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L 136/90 JURNALUL OFICIAL AL COMUNITATILOR EUROPENE 8.6.2000

DIRECTIVA 2000/33/CE A COMISIEI
din 25 aprilie 2000

de efectuare a celei de-a doudzeci si saptea adaptiri la progresul tehnic a Directivei 67/548/CEE a
Consiliului privind apropierea actelor cu putere de lege si a actelor administrative referitoare la
clasificarea, ambalarea si etichetarea substantelor periculoase ()

(Text cu relevanti pentru SEE)

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitatii Europene,

avand in vedere Directiva 67/548/CEE a Consiliului din 27 iunie
1967 privind apropierea actelor cu putere de lege si a actelor
administrative referitoare la clasificarea, ambalarea si etichetarea
substantelor periculoase (1), astfel cum a fost modificatd ultima
datd prin Directiva 1999/33/CE a Parlamentului European si a
Consiliului (2) si, in special, articolul 28 al acesteia,

intrucat:

(I)  AnexaV la Directiva 67/548/CEE stabileste metodele pen-
tru determinarea proprietdtilor fizico-chimice, a toxicitatii
si a ecotoxicitatii substantelor si preparatelor. Este necesard
adaptarea anexei mentionate la progresul tehnic.

(2)  Conform articolului 7 alineatul (2) din Directiva
86/609/CEE a Consiliului din 24 noiembrie 1986 privind
apropierea actelor cu putere de lege si a actelor
administrative ale statelor membre referitoare la protectia
animalelor utilizate in scopuri experimentale si alte scopuri
stiintifice (%), nu se realizeazd un experiment care impune
utilizarea animalelor, dacd se dispune in mod practic si
rezonabil de o altd metodd, satisficitoare din punct de
vedere stiintific, pentru obtinerea rezultatului cdutat.

(3)  Comisia intentioneaza s introduci in anexa V la Directiva
67/548/CEE anumite metode de incercare alternative, care
sd nu necesite utilizarea animalelor, pentru a le face dispo-
nibile pentru testarea produselor chimice in conformitate
cu articolul 3 alineatul (1) din Directiva 67/548/CEE.

(4)  Masurile previzute in prezenta directivd sunt in
conformitate cu avizul Comitetului pentru adaptarea la
progresul tehnic a directivelor privind eliminarea bariere-
lor tehnice din calea comertului cu substante si preparate
periculoase,

() Adoptatd inaintea celei de a 26-a adaptdri.
(1) JO196,16.8.1967, p. 1.

(3 JOL199,30.7.1999, p. 57.

(}) JOL358,618.12.1986, p. 1.

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Textele anexelor I si II la prezenta directivd se adaugd la anexa V
partea B la Directiva 67/548|CEE.

Articolul 2

(1) Statele membre adoptd si pun in aplicare actele cu putere de
lege si actele administrative necesare pentru a se conforma pre-
zentei directive pand la 1 octombrie 2001. Statele membre infor-
meazd de indatd Comisia cu privire la aceasta.

Atunci cand statele membre adoptd aceste dispozitii, ele cuprind
o trimitere la prezenta directivd sau sunt insotite de o asemenea
trimitere la data publicdrii lor oficiale. Statele membre stabilesc
modalitatea de efectuare a acestei trimiteri.

(2) Statele membre comunicd Comisiei textul principalelor dis-
pozitii de drept intern pe care le adoptd in domeniul reglementat
de prezenta directivd si un tabel de corespondentd intre prezenta
directivd si dispozitiile nationale adoptate.

Articolul 3

Prezenta directiva intrd in vigoare in a treia zi de la data publicarii
in Jurnalul Oficial al Comunitdtilor Europene.

Articolul 4

Prezenta directivad se adreseaza statelor membre.

Adoptatd la Bruxelles, 25 aprilie 2000.

Pentru Comisie
Margot WALLSTROM

Membru al Comisiei
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1.1.

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.1.

1.5.3.1.

ANEXA I

»B.40. COROZIUNEA PIELII
METODA

Introducere

Centrul european pentru validarea metodelor alternative (ECVAM, Centrul comun de cercetari al Comisiei
Europene) a recunoscut validitatea stiintifici a doud teste de corozivitate in vitro, testul de rezistentd
electricd transcutanatd (RET) pe piele de sobolan si un test care utilizeazd un model de piele umana (1)
(2) (3). Studiul de validare intreprins de ECVAM a demonstrat cd ambele teste au permis realizarea unei
distinctii fiabile intre substantele corozive si necorozive pentru piele. In plus, protocolul testului intemeiat
pe utilizarea unui model de piele umand a permis realizarea unei distinctii corecte intre diferitele grade
de corozivitate (substante puternic corozive pentru piele, deja cunoscute, R35, si alte substante corozive
pentru piele, R34) (2). Sunt descrise procedurile pentru ambele teste; selectarea testului utilizat depinde
de cerintele specifice si de preferintele utilizatorului.

A se vedea si Introducerea generald, partea B.

Definitii

Coroziunea pielii: producerea unei leziuni tisulare ireversibile a pielii, in urma aplicdrii materialului de testat.

Substante de referintd

Nu se specificd, dar a se vedea punctele 1.5.3.4 si 1.7.2.3.

Principiul metodei de incercare — testul RET pe piele de sobolan

Materialul de testat se aplicd timp de pand la 24 ore pe suprafata epidermei unor rondele de piele prelevate
din pieile jupuite de la sobolani tineri, eutanasiati. Materialele corozive sunt identificate in functie de
capacitatea acestora de a produce o pierdere a integritdtii stratului cornos normal al pielii si a functiei de
barierd, care se masoard prin reducerea valorii RET inerente sub o valoare prag (5 kQ) (4) (5). Materialele
iritante si neiritante nu reduc valoarea RET sub valoarea prag. Pentru agentii tensioactivi sau substantele
organice neutre [pentru definitia acestora a se vedea referinta bibliografici (6)], in modul de lucru, se poate
introduce o etapd de fixare a unui colorant, in vederea reducerii numarului de rezultate fals pozitive,
obtinute in special la testarea acestor tipuri de produse chimice (2) (7).

Descrierea metodei de incercare — testul RET pe piele de sobolan

Animalele

Sunt necesari sobolani tineri (20-23 zile) (susd Wistar sau una comparabild) pentru pregitirea rondelelor
de piele. Parul dorsal si cel de pe flancuri se indeparteaza cu grijd, cu un foarfece de tuns animale mici.
Animalele sunt apoi curdtate atent prin stergere cu o cirpd umedd, imersand pielea tunsa in solutie de
antibiotice (ce contine, de exemplu, streptomicind, penicilind, cloramfenicol §i amfotericind in
concentratii eficiente pentru a inhiba dezvoltarea bacteriilor). Spalarea animalelor cu antibiotice se repetd
in a treia i a patra zi de la prima spalare si animalele se utilizeaza in termen de trei zile (pentru pregatirea
pielii, varsta animalelor nu trebuie s fie mai mare de 31 de zile).

Pregdtirea rondelelor de piele

Animalele sunt eutanasiate. Apoi se indeparteazd pielea dorsald a fiecirui animal si se scoate cu grija
excesul de grisime de pe piele. Pielea jupuitd se aseazd peste extremitatea unui tub din
politetrafluoroetilend (PTFE), avand griji ca suprafata epidermei si fie in contact cu tubul. Pielea este fixatd
bine pe extremitatea tubului prin strangere cu un inel de cauciuc si se decupeazd tesutul in exces.
Dimensiunile tubului si ale inelului din cauciuc sunt prezentate in figura 1. Apoi inelul din cauciuc este
strans etans cu vaselind pe extremitatea tubului din PTFE. Tubul este mentinut cu ajutorul unei cleme
elastice in interiorul unei camere receptoare ce contine solutie de sulfat de magneziu (154 mM) (figura 2).

