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O Carbendazim no Mundo

Reavaliagoes recentes: EUA (USEPA, 2020), Canada (PMRA, 2019),
Europa (EFSA, 2015) e Australia (2012)

ws

Nao aprovado
Mutagénico
Toxicidade reprodutiva

N3ao possui registro para culturas

alimentares
Carcinogénico Aprovado - Restri¢oes de uso
Mutagénico Toxicidade reprodutiva

Toxicidade reprodutiva
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O Carbendazim no Brasil

16° agrotoxico mais comercializado (2019)
33 produtos técnicos

41 produtos formulados

25 empresas detentoras de registro

Restricoes — reavaliacao de 2002
Cancelamento da autorizacao de uso por equipamento
manual e costal

Novas reavaliagoes (2019) - 12 selecionado apds aplicacao de
matriz de risco a saude

Suspeita de carcinogenicidade, mutagenicidade, toxicidade
reprodutiva e para o desenvolvimento



Dados de Exposicao

SINAN - Sistema de Informacao de Agravos de Notificacao
72 notificacoes de exposicao (2008 a 2018)
& Exposicao ocupacional
APVMA, PMRA e USEPA: relevante para diversos cenarios

= SISAGUA

© 63.317 amostras analisadas (2014-2019)
9.784 (15,45%) com deteccao de Carbendazim

@v)\ PARA - Programa de Analise de Residuos em Alimento

2013-2015 2017-2018
25 culturas 14 culturas
% de amostras com CBZ 24% 11%
% de amostras insatisfatdrias 3 06% 1.34%
’ (Y ) (1]
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Panorama da Documentacao da Reavaliacao

Reavaliacao iniciada em

Dados e informacdes
recebidos

346 documentos
analisados

Artigos cientificos (144)

Estudos regulatoérios (20)

Relatérios com avaliacao toxicoldgica (53)
- Empresas registrantes (5)

- Agéncias reguladoras (46)

- PARA (2)

Bancos de dados (2)

- Sinan — intoxicacoes

- Sisagua — niveis de CBZ em 34gua
Contribuicoes da Consulta Publica (69)
Documentos e relatérios enviados na CP (5)

dez/2019

2anoseb
meses

Documentos gerados
pela drea técnica

15 documentos
técnicos produzidos

v’ Pareceres técnico-cientificos (10)
v Relatdrio de AIR — parcial (1)
v" Notas técnicas (2)
v Planilha de analise das contribuicdes (1)

v" Minutas de RDC (2)



Analise das Contribuicoes da Consulta Publica 1.099/22

Cidaddo Orgdo publico Entidade de Assodacdo de Setor regulado Outro
defesa do  profissionais




Analise das Contribui¢cdes da Consulta Publica 1.099/22

Aspectos Toxicoldgicos — estabelecer limiar de dose e avaliacao do risco
Nao acatada: sem alteracoes quanto aos aspectos toxicoldgicos

Prazos de eliminag¢ao gradual — 28 meses para a producao e importacao
36 meses para exportacao
Nao acatada: excessivos frente as caracteristicas toxicolégicas

Preservativos de madeira — legislacao de agrotoxicos nao aplicavel
Acatado: nao extensao da proibicao para estes produtos

Impactos agrondmicos, econdmicos e concorrenciais
Nao acatada: mas considerados na proposta de eliminacao gradual



Resultado da Analise das Diligéncias

MAPA e EMBRAPA

v" Impactos agrondmicos
- Ha substitutos disponiveis
- Importante manter o tratamento de sementes para a
proxima safra

v" Impactos econdmicos minimos (MAPA)
- Maior custo do tratamento fitossanitario, principalmente

para feijao (4 a 10%)

v’ Discussao técnica sobre prazos de eliminag¢do gradual (MAPA)



Resultado da Analise das Diligéncias

IBAMA

v’ Destinag¢do adequada
- Uso até esgotamento — minimizar eventuais danos ambientais

Ministério da Saude

v Exposi¢do no tratamento de sementes
- Nao ha como garantir auséncia de exposicao aos
trabalhadores na industria de tratamento de sementes
- Uso de EPI nao garante que nao havera exposicao



Resultados da Analise dos Desfechos Proibitivos

Categoria 1B
Carcinogenicidade Presumidamente possui potencial
carcinogénico para seres humanos

>0,0225 mg/kg p.c./dia

Categoria 1B
Presumidamente induz mutacdes em células
germinativas de seres humanos

Mutagenicidade Nao foi possivel definir um

limiar de dose

Categoria 1B
Presumidamente possui potencial de causar
toxicidade reprodutiva para seres humanos

Toxicidade
reprodutiva

Nao foi possivel definir um
limiar de dose
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Resultados da Analise dos Desfechos Proibitivos

Avaliacao Toxicoldgica Internacional e da Anvisa

PMRA APVMA EFSA

. - Possivelmente Possivelmente Ndo Nao Presumidamente

Carcinogenicidade A . A . A . A . oA

carcinogénico carcinogénico  carcinogénico  carcinogénico carcinogénico

Mutagenicidade Aneugénico Aneugénico Aneugénico Aneugénico Aneugénico

- - ‘s .. Toxico para a Téxico paraa
Toxicidade Toxico para a Toxico para a Toxico para a b ~ : ~

Reprodutiva reproducao reproducao reproducao (LTI Rl e AL ICE T
Cat. 1B Cat. 1B
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ConclusoOes

Carbendazim possui evidéncias de carcinogenicidade,
mutagenicidade e toxicidade reprodutiva

Nao foi possivel encontrar um limiar de dose seguro para a
populacgao:

Mutagenicidade

Toxicidade reprodutiva

Exposicao relevante dietética e ocupacional



Medidas de mitigacao

Proibir o Carbendazim como ingrediente ativo
de agrotodxicos no Brasil

v’ Realizar a eliminag¢do gradual de agrotéxicos contendo Carbendazim

v Excluir as tecnologias de aplicacdo manual costal, semiestacionaria,
estacionaria e por tratores de cabine aberta — protecao da saude do
trabalhador durante o periodo de descontinuacao de uso

v’ Manter informacdes de uso agricola na monografia C24 até
01/12/2024 - exclusivamente para monitoramento de residuos em
alimentos



Medidas de mitigacao

v’ Por que a eliminacdo gradual é a medida regulatéria mais
adequada?

