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1. Identificagdo da amostral

Identificac8o da Amostra: | GEL ANTICONGELANTE

Lote: 8095 Caracterizagdo da amostra: Produto para saude

Data de fabricagéo: 06/07/2022 Data de validade: 06/07/2025

Hidroxietilcelulose, glicerina bidestilada, metilcloroisotiazolinona + metilisotiazolinona, EDTA

Composicdo: P . : . - .
posi¢ dissédico, propilenoglicol USP, monoisopropanolamina, corante azul e agua.

Informagdes adicionais: Nao aplicavel

L: Informacgdes fornecidas pelo cliente
2. Normas de referéncia

O ensaio foi conduzido segundo as normas de referéncia:

- 1SO 10993-10: Tests for skin sensitization, 2021;
- OECD 442B: Local lymph node assay: BrDU-ELISA or -FCM, 2018

3. Declaracéo da natureza/ propésito do ensaio

Sensibilizagdo dérmica € uma reacéo cutanea imunologicamente mediada a uma substancia, caracterizada pela proliferacéo de linfécitos
especificos ao agente sensibilizante. O método do linfonodo local avalia a proliferacédo de linfocitos nos linfonodos que drenam o local
de aplicacéo da substancia, quantificando a resposta imunologica. O presente ensaio tem como objetivo avaliar o potencial sensibilizante
da amostra avaliada.

4. Datas
Inicio da fase experimental: 22/09/2022
Término da fase experimental: 27/09/2022
Ensaio de ELISA: 29/09/2022

5. Sistema teste
Foram utilizados camundongos da linhagem CBA por determinacao do método de ensaio.
5.1. Caracterizagcdo

Espécie: Mus musculus (Camundongos)

Linhagem: CBA

Sexo: Fémeas

Procedéncia: CEMIB — Unicamp, Campinas/SP

Ndmero: 15 animais, sendo 5 para o grupo controle negativo, 5 para o grupo controle positivo e 5 para o grupo teste.
Data de nascimento: 27/07/2022.

Data de recebimento: 15/09/2022.

Idade no inicio do ensaio: 8 semanas.

O sistema teste se apresentou saudavel, sem altera¢des clinicas no inicio da fase experimental.
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5.2. Manutencéo
O sistema teste foi alojado em caixas especificas para espécie e de acordo com normas e legislacdes vigentes proporcionando a
integridade e o bem-estar animal. Os animais foram aclimatados por no minimo 5 dias antes do inicio da fase experimental. O sistema
teste foi mantido em sala especifica com temperatura média de 17,9°C (minima 13,9°C e maxima 20,9°C), umidade relativa do ar média
de 52,6% (minima 20,3% e maxima 66,6%) e fotoperiodo 12/12 horas. A alimentac&o dos animais foi composta de ragcdo convencional
para a espécie e agua potavel.
6. Método de administracdo e razéo de escolha
O extrato da amostra foi aplicado por via tépica, no dorso da orelha do sistema teste, conforme descrito na metodologia.
7. Substancia de referéncia
Como controle positivo, foi utilizada a substancia a-hexylcinamaldeido na concentracdo de 50%, em acetona:azeite (4:1).
8. Preparo da amostra/dose de aplicagéo

A amostra foi aplicada pura.

Volume de aplicagdo por animal: 25 pL em cada orelha, por 3 dias consecutivos.
9. Materiais, equipamentos e reagentes utilizados

Materiais: Frasco com tampa, seringa estéril, agulha estéril, canetas hidrograficas, tesoura, pinga, microtubo, pistilo para microtubo, tubo
falcon, frasco schott, filtro de nylon 70 pm/mesh, ponteira, microplaca de 96 pogos.

Equipamentos: Balanga semi-analitica, centrifuga de microplaca, agitador magnético, vortex, incubadora shaker, micropipeta, leitor de
ELISA, estufa BOD.

Reagentes: Tampao PBS, a-hexylcinamaldeido, Kit Cell Proliferation ELISA BrDU colorimetric, BrdU, acetona, azeite.
10. Desenho experimental
10.1. Aplicagdes da amostra, pesagem, avaliacéo clinica e eutanasia

Os animais foram selecionados aleatoriamente e separados em grupos teste, controle positivo e controle negativo. Os animais foram
pesados no inicio e ao término do ensaio. Os animais foram avaliados para ocorréncia de sinais clinicos ao longo do periodo
experimental. O tratamento foi realizado da seguinte forma:

- Dia 1: aplicag&o topica no dorso da orelha de 25 pL da amostra, conforme grupo de teste dos animais.