Modul de lucru

Aplicarea materialul de testat

Substantele de testat in stare lichidd (150 pl) se aplicd pe suprafata epidermei din interiorul tubului
(figura 2). Cand sunt testate materiale solide, se aplicd o cantitate suficientd din acesta pe o rondea pentru
a asigura acoperirea in intregime a suprafetei epidermei. Se adaugd apoi apd deionizatd (150 pl) pe
suprafata solidului si se agitd tubul usor. Substanta de testat ar trebui sd vind cat se poate de mult in contact
cu pielea. Pentru unele substante solide, acest lucru se poate realiza prin incalzire pand la 30 °C pentru
a topi substanta de testat, sau prin micinarea acesteia, pentru a obtine granule sau pulbere.
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Pentru fiecare substanta de testat se utilizeaza trei rondele de piele. Substantele de testat se aplica timp
de 24 de ore (a se vedea si 1.5.3.4.) Substanta de testat este indepirtatd prin spilare cu un jet de apa de
la robinet cu o temperaturd de pand la 30 °C, pand nu a mai rimas substantd de indepdrtat. Pentru a usura
scoaterea substantei de testat care s-a solidificat in tub se utilizeazd un jet de apd caldi la aproximativ
30 °C.

Mdsurdtori de RET

RET se mdsoard cu ajutorul unei unei punti de mdsurd in curent alternativ de voltaj mic (de exemplu
AIM 401 sau 6401, sau echivalent). Inainte de misurarea rezistentei electrice, se reduce tensiunea
superficiald a pielii prin addugarea unui volum suficient de etanol 70 % care sd acopere epiderma. Dupd
cateva secunde, se scurge etanolul prin rdsturnarea tubului si tesutul este apoi hidratat prin addugarea a
3 ml de solutie de sulfat de magneziu (154 mM). Electrozii puntii de masurd sunt amplasati pe ambele
fete ale rondelei de piele pentru a realiza masurarea rezistentei in kQ[rondea de piele (figura 2).
Dimensiunile electrozilor si lungimea electrodului situat sub clemele-crocodil sunt prezentate in figura 1.
in timp ce se efectueazd misurarea rezistentei, clema electrodului interior (gros) se sprijind pe capitul
superior al tubului din PTFE, astfel incat o parte importantd din lungimea electrodului sd fie imersatd in
solutia de sulfat de magneziu. Electrodul exterior (subtire) este pozitionat in interiorul camerei receptoare,
astfel incat sa se sprijine pe fundul camerei. Distanta dintre partea inferioard a clemei elastice si fundul
tubului din PTFE se mentine constanti (figura 1), deoarece aceastd distantd afecteazd valoarea rezistentei
obtinute.

Trebuie mentionat i atunci cand valoarea rezistentei masurate este mai mare de 20 kQ, aceasta se poate
datora stratului de substantd de testat de pe suprafata epidermei rondelei de piele. Se poate incerca
indepadrtarea acestui strat, de exemplu prin inchiderea etansa a tubului din PTFE, cu un deget imbricat in
mdnugd, si agitarea tubului timp de aproximativ 10 secunde; solutia de sulfat de magneziu se scurge si
se repetd masurarea rezistentei cu sulfat de magneziu proaspat.

Valorile medii ale RET se acceptd, cu conditia ca valorile martorilor pozitiv si negativ testati in paralel sd
se situeze intre limite acceptabile pentru metodd. Substantele martor si limitele rezistentelor acceptabile
aferente, propuse pentru metodologia si aparatura descrise, sunt prezentate in continuare:

Martor Substanta Rez(is(t;n;a
Pozitiv Acid clorhidric 10 M (36 %) 0,5-1,0
Negativ Api distilatd 10-25

Modul de lucru modificat pentru agentii tensioactivi si substantele organice neutre

Daci valorile RET ale unor substante care sunt fie agenti tensioactivi, fie substante organice neutre sunt
mai mici sau egale cu 5 kQ, se poate realiza o determinare a penetrarii colorantului in tesut. Prin acest
procedeu se stabileste dacd rezultatele sunt fals pozitive (2).

Aplicarea si indepdrtarea colorantului Sulforhodamine B

Dupd tratamentul initial cu substanta de testat, se aplicd 150 pl dintr-o solutie 10 % (greut./vol.) de
colorant Sulforhodamine B diluat in apa distilatd pe suprafata epidermici a fiecarei rondele de picle, timp
de 2 ore. Apoi, rondelele de piele sunt spilate cu jet de apd de la robinet la temperatura camerei timp de
aproximativ 10 secunde pentru eliminarea colorantului in exces/nefixat. Se scoate cu grijd fiecare rondea
de piele de pe tubul de PTFE si se introduce intr-un flacon (de exemplu un flacon scintilator din sticld, de
20 ml) ce contine apd deionizatd (8 ml). Flacoanele se agitd usor timp de 5 minute pentru eliminarea
urmelor de colorant in exces/nefixat. Aceastd spalare se repetd, dupd care rondelele de piele se scot si se
introduc in flacoane care contin 5 ml solutie 30 % (greut./vol.) de dodecilsulfat de sodiu (SDS) in api
distilata si se incubeazd peste noapte la 60 °C. Dupd incubare, rondele de piele se scot din flacoane si
solutia rimasd este centrifugatd timp de 8 minute la 21 °C (forta relativd de centrifugare ~ 175). Apoi,
o probd de 1 ml de supernatant se dilueazd in raport de 1: 5 (vol./vol.) (adicd 1 ml + 4 ml) cu solutie 30 %
(greutate/volum) de SDS in apd distilatd. Se mdsoard densitatea opticd (DO) a solutiei la aproximativ
565 nm.

Calcularea continutului de colorant

Continutul de colorant Sulforhodamine B din fiecare rondea se calculeazd din valorile DO (coeficientul
de extinctie molara a colorantului Sulforhodamine Bla 565 nm = 8,7 x 10%; greutatea moleculard = 580).
Se calculeazd continutul de colorant Sulforhodamine B pentru fiecare rondea de piele si se calculeaz
continutul mediu de colorant pentru toate testele repetate. Se acceptd valorile medii ale colorantului fixat,
cu conditia ca valorile martorilor testati in paralel si se situeze intre limite acceptabile pentru metoda
respectiva. Limitele acceptabile propuse ale continutului de colorant pentru substantele martor pentru
metodologia si aparatura descrisd sunt urmdtoarele:
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Martorul Substanta Continutul de colorant
(ng/rondea)
Pozitiv Acid clorhidric 10 M (36 %) 40-100
Negativ Apd distilatd 15-35

Informatii suplimentare

Substantele de testat se mai pot aplica pe rondelele de piele pentru perioade scurte de timp (de exemplu 2
ore) pentru identificarea materialelor puternic corozive. Cu toate acestea, pentru studiul de validare, s-a
constatat ¢ testul RET supraestimeazd potentialul coroziv al catorva produse chimice testate dupad
aplicarea acestora pe rondelele de piele timp de 2 ore (2), desi permite identificarea corectd a substantelor
corozive si necorozive dupd o aplicare de 24 de ore.

Propriettile si dimensiunile aparaturii de laborator utilizate si modul de lucru pot sd influenteze valorile
RET obtinute. Pragul de coroziune de 5 kQ a fost obtinut din datele obtinute cu aparatura specificd si
modul de lucru descrise in prezenta metodd. Dacd se modificd semnificativ conditiile de testare, se aplicd
un prag si valori ale probelor martor diferite. Prin urmare, se recomandi calibrarea metodologiei si a
pragului de rezistentd prin realizarea testului cu o serie de substante etalon selectate dintre substantele
chimice utilizate in studiul de validare (3).