= Reduz impactos ambientais
" Incineracao pode gerar poluentes
= Descarte ou armazenamento descontrolado

= Permite a uso correto
= Minimizag¢ao da exposi¢cao ocupacional
= Manutenc¢ao das doses indicadas
= Evita a amplia¢ao do uso para culturas nao autorizadas

= Medida adotada internacionalmente e pela Anvisa
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Eliminag¢ao gradual

Produ¢do Importacao

1

Exportagao o
Comercializacao

Tratamento
fitossanitario

0

Aplicacao nas culturas




Eliminag¢ao gradual
Importagao

Exportagao Producao Importagao

Comercializacao

Tratamento

Imediata - proibi¢do de importacdo do PT e PF fitossanitario

0

Aplicacao nas culturas

PT = produto técnico
PF = produto formulado
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Eliminag¢ao gradual

Exportacdo Producao

Exportagao o
Comercializacao

4)

Tratamento

Imediata - proibicao de importacao do PT e PF fitossanitario

3 meses - proibi¢cao da produ¢ao do PF 0

Aplicacao nas culturas

PT = produto técnico
PF = produto formulado
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Eliminag¢ao gradual

Exportacgao

Exportagao o
omercializacao

4)

Tratamento

Imediata - proibicao de importacao do PT e PF fitossanitario

3 meses - proibicao da produc¢ao do PF 0
6 meses - proibicao da comercializagao do PF

Aplicacao nas culturas

PT = produto técnico
PF = produto formulado
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Eliminag¢ao gradual

Exportacgao

Exportacao

0

Tratamento

Imediata - proibi¢cdo de importagdo do PT e PF fitossanitario

3 meses - proibicao da produc¢ao do PF 0
6 meses - proibicao da comercializacao do PF
12 meses — proibicao da exportagcao do PT e PF

Aplicacao nas culturas

PT = produto técnico
PF = produto formulado
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Eliminag¢ao gradual

Descarte

Descarte

4)

Tratamento
Imediata - proibi¢do de importagdo do PT e PF fitossanitario
3 meses - proibicao da produc¢ao do PF 0
6 meses - proibicao da comercializacao do PF

12 meses — proibicao da exportacao do PT e PF

14 meses — descarte adequado

Aplicacao nas culturas

PT = produto técnico
PF = produto formulado
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Eliminag¢ao gradual

Tratamento

fitossanitario

Imediata - proibicao de importacao do PT e PF
3 meses - proibicao da produc¢ao do PF 0
6 meses - proibicao da comercializacao do PF

12 meses — proibicao da exportacao do PT e PF

14 meses — descarte adequado

Uso até o esgotamento (validade do produto de 2 anos)

Aplicacao nas culturas

PT = produto técnico
PF = produto formulado
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MISSAO

Obrigado!

Coordenacao de Reavaliacéao
gemar@anvisa.gov.br

Camila Moreira - Daniel Coradi - Juliana Braz - Larissa Muratori — Thiago Santana
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ANVISA

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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PARECER N2 10/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA

Processo n2 25351.945793/2019-57

Interessado: Coordenacdo de Reavaliacdo, Geréncia de Monitoramento e Avaliacdo do Risco, GGTOX
Assunto: Analise da toxicocinética, toxicidade aguda, neurotoxicidade, imunotoxicidade e outros efeitos a
saude relacionados ao Carbendazim

Avalia o relatério apresentado pela Forga-tarefa
Carbendazim, os relatérios de outras agéncias
reguladoras de agrotdxicos e os estudos obtidos na
busca sistematica acerca dos seguintes tépicos:
toxicocinética, toxicidade aguda, neurotoxicidade,
imunotoxicidade e outros efeitos a salde associados
a exposicdo ao Carbendazim; como parte da
reavaliacdo toxicoldgica desse ingrediente ativo,
conforme RDC n° 221, de 28 de marco de 2018.

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ALT: Alanina aminotransferase

AST: Aspartato aminotransferase

Anvisa: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APMVA: Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority (Autoridade Australiana de Pesticidas e
Medicina Veterinaria).

2-AB: 2-aminobenzimidazol

CBZ: Carbendazim

DNT: Developmental neurotoxicity (Neurotoxicidade para o desenvolvimento)

DRfa: Dose de referéncia aguda

EFSA: European Food Safety Authority (Autoridade Europeia para Seguranca dos Alimentos)

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizacdo das Nacbes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo)

FOB: Functional observation battery (Bateria de observacao funcional)
FT: Forca-tarefa Carbendazim

GHS: Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos)

GH: Growth Hormone (Somatropina, Hormonio do crescimento)

GPT: Alanina aminotransferase

IA: Ingrediente ativo

5-HBC: 5-hidroxi-1H-benzimidazol-2-yl-carbamato

LMR: Limite maximo de residuos

LOAEL: Lowest Observed Adverse Effect Level (Nivel mais Baixo de Efeito Adverso Observado)
NOAEL: No Observed Adverse Effect Level (Nivel de Efeito Adverso ndo Observado)

NUS: Nitrogénio da ureia no sangue

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_siste...  1/28
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NT: Neurotoxicidade

PMRA: Health Canada's Pest Management Regulatory Agency (Agéncia Reguladora de Controle de Pragas
Canadense)

PoD: Point of Departure (Ponto de partida)

SNC: Sistema nervoso central

SNP: Sistema nervoso periférico

TGI: Trato gastrointestinal

TM: Tiofanato-Metilico

T3: Triidotironina

T,4: Tiroxina

TR: Toxicidade reprodutiva

TSH: Thyroid stimulating hormone (hormonio estimulador da tireoide)
UE: Unido Europeia

USEPA: United States Environmental Protection Agency (Agéncia de Protecdo Ambiental Americana)

WoE: Weight of evidence (peso da evidéncia)