- Dias 2 e 3: repeticdo do mesmo procedimento do dia 1.

- Dia 4: sem tratamento

- Dia 5: aplicagdo de 0,5 mL da solugao de BrDU (10 mg/mL) por via intraperitoneal em todos os animais.

- Dia 6: pesagem dos animais e realizacé@o de eutanasia em cAmara de CO2 aproximadamente 24 horas apo6s a injecdo de BrdU.
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10.2. Coleta e processamento dos linfonodos

ApOs a eutanasia, os linfonodos foram cuidadosamente coletados e armazenados em microtubo contendo PBS (1mL) sob refrigeragéo
até o momento do processamento. Os linfonodos foram macerados com auxilio de um pistilo, e essa solugéo foi filtrada com malha de
nylon 70 pm/mesh, com lavagem em mais 14 mL de PBS.

10.3. Ensaio de ELISA

Os tubos contendo a suspensdo celular foram homogeneizados, e 100 pL dessa solucédo foram colocados em triplicata nos pocos de
uma microplaca de 96 pogos previamente identificada. Foram colocados 100 pL de PBS em triplicata como branco da reagdo. A placa
foi centrifugada a 300 G por 10 minutos. Apos a centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado, e a placa foi incubada a 60°C (+5°C) por
aproximadamente 1 hora para secagem do sobrenadante residual. Apés essa secagem, foi feita a rea¢do de ELISA com o Kit Cell
Proliferation ELISA BrDU colorimetric. A leitura foi feita nos comprimentos de onda de 370 nm (emissao) e 492 nm (referéncia).

10.4. Calculo do indice de Estimulag&o (SI)

A formula utilizada para o célculo do indice de liga¢&o do BrdU foi:

indice de ligagdo do BrdU = (ABSem370 — ABSpbsem370) — (ABSref492 — ABSpbsref492), sendo:
em = comprimento de onda de emissédo (370 nm)

ref = comprimento de onda de referéncia (492 nm)

indice de estimulacéo (SI) = média do indice de ligac&o de BrdU do grupo teste
média do indice de liga¢do do grupo controle negativo

A substancia é considerada sensibilizante se o indice de estimulagéo (SI) for = 1,6, considerando também os indices do grupo controle
negativo e positivo.

11. Resultados
11.1. Peso corpodreo (g)

A Tabela 1 mostra o peso inicial, final e variacdo de peso dos animais dos grupos avaliados.

Tabela 1: Peso inicial, final e variagdo de peso corp6reo (g)

Grupo Sistema teste Peso inicial Peso final Variacdo do peso
1 19,33 18,89 -0,44
Controle 2 17,48 17,01 -0,47
Positivo 3 20,12 20,47 0,35
4 17,17 17,08 -0,09
5 18,03 18,75 0,72
1 18,33 19,53 1,20
Controle 2 17,58 19,19 1,61
Negativo 3 19,13 18,87 -0,26
4 19,01 19,95 0,94
5 18,17 19,99 1,82
1 17,95 18,03 0,08
2 19,13 19,21 0,08
Teste 3 20,23 20,92 0,69
4 17,88 18,11 0,23
5 20,81 20,33 -0,48
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11.2. Avaliacdes clinicas

A Tabela 2 mostra a avaliagdo clinica dos sistemas teste. Ao longo do periodo de observacéo, os animais do grupo controle positivo
apresentaram eritema leve a bem definido. Nao foram observadas alteracdes clinicas para o grupo teste e grupo controle negativo.