Principiul metodei de testare - testul pe model de piele umani

Materialul de testat se aplici pe suprafata unui model tridimensional de piele umand, ce contine o
epidermd restructuratd cu un strat cornos functional, si se mentine pana la 4 ore. Materialele corozive se
identificd prin capacitatea lor de a reduce viabilitatea celulard {determinatd, de exemplu, prin testul de
reducere a MTT [bromuri de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil) tetrazoliu]} sub valorile prag definite,
la timpi de expunere determinati. Principiul testului se intemeiazd pe ipoteza ci substantele chimice
corozive pot sd penetreze stratul cornos al pielii (prin difuzie sau eroziune) si sunt suficient de citotoxice
pentru a provoca moartea celulelor din straturile celulare de dedesubt.

Descrierea metodei de testare — testul cu model de piele umana

Modelele de piele umand

Modelele de piele umand pot sd provind din surse diferite, dar trebuie sd indeplineascd anumite criterii.
Modelul trebuie si fie constituit dintr-un strat cornos functional i un strat de celule vii sub acesta. Stratul
cornos trebuie sd aibd o functie de barierd specificd. Acest lucru se poate demonstra prin rezistenta
modelului la citotoxicitate in urma aplicdrii substantelor cunoscute ca fiind citotoxice pentru celule, dar
care, in mod normal, nu trec prin stratul cornos. Trebuie sd se demonstreze ¢ modelul di rezultate
reproductibile in conditii experimentale stabilite.

Viabilitatea celulelor vii din model trebuie si fie suficient de mare pentru a face distinctie intre substantele
martor pozitiv si negativ. Viabilitatea celulard (de exemplu, mdsuratd prin cantitatea de MTT redus, adicd
o valoare a DO) in urma expunerii la substanta martor negativ trebuie s se situeze intre limite acceptabile
pentru modelul in cauzi. in mod similar, valorile viabilititii celulare in cazul substantei martor pozitiv
(in raport cu cele pentru martorul negativ) trebuie si se situeze intre limite determinate. Ceea ce este foarte
important, trebuie sd se dovedeascd faptul cd modelul predictiv utilizat respectd normele internationale
de validare (2).

Modul de lucru

Aplicarea materialului de testat

Pentru substantele lichide, substanta de testat trebuie sd se aplice intr-o cantitate suficientd pentru a
acoperi suprafata pielii (minimum 25 pl/cm?). Pentru substantele solide, substanta de testat trebuie s3 se
aplice Intr-o cantitate suficientd pentru a acoperi suprafata pielii §i, apoi, ar trebui sa fie umezitd pentru
a asigura un contact bun cu pielea; daci este cazul, substantele solide ar trebui sa fie mécinate pentru a
obtine o pulbere Inainte de aplicare. Metoda de aplicare trebuie si fie adecvatd pentru o gama variatd de
substante chimice (2). La sfarsitul perioadei de expunere, materialul de testat trebuie si fie indepartat cu
grijd de pe suprafata pielii, cu solutie salina.

Misurdtori de viabilitate celulard

Se poate utiliza orice metoda cantitativd, validatd pentru masurarea viabilitdtii celulare. Testul cel mai
frecvent utilizat este cel de reducere a MTT, care s-a dovedit a da rezultate precise si reproductibile in
diferite laboratoare (2). Rondeaua de piele se introduce intr-o solutie de MTT de 0,3 mg/ml la temperatura
de 20-28 °C timp de 3 ore. Produsul formazan sub forma de precipitat albastru se supune apoi extractiei
(extractie cu solvent) si se determind concentratia formazanului prin masurarea DO la o lungime de undd
situatd intre 545 si 595 nm.
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2.2.

2.2.1.

Informatii suplimentare

Modelul de piele utilizat, precum si protocolul exact privind timpul de expunere si procedurile de spalare
etc. au un impact important asupra rezultatelor de viabilitate celulard. Se recomandi etalonarea
metodologiei si modelului predictiv prin testarea unei serii de substante etalon de referint, selectate dintre
substantele chimice utilizate in studiul de validare de la ECVAM (3). Este esential si se demonstreze cd
metoda utilizata este reproductibild in cadrul aceluiasi laborator si intre laboratoare, pentru o gama variatd
de substante chimice, in conformitate cu normele internationale. Metoda ar trebui s indeplineasca cel
putin criteriile de validitate stiintificd definite anterior (2), iar rezultatele validarii trebuie s fie publicate
intr-o revistd stiintificd cu referenti anonimi (peer-reviewed).

DATELE

Prezentarea rezultatelor

Testul RET pe pielea de sobolan

Valorile rezistentei (kQ) pentru substanta de testat, martorii pozitiv si negativ si orice substantd chimica
de referintd ar trebui sd se prezinte in raport sub forma de tabel, care si includa si datele de la
experimentele concomitente/repetate, valorile medii si clasificarea rezultatd.

Testul cu model de piele umand

Valorile DO si datele de viabilitate celulard calculate in procente pentru materialul de testat, martorii
pozitiv si negativ si substantele chimice de referintd ar trebui s se prezinte in raport sub foma de tabel,
care sd includa si datele de la experimentele concomitente/repetate, valorile medii si clasificarea rezultatd.

Evaluarea §i interpretarea rezultatelor

Testul RET pe pielea de sobolan

Daci valoarea medie a RET obtinutd pentru substanta de testat este mai mare de 5 k€, atunci aceasta nu
este corozivd. Dacd valoarea RET este mai micd sau egald cu 5 kQ si substanta de testat nu este un agent
tensioactiv sau o substantd organicd neutrd, atunci substanta respectiva este coroziva.

Pentru agentii tensioactivi sau substantele organice neutre la care rezultd valori ale RET mai mici sau egale
cu 5 kQ, se poate realiza testul de penetrare a colorantului. Atunci cand continutul mediu de colorant din
rondeaua de piele este mai mare sau egal cu continutul mediu de colorant din rondea pentru martorul
pozitiv cu HCl 36 % testat in paralel, substanta de testat este real pozitiva si este, prin urmare, coroziva.
Atunci cand continutul mediu de colorant din rondeaua de piele este mai mic decat continutul mediu de
colorant din rondea pentru martorul pozitiv cu HCl 36 % testat in paralel, substanta de testat este fals
pozitivd si, prin urmare, nu este coroziva.

Testul cu model de piele umand

Valoarea DO pentru martorul negativ reprezintd o viabilitate celulard de 100 %; deci, valorile DO pentru
fiecare probd analizatd se pot utiliza la calcularea procentajului de viabilitate in raport cu martorul negativ.
Valoarea prag, exprimatd in procente, a viabilitdtii celulare, care face distinctia dintre materialele de testat
corozive si necorozive (sau distinctia dintre diferite clase corozive) trebuie sd fie definitd in mod clar in
modelul predictiv inainte de validarea metodei, iar studiul ulterior de validare trebuie sd demonstreze cd
valoarea prag este corespunzitoare (2).

RAPORTAREA

Raportul testului

Raportul testului trebuie sd includd cel putin urmitoarele informatii:
Substanta de testat

— datele de identificare, natura fizicd si, dacd este relevant, proprietitile fizico-chimice. Informatii
similare ar trebui sd se ofere pentru substantele de referingd, daci s-au utilizat.

Conditiile de testare:
— detalii privind modul de lucru,

— descrierea si justificarea oricaror modificari.
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Rezultatele:

— prezentarea sub formd de tabele a valorilor rezistentei (testul RET) sau a valorilor viabilitatii celulare
in procente (testul cu model de piele umand) pentru materialul de testat, martorii pozitiv si negativ
si orice substantd chimicd etalon de referintd, inclusiv datele pentru experimentele
concomitente/repetate si valorile medii,

— descrierea oricdror altor efecte observate.
Discutarea rezultatelor

Concluzii
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Figura 1
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Figura 2

Aparatura pentru testul RET pe pielea de sobolan

electrodul interior

clemi crocod\ / (gros)

tubul din

P \
clema elastici

cameri receptoare (tub

de unicd folosin§5)\

sulfat de
magneziu
(154 mM)

electrodul exterior

(subSire)

clemi crocodil

epiderma

/ rondelei de piele

inel din

cauciuc\ Lo

sulfat de

magneziu \
-

(154 mM)

AN

derma rondelei de piele”




13/vol. 29

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

133

1.1.