RESUMO

O Carbendazim (CBZ) é um fungicida sistémico de amplo espectro, pertencente a classe dos
benzimidazéis. Na andlise dos parametros toxicocinéticos, verificou-se que esse ingrediente ativo (lA)
possui rapida absorgao pelo trato gastrointestinal (TGI), com elevada biodisponibilidade (85% apds dose
Unica via oral). E extensamente metabolizado pelo sistema microssomal hepatico, formando como
principal metabdlito o 5-hidroxi-carbendazim (5-HBC). Em menor escala (2-4%), ocorre a formacao de 2-
aminobenzimidazol (2-AB), no plasma sanguineo e outros érgaos. Nao ha relato de acumulagao tecidual
do CBZ — ou de seus metabdlitos. Maiores niveis foram observados no figado, seguido por rins, pele, TG,
sangue e pulmdes. Embora os testiculos sejam um 6érgdo-alvo do CBZ, ndo houve detec¢do de residuos
nesse orgdo. Nao foi relatada diferenga mensurdvel quanto ao perfil de metabdlitos do CBZ em ratos e
camundongos, embora tenha ocorrido a saturacdo do mecanismo de desintoxicacdo hepatica de forma
mais pronunciada em camundongos, quando tratados com altas doses (300 mg/kg p.c./dia) por 29 dias, o
gue acarretou sinais de hepatotoxicidade. Em ratos, por outro lado, observou-se um aumento dessa
capacidade de detoxificagdo com a exposicdao repetida, com maior taxa de elimina¢do. A etapa de
excregao ocorre de forma rapida, predominantemente pela urina; e pelas fezes com o aumento da dose.
A maioria dos metabdlitos foi detectada na forma conjugada. Apresenta baixa toxicidade, em caso de
exposicao aguda, pelas vias oral, cutdnea e inalatdria. Nao apresenta potencial para causar irritagcdo
cutanea ou ocular, nem é sensibilizador cutaneo. Os principais efeitos relatados apds exposi¢cdao aguda via
oral foram perda de peso, reducdo no consumo de alimentos e comprometimento de alguns érgaos-alvo,
tais como: figado (altera¢des bioquimicas, reacdo inflamatéria, hipertrofia dos hepatdcitos, infiltracdo
periportal); rins (lesdes degenerativas) e testiculos (azoospermia, degeneracdo celular); além de
mortalidade em ratos. Com base nos dados disponiveis, conclui-se que ocorre toxicidade testicular apds
exposicdo Unica via oral ao CBZ, em doses = 50 mg/kg, o que embasa a sua classificagdo na Categoria 1
em funcdo da toxicidade para 6rgdo-alvo especifico por exposi¢do Unica, conforme previsto na Se¢do 2 do
Anexo IV da RDC n° 294/ 2019. Ainda, ndo foram relatadas evidéncias de efeitos neurotdéxicos nos
estudos de toxicidade oral aguda e tardia, nem de toxicidade cutanea. Entretanto, alguns efeitos de
neurotoxicidade para o desenvolvimento foram identificados no estudo de toxicidade reprodutiva de
uma geragao estendida. Nao foram relatadas evidéncias de efeitos imunotéxicos em doses relevantes
para exposicdo humana. Nos estudos de exposi¢cdao repetida, em roedores e caes, os principais 6rgaos-
alvo afetados foram testiculos, figado, rins e tireoide, sendo o cdo a espécie mais sensivel, com NOAEL de
7,5 mg/kg p.c./dia a partir de dois estudos cronicos via oral. Outros efeitos indicados foram reducdo de

2/28
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peso corporal e alteragGes nos parametros hematolégicos e bioquimicos. Por fim, em concordancia com a
classificagdo proposta pela FT, e com base na Sec¢do 3 do Anexo IV da RDC n°® 294/ 2019, conclui-se que o
CBZ pode ser enquadrado na Categoria 2, em fungdo da toxicidade para érgao-alvo especifico por
exposicao repetida, com base na toxicidade hepatica evidenciada nos estudos de 90 dias em ratos pela
via oral, com menor LOAEL de 16 mg/kg p.c./dia.

1. INTRODUGAO

O CBZ é o primeiro IA a ser reavaliado a partir dos critérios de priorizagdo com base no
risco a saude humana, etapa do processo de reavaliagao prevista no inciso |, Art 32 da RDC n° 221, de 28
de marco de 2018. Trata-se de um fungicida sistémico de amplo espectro, cuja acao pesticida decorre da
inibicdo da polimerizacao de B-tubulina, o que impede a formac¢do adequada do fuso acromatico e,
consequentemente, prejudica o processo de divisdo celular (mitose e meiose).

Esse IA é um metabdlito dos fungicidas Tiofanato-metilico (TM), o qual também possui
registro no Brasil; e Benomil, cujo uso foi proibido no pais. Tendo em vista a grande instabilidade do
Benomil in vivo e em solugcdo aquosa no ambiente, o que acarreta sua rapida hidrélise em CBZ; além da
similaridade no metabolismo e nos perfis toxicolégicos desses dois compostos; nos relatérios de algumas
agéncias (USEPA, 2020; PMRA, 2011), estudos com Benomil foram incluidos na analise de certos
desfechos toxicoldgicos, quando da auséncia de estudos conduzidos especificamente com o CBZ,
conforme sera detalhado nos itens especificos deste parecer.

A reavaliacdo toxicoldgica desse IA foi motivada pela preocupacdo com os aspectos
toxicoldgicos referentes a mutagenicidade, a toxicidade reprodutiva e para o desenvolvimento, os quais
sdo proibitivos de registro, conforme a Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, o Decreto n° 4.074, de 04 de
janeiro de 2002 e a RDC n® 294, de 29 de julho de 2019. Assim, esses aspectos serdo o foco da
reavaliacdo, porém, demais aspectos considerados relevantes para a avaliacdo toxicolégica também serdao
incluidos nas andlises.

Como parte do processo de reavaliacdao desse IA, foi conduzida uma busca sistematizada
da literatura cientifica para identificar estudos que relatam toxicidade associada a exposicdo ao CBZ, a fim
de integrar esses dados aos estudos regulatdrios disponibilizados pelas empresas registrantes, por meio
de uma andlise de peso da evidéncia (WoE).

