cabega ' - =
Estereotipla (comportamento de farejar) - - p - N
Estereotipla (mastigagio) -

Estereotipla (movimentos de cabega atiploos)

Cormportamento de cogar
Catalepsia - - -
Acinesia Nt
Descoordenagdo motora [cruzaments de patas) -
Perda de balange (cambalear e calr) e
Marcha anormal: locomocEo na ponta das patas
Marcha anormal: desequilibrio [cambalear sam cair)
Perda de tragio

Perda da forga de agarramento

Reflexo de retirada da pate/vocalizagio

=T

Ptose
Exoftalmia
Plloeregio
Defecagio
Micgio
Salivagdo
Lacrimejamento

6/8 = 38 | 4f8 | 1/8 | 3ifs
5 5 - i/a | 8

Autond mico Ho
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CQuadro 3. Continuagdo
Rezpiracio aurnentada
Respiracio diminuida
Hipotermia +: diminuigio » 1°C
Hipotermia ++: diminuigio > 2°C
Hipotermia +++: diminuicdo > 3°C
Hipertermia +: aumento > 1°C
Hipertermia ++: aumento » 2°C
Hipertermia +++: aumento > 3°C . e 5 & = = =
0Os dados s30 apresentados como o nimero de animais apresentando os sinais clinicos efou comportamentos durante o teste. [x/n) indica o nimero de animais
apresentando os sinais cinicos/comportamentos naamastragem. As observacies foram realizadas nos seguintes periodos: 0-15, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos & 24
horas apds o tratamento.

W71 - 1 -1 -1 - 11 - (o8 [&= [&e ] %] 7] s

Outras medidas

N
T
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11.3 Efeitos da Clorpromazina VZ
A Clorpromazina, € um tipico agente antipsicotico do grupo iazinas,
L2000

Centro de Inovagao
e Ensaios Pré-Clinicos

amplamente usado para o tratamento de sintomas psicotices (Thomley e Os efeitos
adversos mais comuns incluem problemas motores, sonoléncia, boca

postural € ganho de peso. Os efeitos secundarios graves incluem discinesia, sindrome
maligna neurcdéptica & diminuicdo dos nivels de leucdcitos (The @Smieﬁr of Health-

Sysatem Phamacists, 2015).
= animais tratados com Clorpromazina (30 mag'kg, ora resentaram redugéo da

atividade geral (30-150 minutos e 24 horas), da reativids logue (15 a 180 minutos e 24
horas), comportamento de medofzusto atenuado (prese comportamento soments 1

ai= de 8§ animais no periodo de 24
ag), bem como perda de tragio
animais tratados com Clorpromazina
s) e ptose (30 a 180 minutos e 24
e a Clorpromazina (16 mg/kg, via oral)

{120 & 180 minutos & 24 horas). Além dis
apresentaram comportamento estersoti
horas). De fato, oz dados da literatura mo:

cauza diminuigdo da atividade geral, uscular & do comportamento de medo/susto
{Lynch et al., 2011). No entanto, L dores (2011) observaram comportamento
estereofipado (movimentoz de o e comportamento de farejar) somente quando os

animais s&o0 fratados com Clorpromazing, {4 ma'kg, vira oral).
2 zinais clinicos e comportamentos observados apos o
g0 do tempo.

O quadro 4 apresenta
tratamento com Clorpromazing

O

v
N
&
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Dose e via 1 mL/kg, via oral) Clorpromatina 30 mg/fkg (via oral)
Periodos de avaliagdo
Parametros avaliados E E £ £ = E £ £ E E =
3 2 & |5 |8 = 3 |9 [=” § |5 |5 |3
= 2=t S
Convulsio - - - - - - -
Tremaor - - - - | -
Cauda de Straub O T = = g E B 2 =
| Excitacio discreta (+) <iII : 4 IS = 9] T o | =
Excitagio moderada (++} | -1 - - | - - - - -
Excltacio pronunclada [+4++) = = = = - = = =
Comportamento de saltar G - - - - - - = -
Reatividade ao toque aumentada u £ = = i e
Cornpartamento de medo/susta \ | 48 | 58 | 1B | 28 28 - 18 E 28
Ténus muscular aumentado = 3 z = i x &
._H@'essﬁn % g = ” & = =
rauudnmﬂundeaidmmm‘o B z B w | E
Perda do reflexo da cdrnea - - e & T
Sedacdio discreta (+) & g r 38 | 5f8 13 2
Sedacio moderada [++) i Z 1/8 & - = 2
Sedacio pronuncieda (++4) g - Y8 | w8 | /8 | 88 | 18
Reatividade ao togque diminui; - - - - - 4/8 4/8 /s 7/a ara 38
Ténus muscular diminuldo | = | = = e E | = -1 - - | - - s | s | ys |
Quadro 4. Continuagdo V
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chuinbr il