1.2

ANEXA II

,B.41. FOTOTOXICITATEA - TESTUL DE FOTOTOXICITATE 3T3 NRU IN VITRO

METODA

Introducere

Fototoxicitatea se defineste ca o reactie toxicd care se declanseazd dupd o primd expunere a pielii la anumite
produse chimice, urmatd de o expunere la lumind, sau care este indusi in mod similar prin iradierea pielii
dupd administrarea sistemicd a unui produs chimic.

Informatiile obtinute din testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro permit determinarea potentialului
fototoxic al unei substante de testat, adicd posibilele pericole (sau absenta acestora) pe care ar putea si le
prezinte o substantd de testat in caz de expunere la lumind UV sau vizibila.

Deoarece finalitatea toxicologicd a testului in vitro constd in determinarea fototoxicitatii induse prin actiunea
combinatd a unui produs chimic si a luminii, prin prezentul test este posibild determinarea compusilor care
sunt fototoxici in vivo dupd o aplicare sistemica si distributie in piele, precum si a compusilor care au o
actiune fotoiritantd dupa aplicarea locald pe piele.

Testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro a fost elaborat si validat intr-un proiect comun UE/COLIPA din
1992-1997 (1) (2) (3), pentru stabilirea unei metode in vitro valide care si inlocuiascd diferitele teste in vivo
utilizate. In 1996, un grup de lucru al OCDE a recomandat un procedeu de testare secventiald in vitro pentru
evaluarea fototoxicitatii (4).

Rezultatele obtinute din testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro au fost comparate cu efectele de
fototoxicitate[fotoiritare acutd in vivo la animale si oameni si s-a dovedit cd testul oferd o posibilitate
excelentd de anticipare a efectelor respective. Testul nu este destinat pentru anticiparea altor efecte adverse
care pot sd apard in urma actiunii combinate a produsului chimic si a luminii, de exemplu
fotogenotoxicitatea, fotoalergia si fotocarcinogenitatea, desi multe produse chimice care prezintd
proprietitile specifice mentionate reactioneazd pozitiv la testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro. In plus,
testul nu este destinat sd permitd o evaluare a gradului de fototoxicitate.

In apendice se propune un procedeu secvential pentru determinarea fototoxicititii produselor chimice.

Definitii

Iradianta:intensitatea luminii ultraviolete (UV) sau vizibile incidente pe o suprafatd, masuratd in W/m? sau
mW/cm?.,

Doza de lumind: cantitatea (= intensitatea x timp) de lumind ultravioletd (UV) sau vizibild incidentd pe o
suprafatd, exprimati in jouli (= W x s) pe unitatea de suprafatd, de exemplu J/m? sau Jjcm?.

Benzi de lungimi de undd a luminii UV: specificatiile recomandate de CIE (Commission Internationale de
I'Eclairage) sunt: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) si UVC (100-280 nm). Se utilizeaza si alte
specificatii: limita dintre UVB si UVA este plasatd adesea la 320 nm si UVA se poate diviza in UV-A1 si
UV-A2, limita dintre acestea fiind situatd la aproximativ 340 nm.

Viabilitatea celulard: parametru ce reprezintd mdsura activitdtii totale a populatiei de celule (de exemplu
fixarea colorantului vital rosu neutru in lizozomii celulari) care, in functie de efectul masurat si de tipul
testului utilizat, se coreleazd cu numdrul total sifsau vitalitatea celulelor.

Viabilitatea celulard relativd: viabilitatea celulard exprimatd in functie de probele martor negative (solvent)
prelevate pe toatd durata realizdrii testului (fie + UV, fie — UV), dar care nu au fost tratate cu un produs
chimic.

Model predictiv: un algoritm utilizat pentru transformarea rezultatelor unui test de toxicitate intr-o estimare
a potentialului toxic. In prezenta linie directoare, se pot utiliza PIF si MPE pentru transformarea rezultatelor
testului de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro intr-o anticipare a potentialului fototoxic.

PIF (photo irritation factor — factor de fotoiritare): factor obtinut prin compararea a doud concentratii citotoxice
la fel de eficiente (ECs,) ale produsului chimic de testat in absenta (- UV) si in prezenta (+ UV) unei iradieri
necitotoxice cu lumind UV|vizibild.

MPE (mean photo effect — fotoefect mediu): 0 masurd noud, rezultatd din analiza matematicd a traseului complet
a doud curbe concentratie-rispuns obtinute fird (- UV) si cu (+ UV) iradiere necitotoxicd cu lumind
UVA|/vizibila.
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Fototoxicitate: reactie toxica acutd care apare dupd o primd expunere a pielii la anumite produse chimice si
expunere ulterioard la lumind sau care este indusi in mod similar prin iradierea piclii dupd administrarea
sistemicd a unui produs chimic.

Fotoiritare: termen ce indicd o subcategorie a termenului «fototoxicitate», care se utilizeaza pentru a descrie
doar acele reactii fototoxice care se manifesta la nivelul pielii dupa expunerea (locald sau orald) la produse
chimice. Aceste reactii citotoxice conduc intotdeauna la deteriorarea nespecificd a celulelor (reactii de tipul
arsurilor solare).

Fotoalergie: o reactivitate imunologicd dobanditd, care nu apare la prima expunere la un produs chimic si
la lumind si necesitd o perioadd de inductie de una sau doud sdptdimani inainte de a fi posibil sd se puna
in evidentd reactivitatea cutanati.

Fotogenotoxicitate: o reactie genotoxicd observatd la un parametru genetic, care apare dupd expunerea
celulelor la o dozd negenotoxicd de lumind UV/vizibild si la un produs chimic negenotoxic.

Fotocarcinogenitate: carcinogenitate indusa prin expunere repetata la lumina si la un produs chimic. Termenul
«fotococarcinogenitate» se utilizeaza atunci cand efectul tumorigen indus de UV este accentuat de expunerea
la un produs chimic.

Substante de referintd

fn afard de substantei chimice clorpromazini utilizate ca martor pozitiv, care ar trebui s fie testatd in paralel
ca substantd de referintd in fiecare test, pentru reinnoirea testului de fototoxicitate 3T3 NRU, se recomanda
utilizarea ca substante de referintd a unei subgrupe de produse chimice utilizate in experimentele
interlaboratoare la prezentul test (1) (3) (13).

Consideratii initiale

S-au semnalat efecte fototoxice pentru multe tipuri de produse chimice (5) (6) (7) (8). Singura trasaturd
comund este capacitatea acestor substante de a absorbi energia luminoasd din domeniul luminii solare.
Conform primii legi din fotochimie (legea lui Grotthaus-Draper), reactia fotochimica necesitd absorbtia unui
numdr suficient de quante de lumind. Astfel, inainte de a avea in vedere realizarea unui test biologic in
conformitate cu prezenta linie directoare, se recomandi determinarea unui spectru de absorbtie UV|vizibil
a produsului chimic analizat (de exemplu conform liniei directoare 101 a OCDE pentru teste). Dacd un
coeficient de extinctie/absorbtie molara este mai mic de 10 litru x mol = x cm ™!, produsul chimic respectiv
nu posedd potential fotoreactiv si nu este necesar si fie supus la testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro
sau la orice alt test biologic pentru efecte fotochimice adverse (apendicele).

