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1 OBJETIVO

Esta norma estabelece o procedimento para a realizagao do ensaio de citotoxicidade com base no documento
guia da OECD no. 129, utilizando a linhagem Balb/c 3T3 clone A31.

2 CAMPO DE APLICACAO

Esta norma se aplica ao Labio.

3 RESPONSABILIDADE

A responsabilidade pela aprovagdo, revisdo e cancelamento desta norma ¢ do Labio.

4 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

Guidance document on using cytotoxicity tests to estimate starting

OECD GD 129 doses for acute oral systemic toxicity tests

MOD-Gabin-040 - Rev. 01 — Publicado Dez/18 — Pg.1/3 — Responsabilidade: Gabin — Referéncia(s): NIG-Gabin-040



N

INMETRO

REV. PAGINA

NIT-LABIO-120 00 2/13

5 DOCUMENTOS COMPLEMENTARES

NIT-Labio-101

Preparo de solug¢ao tampao fosfato-salino de Dulbecco - DPBS

NIT-Labio-102

Preparo de meio Eagle modificado por Dulbecco com alta concentragao
de glicose - DMEN High

NIT-Labio-119

Cultivo de linhagem celular Balb 3T3 clone A31

6 DEFINICOES
6.1 Siglas

As siglas

CP

CN

CO,
CQ-Dimav
Ccv
DMEN High 10%
SOro
DMSO
DO

DPBS

SDS

SFB

R2

VN

c

ICso

6.2 Termos

das UP/UO do Inmetro podem ser acessadas em:

Controle Positivo.

Controle Negativo

Dioxido de Carbono

Coordenador da Qualidade Da Dimav

Controle do Veiculo

Dulbecco's Modified Eagle's Medium High Glucose (Meio Eagle Modificado Por
Dulbecco Com Alta Concentragdao De Glicose) Com 10% De Soro De Bezerro.
Dimetilsulféxido

Densidade Optica

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (Tampao Fosfato-Salino De Dulbecco).
Dodecil Sulfato De Sédio

Soro Fetal Bovino

Coeficiente De Determinagao

Vermelho Neutro

Desvio Padrao

Concentragdo de substancia capaz de inibir o crescimento de células em 50%.

Balb/c 3T3 clone A31 — Clone da linhagem celular obtida de embrides de camundongo Balb/c pelo

protocolo 3T3.

Solugido reveladora — Solu¢ao utilizada para dissolver o VN.

7 REAGENTES/SOLUCOES

7.1 Acido acético glacial.
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7.2 Agua destilada.
7.3 DMEM High com vermelho de fenol, conforme NIT-Labio-102.
7.4 DMEM High sem vermelho de fenol, conforme NIT-Labio-102.
7.5 DMSO.
7.6 DPBS, conforme NIT-Labio-101.
7.7 Etanol.
7.8 P6 do corante VN.
7.9 SDS.
7.10 SFB.
8 MATERIAIS
8.1 Espatula para pesagem.
8.2 Linhagem Balb/c 3T3 clone A31, cultivada conforme NIT-Labio-119.
8.3 Papel aluminio.
8.4 Papel toalha.
8.5 Pipetas soroldgicas.
8.6 Placa para cultura de células de 96 pogos.
8.7 Ponteiras.
8.8 Tubos de 15 mL e 50 mL.
9 EQUIPAMENTOS
9.1 Balanga analitica.
9.2 Banho-maria.
9.3 Cabine de seguranga bioldgica, Classe All.
9.4 Centrifuga.
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9.5 Espectrofotometro com filtro de 540 nm +10 nm.

9.6 Estufa incubadora de CO».

9.7 Micropipeta multicanal (podendo ser substituida por micropipeta monocanal).
9.8 Microscdpio optico invertido.

9.9 Vortex.

10 LIMITACOES

10.1 A disponibilidade da substancia teste pode ser reduzida por proteinas do soro.

10.2 As células da linhagem 3T3 apresentam baixa ou nenhuma metabolizagao de xenobioticos.

10.3 As excretas celulares permanecem no cultivo e podem entrar em contato com as demais células.
10.4 Cultivos celulares podem diferir dos animais quanto ao alvo de a¢do da substancia teste, assim, se a
substancia teste age em um 6rgao especifico, o0 modelo teste pode ndo sofrer toxicidade ou apresentar por
mecanismos diferentes em culturas originadas de um 6rgao diferente.