Neste parecer, constam as analises, efetuadas pela CREAV, dos estudos cientificos
selecionados na busca sistematizada, como também das evidéncias fornecidas pelo relatério apresentado
pela FT e pelos relatérios das agéncias reguladoras internacionais, quanto aos pardmetros
toxicocinéticos, toxicidade aguda, neurotoxicidade, imunotoxicidade e outros efeitos a salde associados
a exposicdo ao CBZ.

2. TOXICOCINETICA
2.1. Absorcdo

O CBZ sofre rapida absorgdao pelo trato gastrointestinal, com biodisponibilidade de 85%

apo6s dose Unica (12 mg/kg p.c.) via oral de 14c_carbendazim, valor calculado com base na excre¢ao
urindria do composto total e de seus metabdlitos 5-HBC e 2-AB (Krechniak & Klosowska, 1986). Apds

administracdo oral de 14c-carbendazim em ratos machos e fémeas, o pico plasmatico (C,ay = 1,03 pg/ml)

foi atingido entre 15-40 minutos, nas doses de 3 e 12 mg/kg p.c.. Apds alta dose (300 mg/kg p.c.), a
absorcdo foi significativamente mais lenta, com pico de concentracdo plasmatica de 16-17 pg/mL,
alcangado entre 0,4 e 4h. Esses mesmos niveis sanguineos foram alcancados apds administracao didriae
pela dieta, por 14 a 29 dias. Sob as mesmas condicdes experimentais, camundongos exibiram um valor
similar de C,,,5x Na menor dose, enquanto na dose de 300 mg/kg p.c. o C,,,,x foi superior (36-53 pg/ml)

(Kellner e Eckert, 1983 apud FAO/WHO, 1998; EFSA, 2009).

3/28



16/05/2022 18:16 SEI/ANVISA - 1463526 - Parecer

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_siste...

Em outro estudo, ratos do sexo masculino e feminino foram tratados com 4C -

carbendazim via gavagem, agrupados em trés regimes de dosagem distintos: 1) Dose baixa: dose oral
Unica de 50 mg/kg p.c.; 2) Dose baixa pré-condicionada: dose oral de 50 mg/kg apds pré-tratamento por
14 dias com CBZ n3o radiomarcado (v.0.; 50 mg/kg p.c.); 3) Dose alta: dose oral Unica de 1.000 mg/kg
p.c.. Nos trés grupos, a excrecao do composto radiomarcado, via urina e fezes, foi monitorada a cada 12h
por 72h. Verificou-se que a eficiéncia de absorcdo do CBZ foi de aproximadamente 80% da dose
administrada, em todos os esquemas de dose, valor calculado com base no nivel de radioatividade
guantificado na urina e nas fezes (somatdria de todos os metabdlitos e CBZ livre) (Monson, 1990 apud
FAO/WHO, 1998).

Jia e colaboradores (2003), apds administracdo de 1.000mg/kg de 14¢ _carbendazim via
oral a camundongos, enquadra seu perfil cinético no modelo de dois compartimentos com eliminacao
sérica de primeira ordem, ou seja, de modo exponencial, com a C,,,, de 18,4 pg/ml alcangada em um

Tmax de 2h. Assim, a maior parte da dose de CBZ é absorvida rapidamente, mas uma pequena fragdo tem

absorcdo lenta apds o pico plasmadtico. Os autores também discutiram a extensdo da absorcao oral em
funcdo da solubilidade pH-dependente em diferentes se¢des do TGl, com absor¢cdo aumentada no
estbmago e duodeno, em valores de pH em torno de 4-5, no qual hd aumento da solubilidade desse
composto.

2.2. Distribuicao

As agéncias reguladoras internacionais relatam baixo potencial de acumulacdo tecidual do
CBZ ou de seus metabdlitos (APMVA, 2009; PMRA, 2010; USEPA, 2020; FAO/WHO, 1998). Em um estudo
de autorradiografia de corpo inteiro, conduzido em ratos e camundongos, foram detectados apenas
tracos do composto radiomarcado, em 12h apds administracdo. Verificou-se, apds administracdo de

3mg/kg de 14C-carbendazim, um padrio de distribuicio para o figado e rins, em dez minutos apds dose
oral (FAO/WHO, 1998). Entretanto, segundo a PMRA (2011), o nivel de residuos nos tecidos foi minimo,
com deteccdo de somente 0,3% e 0,08% no figado, em sete e em 14 dias, respectivamente, pds-
administracdo de dez doses didrias (2 mg/kg p.c.). Ainda, os niveis sanguineos e em outros érgdos (rins,
tecido adiposo, musculos e gbénadas) ndo excederam 0,03% da dose administrada, em sete dias pds-
administracao dos 10 dias de tratamento.

Similarmente, a USEPA (2020) também relatou que ndo foi observada bioacumulagdo
tecidual, com permanéncia nos tecidos de somente 1% e menos de 0,7% da dose, apds 72 horas de
administracdo da menor e maior dose, respectivamente. Maiores niveis foram observados no figado,
seguido por rins, pele, TGI, sangue e pulmdes. Embora os testiculos sejam um érgdo-alvo do CBZ, ndo
houve deteccdo de residuos nesse drgao.

Jin e colaboradores (2015) realizaram dosagem de residuos de CBZ no figado, intestino e
fezes de camundongos, tratados via oral com 100 e 500 mg/kg p.c./dia por 28 dias. Verificou-se um
aumento dose-dependente nos niveis de CBZ nesses trés locais avaliados. O contelddo de CBZ nos grupos
tratados com 100 e 500 mg/kg atingiu 0,05 e 0,38 mg/g de peso hepatico, respectivamente. Quanto aos
residuos de CBZ nas fezes, seus niveis nos grupos tratados com 100 e 500 mg/kg alcangaram 0,19 e 0,29
mg/g de peso fecal, respectivamente. O conteddo de CBZ no intestino foi similar ao do figado e o nivel
fecal de CBZ foi cerca de 1000 vezes maior que no figado ou intestino. Esses dados indicam que apenas
uma pequena parte do CBZ administrado foi absorvida e transferida para o figado e intestino, sugerindo
gue a maior parte pode permanecer no TGl até a eliminacdo nas fezes.