Plzada de pata dianteira

ContorgBes de cabega

Estereotipla (comportamento de farejar)
Estereotipla (mastigacio)

Estereotipla (mawvi tos de cabega atipbons)
Compartamento de cogar

Catalepsia

Acinesia

Descoordenaclio motora (cruzamento de patas)
Perda de balango (cambalear e cair)

Marcha anormal: locomoc#o na ponta das patas -
Marcha anormal: desequilibrio (cambalear sem cair) gy’ 4

4/8

Esterectipia
]
N
| ]
| _l

y A

Muotor

Perda de tragdo (

- - - - . - - - - - 1/8 1/8 1/8
Perda da forca de agarramento v T = % E 3 H z

g

Reflexo de retirada da pata/vocalizegSo : 'g

Ptose

Exoftalmia
Plloerecio
Defecagio
Micgo -
Salivacio - -
Lacrimejamento - -

AN S
&8 1/8 =] g
38 1/a i/a 1/8 - 5/8

Autondmico
=
=
cick

o lelsl ||
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Quadro 4. Continuagio 4
Resplracio sumentada - - N -
Respiracio diminuida -
Hipotermia +: diminuigio = 1°C
Hipotermia ++: diminuigio » 2°C
Hipotermia +++: diminuigdo = 3°C
Hipertermia +: aumento > 1°C
Hipertermia ++: aumento > 2°C ™ : = = ] & B
Hipertermia 4+ aumento > 3°C = = = ”

38 1/8

COutras medidas
]
%=
0

0s dados s30 apresentados como o nimero de animais, apre_serrtandu os sinais clinicos efou comportamentos durante o teste. (x/n) indica o nimero de animais
apresentando os sinais dinicos/comportamentos nd amostragem. As observagbes foram realizadas nos seguintes periodos: 0-15, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos e 24
horas apds o tratamento.
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12. CONCLUSAQ DO ESTUDO

Oz resultados obtidos neste estudo mostram que o teste de Irwinmodifieado foi
validado, tendo em vista que as diferentes Substncias Teste Bromazepam, Cafeina e
Clorpromazina, quande administradas sistemicaments aos animais induzirem alteragdes
comportamentais e fisiologicas e sinais de neurotoxicidade conforme resultados prévios da
literatura. Assim, o teste de Irwin modificado podera ser utilizado em estiidosspostenores para
avaliag#o da Farmacologia de Seguranga de novas substincias sobre 0SNC.

13. REGISTRO DE DADOS BRUTOS

Todas oz dados brutos e observagdes relacionadas 8o estudo foram registrados em
formulario efou planilhas adeguadas.

14. ARQUIVAMENTO

Uma capia original dos Dados Brutos '€ Relatorio Final serdo amuivados por, no
minimo, 5 anos no CIENP.

15. REFERENCIAS
15.1 Referéncias Intermnas

POP-BOT/versdo atual: Arquivo, fecuperacio e disposicio de documentos;

POP-ED1 fversdo atual: Pesagemde animais;

POP-E02{versio atual: Yias desadministrag&o;

POP-E.04/vers8o atual.Randomizagao de animais e separagio de grupos experimentais;
POP-E.10/versio atual: Identificagdo de animais para estudos;

POP-E.11/verség stualsEdtangsia de animais;

POP-E.12/vers8o atugl: Manipulaggo e contengdo de animais;

POP-E.13/versdia atual: Recebimento de animais;

POP-E.15/versfio atual: Soficitaggo, acondicionamento e manuseio dos animais.
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ANEXO |

Quadro 1. Grade padrio para registro de sinais dinicos observados no Testg de Irmin modificado