11 PREPARATIVOS PARA O ENSAIO

11.1 Cultivo das células para o ensaio

11.1.1  As células utilizadas no ensaio sdao da linhagem permanente de fibroblastos murinos, Balb/c 3T3
clone A31, que deve ser obtida de bancos de células bem qualificados.

11.1.2 A NIT-Labio-119 estabelece o cultivo da linhagem celular Balb 3T3 clone A31.

11.1.3 Todas as células, e os meios de cultivo utilizados no ensaio devem ter testes negativos para
micoplasma e contaminacdes bacterianas e fungicas e devem ser testadas e observadas rotineiramente.

11.1.4 A cultivo rotineiro para as células Balb/c 3T3 clone A31 deve utilizar DMEM High glicose (4.5
g/L) suplementado com 10% de Soro, preferencialmente nao inativado por calor, e 4mM L-glutamina.

11.1.5 Antibidticos (geralmente, os mesmos utilizados na cultura das células empregadas no ensaio)
devem ser utilizados no meio de cultivo que contém a substancia teste.

11.1.6  As condigdes de cultivo sdo 37 °C + 1°C, 90% = 10% de umidade e 5% + 1% COx.

11.1.7 Deve ser assegurado que o tempo do ciclo celular esteja dentro da curva histdrica da linhagem no
laboratorio.
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11.1.8 As células Balb 3T3 clone A31 criopreservadas devem ser subcultivadas pelo menos duas vezes
antes de utiliza-las no ensaio e tripsiniza-las quando alcangarem entre 50 e 80% de confluéncia.

11.1.9 E recomendavel limitar as passagens de 3T3 a partir de estoques criopreservados a 18, ndo
ultrapassando a passagem 100, para evitar a alteragdo de caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

11.2 Preparacgio da substincia teste em solugio

11.2.1 Equilibrar a substancia teste a temperatura ambiente.

11.2.2 Preparar a substancia teste em meio, imediatamente antes do uso.
11.2.3 A solugdo deve estar limpida e livre de precipitados.

11.2.4 A avaliacdo microscopica pode ser utilizada para auxiliar a determina¢do da solubilidade da
substancia teste.

11.2.5 Preparar para cada placa de 96 pocgos, cerca de 1 mL a 2 mL de cada diluicao do estoque da
substancia teste para assegurar que haja volume adequado para cada coluna de pogos.

11.2.6 E recomendado que as substancias teste fotossensiveis sejam preparadas sob luz vermelha ou
amarela.

11.2.7 Caso nado haja um solvente adequado conhecido para a substancia teste o solvente preferencial ¢
meio de cultura, seguido de DMSO e etanol.

11.2.8 Preparagdo de substancias teste em meio de cultura devem seguir as etapas do item 13.

11.2.9 Para substancias dissolvidas em DMSO ou etanol, a concentracao final do solvente ndao deve
ultrapassar 0,5% (v/v), e deve ser a minima suficiente para solubilizar a substancia teste.

11.2.10 Preparar a solugdo estoque para cada substancia teste @ maior concentragao soltvel encontrada no
teste de determinagao de solubilidade (item 13)

11.2.11 As maiores concentracdes teste aplicadas as células em um teste range finder sao as seguintes:

a) 0,5 vezes a maior concentragdo encontrada no teste de solubilidade, se a substancia for soluvel em
meio de cultura, ou;

b) 1/100 a maior concentragdo encontrada no teste de solubilidade se a substancia for solivel em DMSO
ou etanol.

11.3 Preparacio da substancia teste para o teste range finder
11.3.1 Identificar os 8 tubos que receberao a substancia teste.