Principiul metodei de testare

Sunt identificate patru mecanisme prin care lumina absorbitd de un cromofor (chimic) poate antrena o
reactie fototoxicd (7). Toate aceste mecanisme conduc la o degradare celulard. Prin urmare, testul de
fototoxicitate 3T3 NRU in vitro se intemeiazd pe o comparare a citotoxicitdtii unui produs chimic atunci
cand este testat cu expunere sau firi expunere la 0 dozd necitotoxici de lumind UVA[vizibila. In prezentul
test, citotoxicitatea se exprimd printr-o diminuare, dependentd de concentratie, a colorantului vital rosu
neutru (NR) fixat (9) dupd 24 de ore de la tratarea cu produsul chimic testat si iradierea acestuia.

Celulele Balb/c 3T3 sunt pastrate in culturd timp de 24 de ore pentru formarea monostraturilor. Pentru
fiecare produs chimic de testat, cate doud placi cu 96 de cavitdti se supun la preincubare cu opt concentratii
diferite ale produsului chimic timp de 1 ord. Apoi, una dintre cele doud plici este expusi la 0 dozd de lumina
UVA|vizibild necitotoxici, de 5 Jjcm? UVA (experimentul + UV), iar cealalti placi se pastreaz3 la intuneric
(experimentul ~UV). In ambele plici, mediul de tratare este apoi inlocuit cu mediul de cultura si dup3 alte
24 de ore de incubare se determina viabilitatea celulard prin fixarea colorantului rosu neutru (NRU) timp
de 3 ore. Viabilitatea celulara relativi, exprimatd in procente din probele martor negative netratate, se
calculeazd pentru fiecare dintre cele opt concentratii de testare. Pentru estimarea potentialului fototoxic, se
compard raspunsurile la concentratii, obtinute in prezenta (+ UV) si absenta (- UV) iradierii, de obicei la
nivelul ECs,, adicd la concentratia inhibitoare cu 50 % a viabilitdtii celulare in raport cu probele martor
netratate.

Criterii de calitate

Sensibilitatea la UVA a celulelor, date anterioare: ar trebui ca sensibilitatea celulelor la UVA si fie verificatd
periodic. Celulele se insimanteazd la densitatea utilizatd in testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro, a doua
zi se supun iradierii cu doze UVA de 1-9 J/cm?si se determind viabilitatea celulard o zi mai tarziu printr-un
test NRU. Dacd, dupd o iradiere cu 5 ]/cmz UVA, viabilitatea celulard nu este mai mici de 80 % din
viabilitatea probelor martor tinute la intuneric, celulele satisfac criteriile de calitate. La doza maxima de
UVA, de 9 ]/cmz, viabilitatea ar trebui si nu fie mai micd de 50 % din cea a probelor martor tinute la
intuneric. Aceastd verificare ar trebui si se repete aproximativ la fiecare a 10-a reinsdmantare a celulelor.

Sensibilitatea la UVA a celulelor de probe martor negative, testul curent: dacd probele martor negative [celule in
solutie salind echilibratd Earl (EBSS)] cu sau fird 1 % dimetilsulfoxid (DMSO) sau 1 % etanol (EtOH) in
experimentul + UVA prezintd o viabilitate care nu este mai mica de 80 % din cea a celulelor neiradiate aflate
in acelasi solvent, intr-un experiment la intuneric (- UVA) realizat in paralel, testul indeplineste criteriile de
calitate.
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Viabilitatea probelor martor negative: densitatea opticd absolutd (DOs,, nry) masuratd in extractul NR al
probelor martor negative indici daci cele 1x10* celule insimantate in fiecare cavitate se dezvolti la
dublarea normali a timpului in cele doud zile cat dureazd testul. Daci valoarea medie a DO o nry pentru
probele martor netratatate este > 0,2, testul indeplineste criteriile de acceptare.

Proba martor pozitivd: un produs chimic fototoxic cunoscut se supune testdrii in paralel cu fiecare test de
fototoxicitate 3T3 NRU. Clorpromazina (CPZ) s-a utilizat ca probd martor pozitivd in studiul de validare
UE/COLIPA si, prin urmare, este cea recomandatd. Pentru CPZ, testatd conform protocolului standard in
testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro, s-au stabilit urmdtoarele criterii de acceptare a testului: CPZ iradiatd
(+ UVA): EC54 = 0,1-2,0 pg/ml, CPZ neiradiatd (- UVA): EC5, = 7,0-90,0 pg/ml. Factorul de fotoiritare (PIF),
adicd variatia EC, ar trebui sd fie de cel putin 6.

in locul CPZ, se pot utiliza ca probe martor pozitive, testate in paralel, alte produse chimice fototoxice
cunoscute, ce corespund clasei de produse chimice sau caracteristicilor de solubilitate ale produselor
chimice de testat. in acest caz, in functie de datele anterioare, se recomandi stabilirea specificd a limitelor
pentru valorile ECs,, si a PIF sau MPE (fotoefectul mediu) drept criterii de acceptare pentru test.

Descrierea metodei de testare

Preparatele

Celulele

In studiul de validare s-a utilizat o linie permanent3 de celule fibroblaste de soarece - Balb/c 3T3, clona 31 —
provenind fie de la ATCC (American Type Culture Collection), fie de la ECACC (European Collection of Cell
Cultures) si, prin urmare, este cea recomandatd. Dacd se adapteazd conditiile de culturd la nevoile specifice
ale celulelor, se pot utiliza cu succes alte celule sau linii celulare pentru acelasi protocol al testului, cu
conditia demonstrarii echivalentei.

Celulele ar trebui sd fie controlate cu regularitate pentru a verifica absenta contamindrii acestora cu
micoplasmd si ar trebui si fie utilizate numai dacd rezultatele acestui control sunt satisfictoare.

Deoarece sensibilitatea la UVA a celulelor poate sd creascd cu numarul de reinsdmantdri, ar trebui sd se
utilizeze celulele Balb/c 3T3 cu cel mai mic numar de reinsdmantari posibile, de preferintd mai mic de 100.
Este important ca sensibilitatea la UVA a celulelor Balbjc 3T3 si fie controlatd cu regularitate in
conformitate cu procedura pentru controlul calititii descrisd in prezenta linie directoare.

Mediile si conditiile de culturd

Se recomanda utilizarea unor medii de culturd si conditii de incubare corespunzitoare la reinsimantarea
sistematicd a celulelor si in timpul procedurii de testare. Pentru celulele Balb/c 3T3, mediul de culturd este
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) imbogitit cu 10 % ser de vitel nou-ndscut, 4 mM de
glutamind, penicilind i streptomicing; incubarea in atmosferd umidificata la 37 °C/7,5 % CO,. Este deosebit
de important ca aceste conditii de culturd celulard sd asigure o duratd a ciclului celular in limitele normale
pentru celulele sau linia celulard utilizata.

Pregitirea culturilor

Celulele din cultura de rezervd congelatd se insimanteazd in mediul de culturd la o densitate
corespunzdtoare si se reinsimanteaza cel putin o datd inaintea zilei in care se utilizeazd in testul de
fototoxicitate 3T3 NRU in vitro.

Pentru testul de fototoxicitate, celulele sunt insimantate in mediul de culturi la o anumita densitate, astfel
incat culturile sd nu ajungd la confluentd inainte de incheierea testului, adicd atunci cand se determind
viabilitatea celulard dupd 48 de ore de la insdmantarea celulelor. Pentru celulele Balb/c 3T3 cultivate pe plici
cu 96 de cavititi, densitatea celulard recomandati este de 1 x 10* celule per cavitate.

Pentru fiecare produs chimic testat, insimantarea celulelor este identici pe cele doud plici separate, cu cite
96 de cavitati, care se utilizeazd apoi concomitent pe toatd durata testului in conditii de culturd identice,
cu exceptia intervalului de timp in care o placi este iradiatd (+ UVA|vizibild) si cealaltd este pastratd la
intuneric (- UVA|vizibild).