Sinals Observagies

Daminio Comportamental

Reatividade oo togue Aumento ou diminuigdo
- Reagdo de fuga do animal & press3o dos dedos para baixo no quarto
traseiro em comparacdo ao grupo g!ntruh N
Sedagio Trés intensidades:
+: apos retirada da caixa e manigulagio, ghanimal move-se mais lentamente
em comparacio ao animal do grupo eoritrole
++: s0b as mesmas condigbeg, o arimal move-se muito lentamente
+++: sob as mesmas condigdes, o a_rﬂnal nao se move
Excitagio Trés intensidades:
+: apds retirada da caiga e Manipulagdo, o animal é discretamente mais
ative gue o animal degrupe controle
++: s0b as mesmas condifbes, o animal move-se rapidamente
+++: sob as mesmastondigbes, o animal se move muito rapidamente
Catalepsia Presenca
- Quando colacado em “posicio de Buda®, o animal no se move
Morte®* Presenca/ S
Indicar @ tempo de morte se menor gue 15 minutos
Convulsgo® Presenca S,
Indicar.0 tempo de surgimento se menor gue 15 minutos
Estereotipia® Pesenca |
.- Mavimentos repetidos anormais: comportamento de farejar, mastigacao,
mavimentos de cabeca atipicos
ContorgBes de cabega® / |-Presénca
' Movimento rapido axial de um lado para outro da cabeca
Compartamento de\coceina® | ~Presenca
Coceira com as patas dianteiras ou traseiras em qualguer parte do corpo
Agressio N y Presenca
- Tentativa de mordida guando ha aproximac3o de uma caneta em direcio
cabeca
- Tentativa de mordida em dire¢So a outros animais ou ao experimentador
Tremor* Presenca
Tremor corporal disseminado ow em parte do corpo
Couda'de Straub® Presenca
Cauda rigida na posic3o vertical e tendéncia do animal em curvar o dorso
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Sinais Observagies

Comportamento de Presenca O

medo/susto - ReagSo do animal (vacilo, salto) ao estalar de dedos

Exoftalmia Presenca N
- Protrus3o dos globos oculares

Perda da forga de Presenca N

ogarramento - Quando colocado sobre uma grade de ardffepsanimal ndo move quando
a grade & progressivamente movida emdirec80 a posicao vertical (cerca de
Elig]

Comportamento de saltar Presenca

Perda de bolango* Presenca &7
- Coordenacio motora prejudicada. Ghafiimal cai de lado quando ele se
mave, [ 3

Pisoda de pata dionteira® Presenca
- Marcha repetida de p;ﬂas_diaﬁteiras sem deslocamento

Marcha* Presenca
- Coordenacio motafd pressrvada, mas animal ocasionalments em
desequilibrio (cambaleando)
- Locomog3o na ponta iﬁpatas

Perda de coordenagio Presenca

motora® - Coordenacag motora prejudicada
- Locomogao desBrganizada (por exemplo, cruzamento de patas)

Ténus alterado da Aument@ouldiminuicio

musculotura abdominal

- Suavidade au dureza do abddmen quando prensado lateralmente entre o
dedaindicador e polegar em comparag3o ao grupo controle.

Contorgbes* Presenca
- Contragdo coordenada dos musculos abdominais, geralmente resultando
&m flaficos ocos e alongamento de membros posteriores

Perda de tragio \\Presépca

{=0uando colocadas as patas dianteiras sobre a barra horizontal mais alta, o
animal ndo traz suas patas traseiras para cima na tentativa de alcancar a
barra horizontal mais baixa, alocada logo abaixo da primeira barra (maxima
de trés tentativas.

*Se o animal apresenta trac3o normal, ndo & necessario verificar a forga de
agarramento, acinesia e catalepsia.
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Sinals

Perda do reflexo da cdmea

Perda do reflexo de
endireitamento da posturg

Piloeregiio®

Reflexo de retirada da
pata/vocalizago

Respiragio olterada

POTENCIAL EFEITO NEUROTOXICO DA FOSFOETANOLAMINA (USP — S&o Carlos)
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VALIDAI!;E.D DO TESTE DE IRWIN MODIFICADO EM RATOS

Observagies

Dominio sensério-motor

Presenca

- Quando a superficie da cdmea € levemente tocada tom a ponta de uma
cangta, o animal ndo tem resposta de fechamento do olho

Presenca

- Quando colocado de costas, o animal ndo tetarna a sua posicdo original

Dominle autondmico

Presenca

- Pelos arrepiados

Quando pingado na ponta dosdedosde/uma das patas traseiras com uma
pinga, o animal nSo reage (Movimentacdo de retirada ou vocalizac3o)
Presenga N\ y

Pilpebra parcialmente ou completamente fechada

Aumento ou diminuié_cr 4

- Taxa de respirag3d € comparada com o grupo controle

Presenca: nimero de h.nlu;femis

- Indicar presengaude diafreia, se houver

Presenca: I'Ilil;lEl'D d:pnntus {dreas) de urina

Pre-seruﬁ_ o

- UmidadeWisivel em torno da boca
Presenca N

- Wmidade visivel em torno dos olhos

Trés niveis baseados na temperatura média medida em animais tratados e
‘Gantrole:

W+ difhinuicdo = 1°C

¥ diminuicio > 2°C

o+ diminuigo > 3°C

Trés niveis baseados na temperatura média medida em animais tratados e
controle:

+: aumento = 1°C

4 aumento > 2°C

+++2 aumento > 3°C

*Parimetros dvallEdescontinuamente nos primelros 15 minutos apds a administragio.
Fonte: Adaptado dé Castagné et al_, 2013,
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