11.3.2 Dissolver a substancia teste em DMSO ou etanol a 100mg/mL para preparar a solugao estoque da
substancia teste.
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11.3.3 Preparar as sete concentragdes menores, por dilui¢do logaritma seriada 1:10 através da dilui¢do de
uma parte da substincia teste dissolvida em cada tubo com 9 partes de meio (por exemplo, 0,1 mL de
substancia teste em DMSO ou etanol + 0,9 mL de meio) para originar as oito dilui¢des.

11.3.4 A substancia teste diluida em meio ou solvente pode precipitar apds transferir para o meio de
cultura de rotina, caso isto ocorra deve ser registrado.

11.4 Preparacio da substancia teste para o teste principal
11.4.1 O teste principal requer um fator de diluicdo menor que o do teste range finder.

11.4.2 Uma diluigdo seriada em concentragdes geométricas decimais € recomendada e pode ser usada em
testes toxicoldgicos.

11.4.3 O fator de diluigdo 3,16 (= 2V10) divide em duas concentracdes equidistantes, 2,15 (= 3V10) em
trés concentragdes, 1,78 (=4V10) divide em 4 concentragdes, 1,47 (= 6Y10) em 6 concentragdes (ver Tabela
1),e 1,21 (= 12\/10) em 12 concentragoes.

11.4.4 O fator de diluicao de 1,21 ¢ o menor aplicavel para evitar erros de pipetagem. Por exemplo, para
realizar dilui¢des com o fator de dilui¢ao 1,47 deve-se diluir 1 volume da maior concentracao adicionando
0.47 volumes de diluente. Apds equilibrar, diluir 1 volume desta solu¢do adicionando 0,47 volumes de
diluente, repetir até a ultima concentragao.

Tabela 1 - Exemplos de concentragdes seguindo o fator de diluicao 1,47
Numero de dilui¢des iguais
(Fator de dilui¢ao)

6 (1,47) 100 68,1 46,4 31,6 21,5 14,7 10

Fonte: OECD GD 129

Unidades de concentragao (uL/mL)

11.5 Preparacio da substincia teste em meio

11.5.1 A maior concentra¢do do estoque da substancia teste em meio para o teste principal ¢ 100 mg/mL,
ou a maior concentragdo soluvel dividida por 2.

11.5.2 Se ndo for encontrada citotoxicidade no teste range finder a dose maxima deve ser encontrada
seguindo os passos:

a) Preparar uma solugdo estoque de até 250 mg/mL para o teste principal, pesando a quantidade necessaria
em um tubo (preferencialmente vidro mas poliestireno pode ser utilizado);

b) Homogeneizar a solucao utilizando os procedimentos de solubilizag¢@o da substancia teste;

¢) Caso a substancia seja soltivel em meio de cultura na concentragdo selecionada prepare as outras sete
concentragdes a partir do estoque;

d) Caso a substancia seja insoluvel em meio de cultura na concentracdo selecionada, adicionar meio em
pequenos volumes e tentar diluir através dos procedimentos de solubilizagdo da substancia teste;

e) Se forem observados precipitados nas dilui¢cdes de uso, continue o teste e faga os registros adequados
na documentacao pertinente ao ensaio;

f) Procedimentos adicionais podem ser empregados para auxiliar a homogeneizagao; e
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g) Empregue a maior concentracdo soltivel da solucdo estoque para preparar as outras sete solucdes.
11.6 Doses maximas para substancia teste diluida em DMSO ou etanol para o teste principal

11.6.1 Se a solugdo de 100 mg/mL usada no teste range finder ndo produzir toxicidade, preparar uma
solucdo de até 250 mg/mL.

11.6.2 A concentragdo maxima para o teste principal ¢ baseada na concentragdo maxima de DMSO ou
etanol que pode ser adicionada ao meio de cultura sem causar toxicidade (0,5% v/v).

11.6.3 A maior concentragdo a ser aplicada as células no teste principal deve ser menor ou igual 2,5
mg/mL, dependendo da solubilidade méxima no solvente.