2.3. Metabolismo

A rota principal de metabolizacdo do CBZ, mediada principalmente pelas enzimas do
citocromo P-450 (CYP-450), consiste na oxidacdo do anel fenilico, com posterior hidroxilacdo na posicdo
C-5, formando como principal metabdlito o 5-hidroxi-carbendazim (5-HBC); e, em menor frequéncia, na
posicdo C-6, com a formacgdo de 5,6-di-hidroxi-carbendazim. Esses derivados hidroxilados, em seguida,
podem passar por etapas de biotransformacdo — conjugacdo com sulfato ou glicuronideo. Além disso,

4/28



16/05/2022 18:16 SEI/ANVISA - 1463526 - Parecer

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_siste...

reagdes no nitrogénio do anel imidazdlico podem formar os derivados N-6xido. Em menor escala (2-4%),
o CBZ é convertido em 2-aminobenzimidazol (2-AB), pela acdo de enzimas hidroliticas presentes no
plasma sanguineo e outros 6rgaos (PMRA, 2011).

Krechniak & Klosowska (1986) descreveram que, em 15 minutos apds administracdo i.v. de

14c-carbendazim, os metabdlitos 5-HBC e 2-AB atingem concentragdo maxima nos rins e figado,
evidenciando que as atividades enzimaticas desses 6rgaos exercem um papel significativo no processo de
metabolizagdo. Adicionalmente, apds 2h, ha predominancia de CBZ inalterado no sangue (82,8%), e do
metabdlito 5-HBC no figado (80,6%) e nos rins (87,5%), com deteccdo de 2-AB apenas em pequenas
concentracdes (6,8 — 11,8%) nesses trés locais avaliados. Nesse mesmo estudo, também foi avaliada a

presenca de 14c_carbendazim nas fracGes subcelulares hepaticas em 90 minutos apds administracdo oral,

guando houve o pico de concentracdo nesse 6rgao. Verificou-se que a disposicao de 14¢_carbendazim
independe do conteudo lipidico dessas fragcdes e que o 5-HBC foi o principal componente em cada uma
delas, com maior concentracdo (64%) no citosol. A maior concentracdo relativa de 2-AB (34%) foi nos
microssomas e de CBZ inalterado (33%) na mitocondria.

Em um estudo comparativo da metabolizacdo em ratos e camundongos, esses animais

foram tratados com uma dose Unica via oral de 3mg/kg ou 300mg/kg p.c. de 14c_carbendazim. Verificou-
se que os mesmos metabdlitos foram eliminados pela urina, com diferenca apenas quantitativa entre as
espécies (PMRA, 2011). Adicionalmente, esse estudo relatou que a administragao prévia de CBZ nao
marcado (via dieta; em ratos: 50 e 500 mg/kg; em camundongos: 30 e 300 mg/kg), por 14 ou 29 dias
consecutivos, ndo alterou o perfil qualitativo dos metabdlitos. Entretanto, em camundongos, a
administracdao da maior dose por 29 dias saturou a capacidade de detoxificacdo hepatica, com sinais de
hepatotoxicidade. Em ratos, por outro lado, observou-se um aumento dessa capacidade de detoxificacdo
com a exposi¢cdo repetida, com maior taxa de eliminagdo (Dorn et al., 1983 apud FAO/WHO, 1998; EFSA,
2009; APMVA, 2009).

A PMRA (2011) descreveu, com base em estudos de indugdo de enzimas hepaticas em
ratos e camundongos, que nao ha diferenca mensurdvel entre essas espécies animais com relacao ao
metabolismo do CBZ, embora tenha ocorrido a saturagdo do mecanismo de desintoxicagdao de forma mais
pronunciada em camundongos tratados com altas doses, conforme exposto acima. A desintoxicagdo e
eliminacdo de CBZ e seus metabdlitos ocorreram mais rapidamente em ratos do que em camundongos,
conforme refletido pelo aumento do conteudo de glutationa hepatica e aumento da atividade enzimatica
de fase Il em ratos.

No estudo de Monson et al (1990) ja descrito no item 4.1, identificou-se o 5-HBC-S (21-
43% da dose administrada) como principal metabdlito, exceto para fémeas tratadas com a maior dose e
para grupos de dose pré-condicionada (5,5 - 10%). Nos grupos de fémeas, houve predominancia do
metabdlito 5,6-HOBC-N-oxido-G (10-19%). Tanto o 5,6-DHBC-S quanto o 5,6-DHBC-G foram identificados
em pequenas quantidades em todos os grupos analisados.

2.4. Excregao

O CBZ é rapidamente excretado pela urina e fezes, com eliminacdo (predominante pela
urina) superior a 98% em 72 horas, apds administracdo de uma Unica dose e tempo de meia-vida de 12
horas. Apds 6 horas, relatou-se a eliminagdo de 46 a 63% da menor dose (3 mg/kg p.c.) e de 8 a 19% da
maior dose (300 mg/kg p.c.). A administracdo por 10 dias consecutivos resultou em elimina¢do de 60%
pela urina e 35% pelas fezes. Ainda, verificou-se uma eliminagao bifasica: rdpida durante os trés primeiros
dias e mais lenta apds esse periodo (EFSA, 2009). Praticamente todos os metabdlitos foram detectados
na forma de conjugados glicuronideo e sulfato. Apds a clivagem desses conjugados, os principais
compostos gerados foram 5-HBC (39-90%), CBZ inalterado (2-6%), 2-AB (2-4%) e hidroxilado-2-
aminobenzimidazol (até 5%) em ambas as espécies de roedores (PMRA, 2011).