Tabela 2: Avaliagéo clinica dos sistemas teste

Grupo Sistema teste Avaliagao clinica
Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
1 O/NA 1/NA 2/NA 2/NA 2/NA 1-9/NA
2 O/NA 1/NA 2/NA 2/NA 2/NA 1-9/NA
Controle
Positivo 3 O/NA 1/NA 2/NA 2/NA 2/NA 2/INA
4 O/NA 1/NA 2/NA 2/NA 2/NA 1-9/NA
5 O/NA 1/NA 2/NA 2/NA 2/NA 1/NA
1 O/NA 0/NA O/NA O/NA O/NA O/NA
2 O/NA 0/NA O/NA O/NA O/NA O/NA
ﬁg;‘;?v'ﬁ 3 OINA OINA OINA OINA OINA OINA
4 O/NA 0/NA O/NA O/NA O/NA O/NA
5 0/NA 0/NA 0/NA 0/NA 0/NA 0/NA
1 0/NA 0/NA O/NA O/NA O/NA 0/NA
2 O/NA 0/NA O/NA O/NA O/NA O/NA
Teste 3 0/NA 0/NA 0/NA 0/NA 0/NA 0/NA
4 O/NA 0/NA O/NA O/NA O/NA O/NA
5 O/NA 0/NA O/NA O/NA O/NA O/NA

Legenda efeitos locais

Legenda efeitos sistémicos ou outras alteracdes

0 — Sem eritema 1 — morte 6 — tremores
1 — Eritema muito leve (pouco perceptivel) 2 —coma 7 — dispneia
2 — Eritema bem definido 3 — convulsdo 8 — diarreia

3 — Eritema moderado a severo

4 — prostracao

9 — Descamacéo

4 — Eritema severo (vermelho escuro) até formacéo de escaras

5 - ataxia

NA — Nenhuma alteracao

11.3. Avaliacdo do aspecto dos linfonodos

A Tabela 3 mostra a avaliacdo da dimensdo dos linfonodos no momento da coleta. Todos os animais do grupo controle positivo
apresentaram os linfonodos aumentados. Os animais do grupo teste e os animais do grupo controle apresentaram os linfonodos de

tamanho normal.
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Tabela 3: Aspecto dos linfonodos no momento da coleta

Grupo

Animal Tamanho linfonodos

Controle
Positivo

Aumentado

Aumentado

Aumentado

Aumentado

Aumentado

Controle
Negativo

Normal

Normal

Normal

Normal

Normal

Teste

Normal

Normal

Normal

Normal

QAR IWINIRPIAORIW|IN|FP|OAWIN(F

Normal

11.4. indice de estimulagdo

A Tabela 4 mostra a média de absorbancia dos grupos controle negativo, controle positivo e grupo teste. O indice de estimulag&o

calculado para a amostra foi de 1,1.

Tabela 4: indice de estimulag&o (SI)

Média de absorbéancia

indice de estimulacdo

Grupo (370 nm — 492 nm) (S))
Controle Negativo 0,19
Controle Positivo 0,34 1,7
Teste 0,21 1,1+ 0,04

* Resultado + U (U=incerteza expandida)

12. Discussao

Nao foram observadas reagfes sistémicas ou locais no grupo teste. Ao final do periodo experimental, alguns animais apresentaram
perda de peso corpéreo, porém a perda foi inferior a 10% do peso inicial, e néo foi considerada relevante para o ensaio. O indice de
estimulagdo do grupo teste de 1,1, valor inferior ao limite maximo de 1,6 para produtos sensibilizantes.

13. Concluséo

De acordo com o método adotado para a realizagdo do ensaio, a amostra foi considerada ndo sensibilizante.

Incerteza expandida (U) = + 0,04.

Para regra de decisao da concluséo o laboratério ndo utiliza a incerteza de medi¢éo na avaliagcdo da conformidade.
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14. Armazenamento e retencao

Os dados brutos e registros oriundos a este ensaio serdo armazenados no arquivo por um periodo de cinco anos.
A amostra ser4 mantida em retencéo por 60 dias e apds esse periodo seré descartada.

O resultado desta andlise tem significacéo restrita e se aplica apenas ao item (s) analisado (s).

Este relatério deve ser reproduzido por inteiro. Reprodugéo de partes deste relatério requer autorizagao da Medlab.

As informacdes referentes a caracterizagcdo da amostra analisada foram fornecidas pelo cliente juntamente com o envio da amostra.

Este documento foi assinado digitalmente e possui validade juridica, equivalente a uma assinatura de préprio punho, a validade da assinatura pode ser
verificada clicando-se sobre a mesma.

M Assinado de forma digital por
,W,;m il MARIA STELLA
Dhe{bra de Estudos FURLAN:31569737851
e Dados: 2022.09.30 18:13:43
CRMV/SP 28.707
-03'00'
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