11.6.4 Preparar uma solucdo estoque de até 250 mg/mL para o teste principal, pesando a quantidade
necessaria em um tubo (preferencialmente vidro mas poliestireno pode ser utilizado). Homogeneizar a

solucdo utilizando os procedimentos de solubilizagdo da substancia teste.

11.6.5 Caso a substancia seja soluvel na concentracao selecionada prepare as outras sete concentragoes a
partir do estoque.

11.6.6 Caso a substancia seja insoliivel em solvente na concentragdo selecionada, adicionar solvente em
pequenos volumes e tentar diluir através dos procedimentos de solubilizacao da substancia teste.

11.6.7 Empregue a maior concentragdo estoque soluvel para preparar as outras sete solucoes.

11.6.8 Se forem observados precipitados nas dilui¢des de uso, continue o teste e faca os registros
adequados na documentacao pertinente ao ensaio.

11.6.9 Procedimentos adicionais podem ser empregados para homogeneizar.

12 CONTROLES
12.1 Controle positivo (CP)
12.1.1 O controle positivo empregado ¢ o Dodecil sulfato de sddio (SDS).

12.1.2 Preparar uma placa de 96 pogos com oito concentragdes do controle positivo de modo a obter uma
curva dose-resposta.

12.1.3 Uma placa de CP pode ser utilizada para varias substancias teste.
12.1.4 A placa do controle positivo segue os mesmos procedimentos usados para as substancias teste.
Nota — Pode ser utilizada como controle positivo outra substancia com citotoxicidade caracterizada.

12.2 Controle do veiculo (CV)
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12.2.1 Consiste em utilizar o mesmo meio utilizado para diluir as substincias teste ou o controle positivo.

13 DETERMINACAO DE SOLUBILIDADE DA SUBSTANCIA TESTE
13.1 Procedimento

13.1.1 Pesar em balanga analitica 100 mg da substancia teste em tubo de vidro e adicionar 0,5 mL de
meio DMEM High, para obter uma solu¢do em concentragdo de 200mg/mL. Realizar os procedimentos de
homogeneizagao. Observar se a solugdo estd homogénea. Caso apresente sinais de turbidez ou precipitados,
realizar o proximo item.

13.1.2 Pesar em balanga analitica 10 mg da substancia teste e adicionar 0,5 mL de meio DMEM High,
para obter uma solucao em concentracao de 20 mg/mL. Realizar os procedimentos de homogeneizagao.
Observar se a solugdo estd homogénea. Caso apresente sinais de turbidez ou precipitados, realizar o
proximo item.

13.1.3 Adicionar a solucao de 20 mg/mL, preparada conforme o item anterior, 4,5 mL de DMEM High,
obtendo uma solucdo na concentragdo de 2 mg/mL. Realizar os procedimentos de homogeneizagdo.
Observar se a solucdo estd homogénea. Caso apresente sinais de turbidez ou precipitados, realizar o
proximo item.

13.1.4 Caso a substancia teste ndo se mostre soluvel em meio de cultura em concentragdo de 2 mg/mL,
pesar em balanca analitica 100 mg da substancia teste e adicionar 0,5 mL DMSO, para obter uma solugdo
em concentragdo de 200 mg/mL. Realizar os procedimentos de homogeneizagao. Observar se a solugdo
estd homogénea. Caso apresente sinais de turbidez ou precipitados, realizar o proximo item.

13.1.5 Se a substancia teste ndo dissolveu em DMSO, pesar em balanga analitica 100 mg da substancia
teste e adicionar 0,5 mL ETOH, para obter uma solucdo em concentracao de 200 mg/mL. Realizar os
procedimentos de homogeneizagdo. Observar se a solu¢do estd homogénea. Caso apresente sinais de
turbidez ou precipitados, realizar o proximo item.

13.1.6 Testar novamente a solubilidade em meio de cultura, adicionar 45 mL de DMEM a solug¢dao em
concentragdo de 2 mg/mL, previamente preparada, obtendo uma concentracdo de 0,2 mg/mL. Realizar os
procedimentos de homogeneizagdo. Observar se a solugao estd homogénea. Caso apresente sinais de
turbidez ou precipitados, realizar o préximo item.