Krechniak & Klosowska (1986) também descreveram o processo de excre¢cao do CBZ como
sendo bifasico, com uma etapa rapida seguida de uma lenta, conforme um modelo cinético de dois
compartimentos, com predominancia de eliminagao pela via urinaria. Na administracdo intravenosa, apds
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a fase rapida (T1/2 = 1,37h), mais de 71% do composto radiomarcado foi eliminado pela urina e, em 12h,

verificou-se que a composicdo desses compostos eram 94% de 5-HBC, 3% de 2-AB e 3% de CBZ
inalterado. Pela via oral, a eliminacdo pela urina apos a fase rapida (T, = 2,5h) foi de 91% do composto

radiomarcado, sendo a sua composicdao apdés 12h bem similar ao descrito anteriormente para a
administracdo intravenosa.

No estudo de Monson e colaboradores (1990) descrito anteriormente, apods
monitoramento da excrecdao do composto radiomarcado, via urina e fezes a cada 12h por 72h, verificou-
se uma eliminac¢do superior a 98% da dose administrada apds esses 3 dias, com predominancia da via
urinaria. Nos grupos de dose baixa Unica (50mg/kg p.c.) e dose baixa pré-condicionada (50mg/kg p.c. por
14 dias), a excrecdo urindria representou 62-66% da dose em machos e 54-62% em fémeas. Nos grupos
de dose alta (1.000 mg/kg p.c.), a via urindria representou 41% em ambos os sexos, o que indica que, em
altas doses, a via urindria se torna saturada. A excrecdo fecal correspondeu ao restante, com a deteccdo
de um pequeno percentual de CBZ inalterado (10-15% da dose administrada), além do metabdlito
principal 5-HBC. Esses dados indicam que, assim como a absorgdo, a excre¢ao ocorre de forma
semelhante em machos e fémeas, de modo dose-dependente, com um maior percentual de excrecdo
fecal em altas doses.

A APMVA (2009) relatou que o metabolismo, a distribuicdo e a excre¢do desse IA exercem
grande influéncia na sua toxicidade para o desenvolvimento. Apds administracao de Benomil via gavagem
a ratas gravidas, no periodo de DG 7-16, constatou-se que o Benomil e seu metabdlito CBZ atravessam a
membrana placentaria, com maior dosagem desses dois IA no sangue materno e tecido embrionario, em
uma hora apés a administragdo. O tempo de meia-vida do Benomil foi de aproximadamente 45 minutos
no sangue materno e inferior a isso nos embrides. Observou-se ainda que os niveis de Benomil e CBZ,
quando dosados uma hora apés o tratamento, diminuiram com o ndmero crescente de administragGes,
enqguanto o nivel de 5-HBC-S aumentou com a exposicao repetida, sendo a meia-vida do 5-HBC-S de 2-3h
no sangue materno e de 4-8h em embrides. Isso sugere que a exposicdo repetida leva a uma aceleracdo
no metabolismo do Benomil, provavelmente em decorréncia da inducdo de enzimas hepaticas.

Em um segundo estudo, com administracio de Benomil pela dieta em uma dose
aproximadamente 4 vezes superior aquela administrada via gavagem, nao se detectou Benomil e CBZ nos
embrides, sendo o nivel maximo desses compostos no sangue materno marcadamente inferior ao
guantificado apds o inicio da administracdo por gavagem. No entanto, as concentragées maximas de 5-
HBC-S no sangue materno e nos embrides foram aproximadamente o dobro daquelas detectadas apds a
administragcao por gavagem. Isso indica que o Benomil administrado na dieta é metabolizado mais
rapidamente do que por gavagem (APMVA, 2009).

Na Tabela 1, ha um resumo dos principais resultados dos estudos de toxicocinética
descritos nos relatérios das agéncias reguladoras.

Tabela 1: Quadro-resumo das informagdes relevantes obtidas a partir dos estudos de toxicocinética

Espécie/dose Resultados

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_siste...

Rato e camundongo
1. Absorcio:

3 mg/kg ou
® Ratos: Cp,,y = 1,03 ug/ml em 15-40 min, na dose de 3

300 mg/kg de 14¢c_carbendazim por v.o. e i.v.
mg/kg p.c.; e C;ax = 16 pg/ml em 0,4-4 h, na dose de

(Padrdes de distribuicdo foram investigados 300 mg/kg p.c.
em ratos e camundongos por e Camundongos: C,,,, similar na menor dose; Cy 4, = 36-
autorradiografia de corpo inteiro apds 53 pug/ml na dose de 300 mg/kg p.c.

administracdo i.v. e v.o. de 3 mg/kg p.c. de

2. Distribui¢do: Maiores concentra¢des no figado e rins; nas
gbnadas os niveis foram préximos ou abaixo das
concentragdes sanguineas.

3. Excrecdo: Quase total em 24h

14C-carbendazim).

e Ratos apds 6h: 3mg/kg - Urina: 46-63%; 300mg/g -
Urina: 8-19%.
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e Camundongos apos 6h: 3mg/kg - Urina: 33-75%;
Fezes: 10%; 300mg/g - Urina: 10-24%,; Fezes: 27%.

Rato

12mg/kg p.c. de 14c_carbendazim por via
gavagem ou i.v.

N —

. Absorcdo: biodisponibilidade de 85% apds dose Unica;
. Distribuicao: Maior dosagem nos rins e menor dosagem no

. Metabolismo:

sangue;

e Hidroxilacdo pelo CYP-450, gerando 5-HBC como
principal metabdlito; posterior conjugacdo com sulfato
ou glicuronideo;

e Hidrdlise em 2-AB pela a¢do de enzimas do plasma
sanguineo e outros orgaos.

Excrecdo: Predominantemente renal e quase total em 24h.
Comportamento bifasico, conforme modelo cinético de dois
compartimentos.

Rato

8mg/kg p.c. de 14c_carbendazim por v.o. por
10 dias consecutivos

Excrecdo: 60% urina e 35% fezes por 5 dias. Principal metabdlito 5-
HBC livre (fezes) ou conjugado (fezes e urina).

Rato e camundongo
3mg/kg ou 300mg/kg p.c. de 4C-

carbendazim por via gavagem em dose Unica;

Grupos de pré-tratamento com CBZ nao
marcado via gavagem, por 14 ou 29 dias
consecutivos, com posterior dose Unica de

14c_carbendazim (3mg/kg ou 300mg/kg p.c.).