Activarea metabolicd

In timp ce utilizarea sistemelor de activare metabolici este o cerinti generald pentru toate testele in vitro
utilizate pentru estimarea potentialului genotoxic si cancerigen, in cazul fototoxicologiei, nu se cunoaste
pand in prezent nici un produs chimic care si necesite o transformare metabolicd pentru a actiona ca o
fototoxina in vivo sau in vitro. In consecint, nici nu se consideri ca fiind necesar, nici nu se justificd din punct
de vedere stiintific ca prezentul test sd se realizeze cu un sistem de activare metabolicd.
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Produsul chimic de testat/prepararea

Produsele chimice de testat trebuie s fie proaspat preparate chiar inaintea utilizarii, cu exceptia cazului in
care datele de stabilitate dovedesc o conservare care poate fi acceptatd. Atunci cind este posibild o
fotodegradare rapidd, poate fi necesard prepararea in lumind rosie.

Produsele chimice de testat ar trebui si fie dizolvate in solutii saline tamponate, de exemplu solutie salind
echilibrata Earl (EBSS) sau solutie salind tamponatd cu fosfat (PBS), care, pentru a evita interferenta in timpul
iradierii, nu trebuie s contind componente proteinice si indicatori de pH colorati care absorb lumina.

Produsele chimice de testat cu solubilitate limitata in apd ar trebui s fie dizolvate in solventi corespunzatori
la concentratii de 100 de ori mai mari decat cele dorite in final si solutiile obtinute s fie apoi diluate 1:100
cu solutie salind tamponatd. Daci se utilizeaza un solvent, acesta trebuie si fie prezent in volum constant
de 1 % (volum/volum) in toate culturile, adicd in probele martor negative, precum si in toate concentratiile
produsului chimic de testat.

Solventii recomandati sunt dimetilsulfoxidul (DMSO) si etanolul (EtOH). Pot si fie corespunzdtori si alti
solventi cu citotoxicitate redusi (de exemplu acetona), dar se recomanda o evaluare atentd a proprietatilor
specifice ale acestora, de exemplu reactia cu produsul chimic de testat, atenuarea efectului fototoxic,
proprietatile de fixare a radicalilor.

Pentru facilitarea solubilizdrii, se pot utiliza, cumulativ sau alternativ, agitatorul Vortex, sonicarea si
incalzirea pana la 37 °C.

Iradierea UV/prepararea

Sursa de lumind: alegerea unei surse de lumind corespunzitoare si a unei filtrdri corespunzitoare reprezinti
factorul cel mai important pentru realizarea testului de fototoxicitate. Domeniile UVA si de lumind vizibild
sunt asociate adesea cu fotosensibilizarea (7) (10), in timp ce domeniul UVB prezintd o mai micd importanta
din acest punct de vedere, deoarece este puternic citotoxic in mod direct, fototoxicitatea acestuia crescand
de o mie de oridela 313 nmla 280 nm (11). Criteriile pentru alegerea unei surse corespunzitoare de lumina
ar trebui sd includi cerina esentiald ca sursa de lumind sd emitd lungimile de undi absorbite de produsul
chimic de testat si ca doza de lumin (care se poate obtine intr-un timp rezonabil) sa fie suficientd pentru
detectarea substantelor fotosensibilizante cunoscute. In plus, lungimile de unda si dozele utilizate nu ar
trebui sd dduneze in mod nejustificat sistemului, in special in ceea ce priveste emisia de cdldurd (domeniul
infrarosu).

Simularea luminii solare cu ajutorul simulatorilor solari se considerd a fi sursa optimd de lumini. In
simulatoarele solare se utilizeaza atat arcurile cu xenon, cat si arcurile cu mercur (dopat) sau arcurile cu
halogenuri metalice. Acestea din urma prezintd avantajul cd emit mai putind caldurd si sunt mai ieftine, dar
reproducerea luminii solare nu este perfectd. Deoarece toate simulatoarele solare emit cantitdti importante
de UVB, aceastea ar trebui sd fie prevazute cu filtre corespunzdtoare pentru atenuarea lungimilor de undd
UVB puternic citotoxice.

Pentru testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro, ar trebui si se utilizeze un spectru de iradiantd practic lipsit
de UVB (UVA:UVB ~ 1:20). A fost publicat un exemplu de distributie a iradiantei spectrale la un simulator
solar cu filtru, utilizat in studiul de validare a testului de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro (3).

Dozimetria: intensitatea luminii (iradianta) ar trebui sd fie controlatd cu regularitate inaintea fiecdrui test de
fototoxicitate, cu ajutorul unui radiometru UV cu bandi latd corespunzitor. Radiometrul UV trebuie si fie
etalonat in functie de sursd. Performanta radiometrului UV ar trebui sd fie controlatd si pentru aceasta se
recomandd un al doilea radiometru UV de referintd, de acelasi tip si etalonat in acelasi mod. Ar fi ideal ca,
la intervale mai mari, sa se utilizeze un spectroradiometru pentru masurarea iradiantei spectrale a sursei de
lumini filtratd si controlul etalondrii radiometrului UV cu banda largd, dar aceste instrumente necesitd
operatii de inaltd performanta realizate de un personal calificat corespunzitor.

fn studiul de validare, s-a stabilit ci o dozd de 5 Jjcm? (UVA) nu este citotoxicd pentru celulele Balbjc 3T3,
dar este suficient de puternicd pentru a excita chiar si produsele chimice putin fototoxice. Pentru a obtine
5 Jjem? intr-un timp de 50 de minute, iradianta trebuie s fie reglatd 1a 1,666 mW/cm?. Daci se utilizeaza
o altd linie de celule sau o sursa diferitd de luming, s-ar putea s fie necesard o usoara reglare a dozei de UVA,
prin respectarea criteriului conform ciruia doza reespectiv nu trebuie sd fie nociva pentru celule, dar sa
fie suficientd pentru detectarea fototoxinelor standard. Timpul de expunere la lumind se calculeazd cu
urmdtoarea relatie:

+{min) Doza de radiatii (J/cm?) x 1 000 (1]=1W sed
‘min) = =
Iradiantd (mW/cm?) X 60

Conditiile de testare

Concentratia maximd a produsului chimic de testat nu trebuie si fie mai mare de 100 pg/ml, deoarece toate
produsele chimice fototoxice au fost detectate la concentratii mai mici, in timp ce la concentratii mai mari,
creste incidenta rezultatelor fals pozitive (supraestimdrilor) (13). PH-ul la concentratiile cele mai mari ale
produsului chimic de testat ar trebui si fie satisficitor (limitele pH-ului: 6,5-7,8).
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Limitele concentratiilor unui produs chimic testat in prezenta (+ UVA) si in absenta (- UVA) luminii ar trebui
sd fie determinate in mod specific prin incercdri prealabile. Limitele si intervalele unei serii de concentratii
se regleazd, astfel incat datele experimentale si confirme in mod satisfacator curbele concentratie-rispuns.
Ar trebui sa se utilizeze o progresie geometricd a concentratiilor (cu un factor de dilutie constant).

Modul de Tucru (1)
Prima zi

Se prepard o suspensie celulard de 1 x 10° celule/ml in mediul de culturi si se scurg 100 pl din mediul de
culturd doar in cavitdtile periferice ale unei plici de microtitrare a culturii de tesut, cu 96 de cavitati (probe
oarbe). In celelalte cavitati, se toarnd 100 ul dintr-o suspensie celulard de 1 x 10° celule/ml (= 1 x 10*
celule/cavitate). Pentru fiecare compus chimic testat, se pregitesc doud plici: una pentru determinarea
citotoxicitatii (- UVA) si cealaltd pentru determinarea fotocitotoxicitdtii (+ UVA).

Se incubeazd celulele timp de 24 de ore (7,5 % CO,, 37 °C) pand cind acestea formeazd un monostrat
semi-confluent. Timpul de incubare mentionat permite recuperarea si aderenta celulelor, precum si
dezvoltarea exponentiald.