13.1.7 Testar a solubilidade em DMSO e etanol (nesta ordem) na concentragao de 20 mg/mL. Adicionar
4,5mL de solvente na solucao saturada de 200 mg/mL, previamente preparada. Realizar os procedimentos
de homogeneizacdo. Observar se a solucdo estd homogénea. Caso apresente sinais de turbidez ou
precipitados, realizar o proximo item.

13.1.8 Testar novamente DMSO e etanol (nesta ordem) na concentragcdo de 2 mg/mL. Adicionar 45 mL
de solvente na solugdo saturada de 20 mg/mL, previamente preparada. Realizar os procedimentos de
homogeneizagao. Observar se a solugdo estd homogénea. Caso apresente sinais de turbidez ou precipitados,
realizar o proximo item.
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13.1.9 Pesar em balanca analitica duas amostras de 10 mg da substancia teste e adicionar 50 mL de DMSO
ou etanol, caso necessario, para obter uma solu¢do em concentracdo de 0,2 mg/mL. Realizar os
procedimentos de homogeneizagdo. Observar se a solu¢do estd homogénea. Caso apresente sinais de
turbidez ou precipitados, realizar o proximo item.

13.2 Procedimentos de homogeneizacao

13.2.1 Homogeneizar a solucao no vortex, por cerca de 1 a 2 minutos.

13.2.2 Aquecer no banho-maria ou incubadora a 37°C cerca de 5 min a 60 min, pode ser utilizado
aquecimento sob agitacao.

13.2.3 Realizar a inspecao visual.

13.2.4 Se necessario, repetir os itens 13.2.1 e 13.2.2.

14 PROTOCOLO DO TESTE

14.1 Teste range finder

14.1.1 Deve ser realizado para determinar as concentragdes a serem utilizadas no teste principal.

14.1.2 Sao testadas oito concentracdes da substancia teste ou controle positivo (CP) através da dilui¢ao
da solucao estoque da substancia teste em diluicdes logaritmicas (por exemplo, 1:10, 1:100, 1:1000) para
cobrir uma grande faixa de concentragdes.

14.2 Teste Principal

14.3 Utilizar como valor central o IC50 encontrado no teste range finder e ajustar as concentragdes maiores
€ menores em intervalos iguais.

14.4 Pode-se utilizar também concentragdes proximas ao IC50 como valor central.

14.5 Cobrir as concentragdes relevantes acima e abaixo do IC50 (> 0% e < 100%), utilizando de
preferéncia sete pontos, mas no minimo dois, um acima e um abaixo do IC50.

14.6 Utilizar pelo menos dois testes principais por substincia teste e calcular a média dos IC50
encontrados.

14.7 Ensaio de captacio de vermelho neutro
14.7.1 Primeiro dia

14.7.1.1 Em Cabine de seguranca biolégica, plaquear 2,0-3,0 x 10° células (Balb/c 3T3 clone A31), em
100 pL de meio DMEM High suplementado com 10% SBF, 4 mM de l-glutamina, 200 pg/mL de
estreptomicina e 200 IU/mL de penicilina, por pogo, apenas nos pocos centrais. Adicionar 100uL de meio
de cultura sem células nos pogos da periferia.
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14.7.1.2 Manter as células fora da estufa por cerca de 15 minutos para diminuir o efeito de borda.

14.7.1.3 Incubar a placa em estufa incubadora de CO> por 24 h + 2 h. Passado este tempo a cultura
apresentara em torno de 50% de confluéncia.

14.8 Segundo dia
14.8.1 Equilibrar a substancia a ser testada a temperatura ambiente, antes de dissolver ou diluir.

14.8.2 Remover o meio de cultura da placa de 96 pocos, com as células previamente plaqueadas e
aderidas, com o auxilio de uma pipeta multicanal.