. Metabolismo: Metabdlitos como conjugados glicuronideo e

. Distribuicdo: Conteudo residual no figado foi menor em ratos

. Excrecdo: Aproximadamente, 60-84% (dose baixa) e 10-24%

sulfato: 5-HBC (39% - 90%), CBZ inalterado (2% - 6%), 2-AB
(<2% - 4%), 2-AB hidroxilado (0% -5%);

(12-18%, dose Unica; 2-4% dose repetida) do que em
camundongos (26-29%, dose Unica, <2-28% dose repetida) —
saturac¢do da capacidade de detoxificagdao hepatica na dose
de 300 mg/kg;

(dose alta) pela urina.

Rato

50 mg/kg p.c. 14¢ - carbendazim v.o. dose
Unica

1000 mg/kg p.c. 14¢c - carbendazim v.o. dose
Unica

50 mg/kg p.c. 14¢ - carbendazim apos14 dias
de pré-tratamento com 50 mg/kg p.c.

. Metabolismo: principal metabdlito em M e F: 5-HBC. Em

. Excrec¢do: Em 72h: > 98% excre¢do pela urina e fezes. 50

fémeas apds pré-TTT: presenca de 5,6-HOBC-N-éxido.
Identificados 5,6-DHBC-S e 5,6-DHBC-G em menor
guantidade.

mg/kg com ou sem pré-ttt - excrecdo urindria: 62-66% (M) e
54-62% (F); 1000 mg/kg - excrecdo urinaria: 41%. OBS:
Eliminacdo nas fezes constitui o restante.

Rato

2 mg/kg p.c./dia 14¢ - carbendazim via
gavagem por 10 dias.

. Distribuicdo: Residuos no figado: 0,3% em 7d e 0,08% em 14d

. Excrecdo: Eliminagdo rapida do sangue — bifasica com uma

apos a Ultima dose; niveis no sangue e outros 6rgaos (rim,
gordura, musculo e gdnadas) ndo excederam 0,03% apés 7
dias.

taxa rapida durante os primeiros 3 dias e fase mais lenta
depois disso (59% excretado na urina e 36% nas fezes).

v.0.: via oral; i.v.: intravenosa

1990.

Fontes: PMRA, 2010; APMVA, 2009; EFSA, 2009; FAO/WHO, 1998; Krechniak & Klosowska, 1986; Monson et al.,
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3. TOXICIDADE APOS EXPOSICAO UNICA

As agéncias europeia, americana, canadense e australiana sdo consoantes quanto a baixa
toxicidade do CBZ, quando administrado de forma aguda, pelas vias oral, cutanea e inalatéria (USEPA,
2020; APVMA, 2009; PMRA, 2011; EFSA, 2010). Esse IA ndo apresenta potencial para causar irritacdo
cutanea ou ocular. Quanto a sensibilizacdo cutanea, a EFSA (2010) o classifica como sensibilizante quando
analisado no teste de maximizacdo e nao sensibilizante pelo teste de Buehler. J4 as agéncias canadense,
americana e australiana o classificam como nao sensibilizante cutaneo, com base em ambos os testes
(USEPA, 2020; PMRA, 2011; APMVA, 2009). Isso esta de acordo com os estudos descritos no relatorio da
FT, onde o CBZ n3o foi considerado sensibilizante cutdneo, nem irritante cutdneo/ ocular. Referente a
DLsq oral e cutanea, o menor valor descrito para ambas foi > 2.000 mg/kg p.c. (APMVA, 2009; EFSA, 2010;

PMRA, 2011) e a menor Clsq foi > 5-5,8 mg/L (PMRA, 2011). Todos esses valores foram obtidos com o
produto técnico (alta pureza), em estudos conduzidos em ratos.

Com relagao a classificagdo em fungao da toxicidade aguda, embora a FT tenha sugerido
um enquadramento na Categoria 5, este ndo é cabivel no processo de reavaliacdo, pois a classificacdo
gue consta no rotulo e na bula deve considerar o produto formulado e ndo apenas o IA.

Estudos de toxicidade aguda foram conduzidos em diferentes espécies animais, por
distintas vias de administracdo, sendo a perda de peso e a reducdo no consumo de alimentos um efeito
comum a todas as espécies. Quando administrados a ratos e cachorros pela via oral (dieta ou gavagem),
por exemplo, os érgdos-alvo afetados foram figado e rins, associado a um comprometimento severo dos
testiculos em doses mais altas. Os principais efeitos observados foram: alteracdes hematoldgicas e
bioquimicas, lesGes degenerativas nos rins, danos hepaticos (reacdo inflamatdria, hipertrofia dos
hepatécitos, infiltracdo periportal), azoospermia, degeneracdo celular dos testiculos; bem como
mortalidade em ratos (EFSA, 2010; PMRA, 2011).

Embora a FT ndo tenha discutido em seu relatério a toxicidade para drgao-alvo especifico
por exposicao Unica, varios estudos da literatura indicaram toxicidade testicular apds exposi¢do Unica via
oral ao CBZ, em doses > 50 mg/kg (Nakai et al., 1992, 1993; 1994; 1995; 1997a; 1997b; 1998b; 2002;
Markelewicz, 2004; Kawata et al., 2020). A sequéncia de eventos tem inicio com a inducdo de alteracdes
morfoldgicas nas células de Sertoli, com posterior descamac¢do de células germinativas imaturas, o que
acarreta obstrucdo e distensdo dos ductos eferentes, decorrente da presenca de conteddo luminal
altamente compactado, com sinais de inflamag¢do; em seguida, ocorre grave desorganizacdo epitelial,
necrose e consequente fibrose tecidual. Essa oclusdao dos ductos resulta em um rapido inchaco testicular
e, por fim, atrofia tubular seminifera e infertilidade. Os principais efeitos adversos descritos foram
observados logo apds 90 minutos, com persisténcia por até 70 dias pds-exposicao.