A doua zi

Dupd incubare, se decanteazd mediul de culturd de celule si se spald de doud ori cu 150 pl de EBSS/PBS
pentru fiecare cavitate. Se adaugd 100 pl de EBSS/PBS ce contin concentratia corespunzitoare a produsului
chimic de testat sau doar solvent (martorul negativ). Se aplici 8 concentratii diferite de produs chimic de
testat. Se incubeazd celulele cu produsul chimic de testat la intuneric timp de 60 de minute (7,5 % CO,,
37 °0).

Pentru a realiza partea (+ UVA) a testului, se iradiazd celulele la temperatura camerei timp de 50 de minute,
prin capacul plicii cu 96 de cavititi, cu 1,7 mW/cm? UVA (= 5 J/cm?). Se ventileazd cu un ventilator pentru
a preveni condensarea apei de sub capac. Se pastreazd dubluri ale plicilor (- UVA) la temperatura camerei
intr-o cutie intunecatd timp de 50 de minute (= timpul de expunere la UVA).

Solutia se decanteazd si se spald de doud ori cu 150 pl EBSS//PBS. Se inlocuieste EBSS/PBS cu mediul de
culturd si se incubeazd (7,5 % CO,, 37 °C) peste noapte (18-22 de ore).

A treia zi

Evaluarea microscopicd

Se examineaza celulele la un microscop cu contrast de fazd. Se inregistreazd modificarile morfologice ale
celulelor datoritd efectelor citotoxice ale produsului chimic testat. Acest control se recomandi pentru
excluderea erorilor, dar observatiile nu se utilizeazd la evaluarea citotoxicititii sau fototoxicitdtii.

Testul de fixare a rogului neutru

Se spald celulele cu 150 pl de EBSS/PBS preincilzitid. Se elimind solutia de spélare prin lovire usoard. Se
adaugd 100 pl de mediu NR si se incubeazd la 37 °C in atmosferd umedd de 7,5 % CO,, timp de 3 ore.

Dupd incubare, se inldturd mediul NR si se spald celulele cu 150 pl de EBSS/PBS. Se decanteazd si se absoarbe
complet EBSS/PBS. (Facultativ: se centrifugheaza placa rasturnatd.)

Se adaugd exact 150 pl solutie (etanol/acid acetic proaspat preparatd) de desorbtie a NR.

Se agitd rapid placa de microtitrare pe un agitator pentru placa de microtitrare timp de 10 minute, pind
la extractia NR din celule si formarea unei solutii omogene.

Se masoard densitatea opticd a extractului de NR la 540 nm intr-un spectrofotometru, utilizind probe oarbe
pentru referintd. Datele se salveazd intr-un format de fisier corespunzitor (de exemplu, ASCII) pentru o
analizd ulterioara.
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2.1.

2.2.

2.3.

DATELE

Calitatea si cantitatea datelor

Datele ar trebui sd permitd o interpretare semnificativd a curbei concentratie-rdspuns, obtinutd cu si fard
iradiere cu lumind UVA/vizibild. Dacid se constatd o citotoxicitate, atat limitele concentratiei, cat si
intervalele concentratiilor individuale ar trebui si fie stabilite, astfel incat si fie posibild o concordanta a
curbei cu datele experimentale. Datorita faptului cd, in experimentul realizat la intuneric (- UVA), un produs
chimic de testare ar putea sd nu fie citotoxic pand la concentratia limitd determinata de 100 pg/ml, dar foarte
citotoxic atunci cand este iradiat (+ UVA), s-ar putea si fie necesard o variatie cu citeva ordine de marime
a gamei de concentratii ce urmeazd sd fie testate in ambele pdrti ale experimentului, pentru indeplinirea
cerintelor de calitate a datelor specifice. Dacd nu se constatd citotoxicitate in ambele parti ale experimentului
(- UVA si + UVA), este suficient s se realizeze testul cu un interval mare intre fiecare dozd pani la
concentratia maxima.

Nu se cere verificarea unui rezultat clar pozitiv prin repetarea experimentului. In plus, rezultatele clar
negative nu trebuie verificate, cu conditia ca produsul chimic respectiv si fi fost testat in concentratii
suficient de mari. In aceste cazuri, este suficient un singur experiment principal, sustinut de una sau mai
multe experimente preliminare pentru determinarea gamei de concentratii.

Testele cu rezultate la limitd, aproape de pragul critic al modelului predictiv, ar trebui si fie repetate pentru
verificare.

Dacd se considerd cd este necesard repetarea testului, atunci s-ar putea ca modificarea conditiilor
experimentale sd fie importantd pentru obtinerea unor rezultate clare. Prepararea solutiilor de produs
chimic de testat reprezintd un parametru important in prezentul test. Prin urmare, s-a putea ca modificarea
acestor conditii (cosolvent, macinare find, sonicare) s fie de cea mai mare importanta in repetarea testului.
O alta posibilitate ar fi variatia timpului de incubare, preiradiere. Un timp mai scurt poate sa fie relevant
pentru produsele chimice instabile in apa.

Prezentarea datelor

Daci este posibil, se determind concentratia unui produs chimic de testat care reflectd o inhibare cu 50 %
a fixdrii rosului neutru de citre celule (ECs). Acest lucru se poate realiza prin aplicarea unei metode de
regresie neliniard corespunzitoare (de preferintd o functie Hill sau o regresie logisticd) pentru prelucrarea
datelor de concentratie-rispuns sau prin utilizarea altor metode de ajustare (14). Inaintea utilizarii ECy,
pentru alte calcule, ar trebui si se controleze in mod corespunzitor calitatea ajustarii. O altd posibilitate ar
fi utilizarea metodelor de ajustare grafici pentru calcularea EC,. fn acest caz, se recomanda utilizarea hartiei
semi-logaritmice (axa x: log, axa y: probit), deoarece in multe cazuri, functia concentratie-rispuns devine
aproape lineard dupd transformarea respectiva.

Evaluarea rezultatelor (modelele predictive)

Modelul predictiv, versiunea 1: factorul de fotoiritare (PIF)

Dacd, att in prezenta (+ UVA), cit si in absenta (- UVA) luminii, se obtin curbe concentratie-raspuns
complete, se calculeazd un factor de fotoiritare (PIF) cu ajutorul formulei urmatoare:

EC_ (- UV)
@ PIF = —20——
EC,, (+UV)

O valoare PIF < 5 indicd absenta potentialului fototoxic, in timp ce PIF > 5 indicd un potential fototoxic.

Dacd un produs chimic este citotoxic doar in prezenta luminii (+ UVA) si nu este citotoxic in conditii
(- UVA), PIF nu se poate calcula, desi acest rezultat indicd un potential fototoxic. In aceste cazuri, se poate
calcula o valoare «> PIF», dacd testul de citotoxicitate (— UV) se realizeazd pand la concentratia experimentald

maxima (C,,,,) si valoarea obtinutd se utilizeaza la calcularea «> PIF»:
-uv)
®) SPIF = ——
EC, (+UV)

Dacid este posibild obtinerea doar a unei valori «> PIF», atunci orice valoare > 1 indicd un potential fototoxic.

Daci nu se pot calcula nici EC5,, (- UV), nici ECs, (+ UV), datoritd faptului cd un produs chimic nu prezintd
citotoxicitate pand la concentratia experimentald maximd, acest lucru indicd lipsa potentialului fototoxic.
In aceste cazuri, se utilizeazd o valoare «PIF = *1» formal pentru caracterizarea rezultatului:
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2.4.

Daci se poate obtine doar o valoare «PIF = *1», aceasta indicd lipsa potentialului fototoxic.

In cazurile (b) si (c), concentratiile atinse in testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro ar trebui si fie luate
atent in consideratie la estimarea potentialului fototoxic.