14.8.3 Nas colunas 1, 2, 1le 12, em todos os pocos, acrescentar 50 pL/poco de DMEM High
suplementado com 10% SBF, 4 mM de l-glutamina, 200 pg/mL de estreptomicina e 200 IU/mL de
penicilina.

14.8.4 Entre as colunas 3 e 10, em todos os pogos, acrescentar 50 uL/poco da substancia-teste diluida em
DMEM High suplementado com 4 mM de I-glutamina, 200 ug/mL de estreptomicina e 200 IU/mL de

penicilina.

NOTA - o veiculo de dilui¢do ndo ¢ suplementado com SBF. No final, cada pogo terd o volume de 100 pL
de DMEM High com 5% SBF.

14.8.5 Incubar a placa em estufa incubadora de CO» durante 48 h + 0,5 h.
14.9 Quarto dia

14.9.1 Ap6s pelo menos 46 horas de incubagdo, examinar ao microscopio Optico invertido identificando
eventuais erros de plaqueamento e caracteristicas de crescimento das células controle e tratadas.

14.9.2 Registrar quaisquer alteracdes na morfologia das células devidas aos efeitos citotoxicos da
substancia teste. Registrar também outras caracteristicas indesejaveis (por exemplo, pocos contaminados,

sem células ou com precipitados da substancia teste).

14.9.3 Apds esse periodo de incubagdo, remover o contetdo liquido de todos os pogos com auxilio da
pipeta multicanal.

14.9.4 Acrescentar 250 pL de DPBS em todos os pogos da placa e remover.

14.9.5 Acrescentar 250 pL de solugdo de uso de VN (25 pg/mL e DMEN com 5% de soro) em todos os
pocos da placa.

14.9.6 Incubar por 3 h+ 0,1 h em estufa de CO».

14.9.7 Passado este tempo, remover a solugdao de uso de VN com auxilio da pipeta multicanal, ou verter
em recipiente e depois secar encostando em papel toalha;
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14.9.8 Lavar todos os pogos adicionando 250 pLL DPBS, verter em recipiente e depois secar encostando
em papel toalha.

14.9.9 Acrescentar 100 pL/poco da solucao reveladora em todos os pogos.

14.9.10 Agitar a placa por 20 a 45 minutos, protegida da luz (sugere-se envolver em papel aluminio).
14.9.11 Pode-se deixar a placa em repouso por 5 minutos apds a agitagao.

14.9.12 Com espectrofotometro realizar a leitura a 540 nm + 10nm, no maximo até¢ 60 minutos depois da
adicao da solu¢ao reveladora, usando o branco como referéncia.

15 PREPARO DA SOLUCAO DE VERMELHO NEUTRO

15.1 Solucao estoque (2,5mg/mL)

15.1.1 Deve ser armazenada em temperatura ambiente, por no maximo 2 meses.

15.1.2 Procedimento

15.1.2.1 Pesar na balanca analitica 0,025 g do p6 de VN para cada 10 mL de agua destilada.
15.1.2.2 Homogeneizar no vortex.

15.1.2.3 Identificar, ao menos, com o nome da solucdo, data de preparo, concentragdo, validade e o nome
do técnico responsavel pelo preparo.

15.1.2.4 Envolver o tubo com papel aluminio e realizar a identificagdo conforme item anterior.
15.2 Solucao de uso (25 pg/mL)

15.2.1 Deve ser preparada, imediatamente, antes da utilizagao.

15.2.2 Procedimento

15.2.2.1 Deixar a solugdo estoque de VN overnight a 37° C e centrifugar no minimo 600G por 10 minutos,
para separar possiveis cristais.

15.2.2.2 Em cabine de seguranca bioldgica, retirar com auxilio de uma pipeta o volume de solugado estoque
de VN necessario para as placas de 96 pogos a serem testadas e filtrar.

15.2.2.3 Adicionar o volume necessario de DMEM High sem vermelho de fenol suplementado com 5%
de SFB de modo que se dilua 100 vezes a solugdo estoque, dando origem a uma solugdo em concentragao

de 25 pg/mL.

15.2.2.4 Homogeneizar a solu¢do com auxilio de uma pipeta soroldgica.
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15.2.3 Descarte de vermelho neutro

15.2.3.1 Descarte os residuos de solugdo de vermelho neutro em local apropriado conforme orientagdo do
laboratorio.

16 PREPARO SOLUCAO REVELADORA
16.1 A solugdo reveladora deve ser preparada no maximo 1 hora antes do uso.
16.2 Procedimento

16.2.1 Tendo como base o volume a ser utilizado, acrescentar em recipiente adequado 49% de agua
destilada, 50% de etanol e 1% de acido acético glacial.

16.2.2 Homogeneizar.

17 ANALISE DOS DADOS
17.1 Deve-se excluir, quando houver justificativa cientifica, pocos inadequados para a analise dos dados.
17.2 Calculos no Excel

17.2.1 Os dados obtidos da leitura das placas no espectrofotdmetro sdo transferidos para uma planilha do
programa Excel. Nesta planilha, sdo calculados os seguintes pardmetros:

a) Me¢édia geral das D.O. dos brancos;

b) Média das D.O. dos brancos das substancias teste;

¢) Meédia corrigida das D.O. dos controles do veiculo 1 (esquerdo);

d) Média corrigida das D.O. dos controles do veiculo 2 (direito);

e) Meédia geral das D.O. de todos os controles do veiculo;

f) Média corrigida das D.O. de todas as concentragdes de substancia teste; e

g) Viabilidade relativa das células tratadas com cada concentracao do ativo, expressa em porcentagem do
controle do veiculo (considerado como 100% de viabilidade).

17.2.2 Os dados de viabilidade relativa sdo entdo transferidos para o software Sigma Plot®, onde ¢
realizada a andlise estatistica e gerado o grafico com a curva dose-resposta do ativo testado, conforme item
seguinte.

17.3 Analise estatistica

17.3.1 Pode ser realizada com qualquer ferramenta, porém descreve-se neste documento a analise
utilizando o software Sigma Plot®.

17.3.2 Apds abrir o Sigma Plot selecionar create new blank notebook ou create new blank notebook from
Excel file, para abrir uma planilha e adicionar os dados ou utilizar a planilha j4 existente no Excel.
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17.3.3 Naplanilha Data, inserir os dados: na primeira coluna as concentragdes da curva com a substancia
teste, na segunda as viabilidades relativas obtidas e na terceira o nimero 50, correspondente ao IC50.

17.3.4 Selecione a aba Pharmacology e em seguida Standard Curves Analisys.

17.3.5 Em equation escolha Four Parameter Logistic ¢ marque Predict unknowns selecionando column 3
e em predict marcando Xs from Ys, abaixo marque plot predicted values.

17.3.6 No final da caixa de conversa aparecerd a frase Results placed in column (Resultados colocados
na coluna), seguido do numero da coluna onde sera inserido o IC50.

17.3.7 Clique em OK.

18 CRITERIOS DE ACEITACAO DO TESTE
18.1 Branco deve apresentar DOs49 de aproximadamente 0,05.
18.2 A DOs4o esperada parao CV ¢ 0,476 + 0,117 para 3T3.

18.3 O IC50 esperado do CP deve ser 41,5 + 4,8 pug/mL para 3T3 devendo estar dentro de 2,5 desvios
padrdes da média historica do laboratério estabelecida com pelo menos dez testes de citotoxicidade.

18.4 A média corrigida de CV1 e a média corrigida de CV2 ndo devem diferir mais de 15% da média
corrigida de todos os CVs.

18.5 Deve ser encontrado pelo menos um valor de citotoxicidade maior que 0% e menor ou igual 50% e
pelo menos um valor maior 50% e menor que 100%.

18.6 O teste também pode ser aceito se, cumulativamente, houver apenas um ponto entre 0 e 100%, o fator
de diluigao utilizado tenha sido 1,21 e os outros critérios de aceitacao do teste forem satisfeitos.

18.7 O Controle Positivo deve apresentar um R? maior ou igual a 0,85 calculado pela funcao Hill.
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