Modelul predictiv, versiunea 2: fotoefectul mediu (MPE)

Ca solutie alternativa, se poate aplica o noud versiune a modelului pentru estimarea potentialului fototoxic,
care a fost elaboratd plecand de la datele studiului de validare UE/COLIPA (15) si experimentatd in conditii
oarbe intr-un studiu ulterior privind fototoxicitatea in vitro a produselor chimice utilizate ca filtre UV (13).
Modelul mentionat permite depasirea limitelor modelului PIF pentru cazurile in care nu este posibild
obtinerea unei valori a EC5,. Modelul utilizeazd «fotoefectul mediu» (MPE), care este o masurd bazatd pe
compararea curbelor concentratie-rispuns complete. Pentru aplicarea modelului MPE, la Universitatea
Humboldt (Berlin) a fost elaborat un sistem special de programe de calculator, care se poate obtine gratuit.
Interpretarea rezultatelor

Un rezultat pozitiv la testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro (PIF > 5 sau MPE > 0,1) indica faptul ci
substanta testatd are potential fototoxic. Dacd acest tip de rezultat se obtine la concentratii mai mici de
10 pg/ml, este posibil ca produsul chimic testat sd actioneze si ca fototoxind in diferite conditii de expunere
in vivo. Dacd se obtine un rezultat pozitiv doar la concentratia experimentald maxima de 100 pg/ml, s-ar
putea si fie necesare alte investigatii pentru evaluarea pericolului sau a puterii fototoxice. Acestea ar putea
sd includa studii privind penetrarea, absorbtia si posibila acumulare a produsului chimic in piele sau
supunerea acestuia la alt tip de test pentru confirmarea rezultatelor, de exemplu utilizarea unui model de
piele umana in vitro.

Un rezultat negativ la testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro (PIF < 5 sau MPE < 0,1) indicd faptul cd
substanta testatd nu este fototoxicd pentru cultura de celule de mamifere in conditiile utilizate. In cazurile
in care este posibil ca produsul chimic sa fie testat pand la concentratia maxima de 100 pg/ml, un rezultat
negativ indicd faptul c¢d produsul chimic nu are potential fototoxic si cd o fototoxicitate in vivo se poate
considera ca fiind improbabila. In cazurile in care s-au obtinut rispunsuri concentratie-toxicitate (ECs, +
UV si EC,, — UV) identice la concentratii mici, interpretarea datelor ar fi aceeasi. In caz contrar, daci nu
s-a evidentiat nici o toxicitate (+ UV si — UV) si dacd solubilitatea in apd a limitat concentratiile la valori mai
mici de 100 pg/ml, atunci compatibilitatea produsului de testat cu tipul de test poate sa fie discutabild si
ar trebui sd se aibd in vedere un test de confirmare (de exemplu, utilizarea unui model de piele umand in
vitro sau in ex vivo sau un test in vivo).

RAPORTAREA

Raportul testului

Raportul testului trebuie sd includd urmatoarele informatii:

Produsul chimic de testat:

— datele de identificare si nr. CAS, dacd se cunoaste;

— natura fizicd i puritatea;

— proprietdtile fizico-chimice relevante pentru realizarea studiului;
— stabilitatea si fotostabilitatea, dacd se cunosc.

Solventul:

— justificarea alegerii solventului;

— solubilitatea produsului chimic de testat in solventul ales;

— procentul de solvent prezent in mediul de tratare (EBSS sau PBS).
Celulele:

— tipul si sursa celulelor;

— absenta micoplasmei;

— numdirul de reinsdmantdri ale celulelor, dacd se cunosc;

— sensibilitatea la UVA a celulelor, determinata cu aparaturd de iradiere, utilizate in testul de fototoxicitate
3T3 NRU in vitro.

Conditiile de testare (a) — incubarea inainte si dupd tratament:
— tipul si compozitia mediului de culturd;
— conditiile de incubare (concentratia CO,, temperatura, umiditatea);

— timpul de incubare (pretratare, post tratare).
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Conditiile de testare (b) — tratamentul cu produsul chimic:

— justificarea concentratiilor alese pentru produsul chimic de testat utilizat atdt in prezenta, cat si in
absenta iradierii cu limind UV/vizibil3;

— 1in cazul unei solubilititi limitate a produsului chimic de testat si in absenta citotoxicitatii, justificarea
concentratiei maxime utilizate;

— tipul si compozitia mediului de tratare (solutie salind tamponatd);
— durata tratamentului chimic.

Conditiile de testare (c) — iradierea:

— justificarea alegerii sursei de lumina utilizate;

— caracteristicile iradiantei spectrale a sursei de luming;

— caracteristicile de transmisiefabsorbtie ale filtrului sau filtrelor utilizate;
— caracteristicile radiometrului si detalii privind etalonarea acestuia;
— distanta dintre sursa de lumind si sistemul experimental;

— iradianta UVA la distanta mentionatd, exprimatd in mW/cm?;

— timpul de expunere la lumind UV /vizibila;

— doza UVA (iradianta x timp), exprimat in J/cm?

— temperatura utilizatd la culturile de celule in timpul iradierii, precum si la culturile de celule pastrate in
paralel la intuneric.

Conditiile de testare (d) — testul NRU:

— compozitia mediului NR;

— durata de incubare in NR;

— conditiile de incubare (concentratia CO,, temperatura, umiditatea);

— conditiile de extractie a NR (agentul de extractie, timpul);

— lungimea de unda utilizatd pentru citirea spectrofotometricd a densitdtii optice a NR;

— a doua lungime de undi (de referintd), dacd s-a utilizat;

— compozitia esantionului utilizat la realizarea probei oarbe a spectrofotometrului, daca s-a utilizat.
Rezultatele:

— viabilitatea celulard obtinuti la fiecare concentratie a produsului chimic de testat, exprimata in procente
de viabilitate medie a martorilor;

— curbele concentratie-raspuns (concentratia produsului chimic de testat in functie de viabilitatea celulard
relativd), obtinute in experimente + UVA si — UVA realizate in paralel;

— analiza datelor din curbele concentratie-rdspuns: daci este posibil, calcularea/determinarea valorilor
pentru ECs (+ UVA) si EC5, (- UVA);

— compararea celor doud curbe concentratie-rdspuns, obtinute in prezenta si in absenta iradierii cu lumind
UVA|vizibila, fie prin calcularea factorului de fotoiritare (PIF), fie prin calcularea fotoefectului mediu
(MPE);

— clasificarea potentialului fototoxic;
— criteriile de acceptare a testului (a) — martorul negativ paralel:
— viabilitatea absolutd (densitatea optici a extractului de NR) a celulelor iradiate si neiradiate;
— date istorice cu privire la martorul negativ, deviatia medie si deviatia standard;
— criteriile de acceptare a testului (a) — martorul pozitiv paralel:
— valorile ECs,, (+ UVA) si EC5, (- UVA) si PIF pentru produsul chimic utilizat ca martor pozitiv;

— date istorice cu privire la produsul chimic utilizat ca martor pozitiv: valorile EC5, (+ UVA) si ECs,
(- UVA) si PIF, deviatia medie si deviatia standard.

Discutarea rezultatelor

Concluziile
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Apendice

Rolul testului de fototoxicitate 3T3 NRU intr-un procedeu secvential de testare a fototoxicititii produselor chimice

Evaluarea initiald a
fotochimiei produsului
chimic, Q(SAR)

Spectrele de
absorbtie UV/viz.
in solventii
corespunzatori
{de exemplu
OCDETG 101}

Absorbtie

Nu este
necesari o altd

Fard

testare
fotobiologicd

absorbtie

Testul de fototoxicitate 3T3 NRU in vitro

Misuri de
reglementare in
functie de utilizarea
la om, de exemplu
etichetarea

La conc.
D 100 pg/ml

La conc.
S <100 pg/ml

A
Test de
confirmare validat
(a se vedea punctul 2.4)

Fard
potential
fototoxic acut

Fotogenotoxicitate
invitro

Test de fotoalergie

S

Test de securitate
la oameni

(") Detalii suplimentare se pot gdsi in referinta (12) din bibliografie.”