Nakai e colaboradores (1992) conduziram dois protocolos experimentais em ratos: 1) Perfil
de monitoramento de efeitos entre 2 horas e 32 dias apds a exposicdo (0 e 400 mg/kg p.c.); e 2) Curva
dose-resposta em 2 e 70 dias apds a exposi¢do (50, 100, 200, 400 ou 800 mg/kg p.c.). No experimento 1,
verificou-se, ja a partir de 8h apds exposi¢cdo, um aumento no peso testicular acompanhado de reducao
na contagem e motilidade, além de alteracdes morfoldgicas em espermatozoides, com duracdo desses
efeitos pelos 32 dias de analise. No experimento 2, observou-se, no segundo dia pds-exposicao,
toxicidade testicular ja na menor dose testada (50 mg/kg p.c.), com descamacdo precoce de células
germinativas imaturas; além de aumento no peso testicular, auséncia de células germinativas, oclusdo e
dilatacdo dos dutos eferentes, dilatacdo de tubulos seminiferos nas maiores doses testadas. Essa cascata
de efeitos é desencadeada pela inibicdo da montagem dos microtubulos nas células de Sertoli, com
consequente falha no processo de divisdo, maturagdo e migracao das células germinativas. O tratamento
com doses a partir de 100 mg/kg p.c. acarretou um aumento dose-dependente no peso testicular e no
diametro dos tubulos seminiferos, além de oclusdes nos dutos eferentes, causadas por conteddo luminal
compactado, granulomas espermaticos, mineralizacdo e obliteracdo do lumen original por tecido
conjuntivo fibrético. Na analise realizada apds 70 dias de exposi¢cdo, observou-se uma redugado dose-
dependente no peso testicular e no didmetro dos tubulos seminiferos, decorrentes de um aumento na
atrofia dos tubulos seminiferos. Essa atrofia testicular a longo prazo parece ser decorrente do processo
de oclusdo associado a exposicao as maiores doses. Com base nesse estudo, fica definido um LOAEL de
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50 mg/kg p.c. para efeitos testiculares apds exposicdo aguda, sem definicdo de NOAEL, em alinhamento
ao estabelecido pelas agéncias canadense e australiana (APMVA, 2009; PMRA, 2011).

Entdo, a partir do conjunto de dados apresentados, ha evidéncia suficiente indicativa de
toxicidade testicular apds exposi¢cdo Unica via oral ao CBZ, em doses = 50 mg/kg, o que embasa a
classificacdo do CBZ na Categoria 1 em funcdo da toxicidade para orgao-alvo especifico por exposicao
Unica, conforme previsto na Se¢do 2 do Anexo IV da RDC n°® 294/ 2019. Esse enquadramento se
fundamenta na tabela 3.8.1 do Capitulo 3.8 do GHS (GHS, 2017), visto que a menor dose associada a
toxicidade testicular foi 50 mg/kg p.c., isto é, uma dose inferior ao valor indicativo (C) de 300 mg/kg p.c..

4, TOXICIDADE APOS EXPOSICAO REPETIDA

4.1. Aspectos gerais

Em seu relatdrio, a FT revisou um total de 16 estudos de toxicidade para exposicées
repetidas, sendo 5 regulatdrios e 11 provenientes da literatura cientifica. Dos estudos regulatérios, 4
foram conduzidos em ratos, com administracdo pela via oral (alta pureza; gavagem, dgua ou alimento),
por 28 a 91 dias, 5-7 dias/ semana. O menor NOAEL foi 102-107 mg/kg p.c./dia (para machos e fémeas,
respectivamente), com base nos seguintes efeitos adversos: leve a moderada reducao de hemoglobina,
hematdcrito e contagem de eritrécitos, quando tratados com 518-564 mg/kg p.c./dia (machos e fémeas);
discreta elevacdao de alanina aminotransferase (ALT), persistente até o final do periodo de observacao;
aumento significativo de nitrogénio da ureia no sangue (NUS) e de ureia, evidente somente ao final do
periodo de observacdo; reducdo no peso do baco, verificado ao final do periodo de tratamento. A FT
incluiu ainda para discussao outros estudos pela via oral disponiveis na literatura cientifica, os quais nao
apresentaram a pureza do CBZ ou foram conduzidos com o produto formulado, estando, por essa razao,
fora do escopo deste parecer. De modo geral, os dados da literatura e os relatdrios das agéncias
reguladoras indicaram, em roedores e cdes, os seguintes érgdos-alvo afetados pela exposicdo ao CBZ:
testiculos, figado, rins e tireoide. Outros efeitos indicados foram reducdo de peso corporal e alteracdes
nos parametros hematoldgicos e bioquimicos (USEPA, 2020; APVMA, 2009; PMRA, 2011; EFSA, 2010).

Pela via dérmica, a FT apresentou um estudo regulatdrio conduzido em ratos, por 92 dias
(5 dias/semana). O NOAEL estabelecido foi 10 mg/kg p.c./dia, com base no aumento de eosindfilos,
reducdo de leucécitos e linfdcitos verificado na dose de 100 mg/kg p.c./dia. A agéncia americana também
relatou, no estudo de exposicdo dérmica de 28 dias em ratos, degeneracao dos tubulos seminiferos,
hipospermia, lesdes em espermatozoides com formacdo de granulomas em machos; e altera¢des nos
parametros hematolégicos em fémeas, em doses superiores ao NOAEL indicado no estudo da FT (NOAEL
= 20 mg/kg/dia) (USEPA, 2020).

A FT ndo incluiu estudo de exposicdo repetida pela via inalatéria. A USEPA (2020), em
razdo da auséncia de estudos conduzidos especificamente com o CBZ, incluiu um estudo de exposicdo
inalatéria em ratos, por 90 dias, com Benomil, indicando um NOAEC de 0,010mg/L com base na
degeneracdo do epitélio olfativo na cavidade nasal e reducdo do peso corporal em doses mais altas.

As evidéncias obtidas dos estudos da literatura cientifica, avaliados pela CREAV, constam
na Tabela 2 e serao detalhadas posteriormente nos itens especificos.

Tabela 2: Avaliacdo de estudos de toxicidade por exposicdo repetida ao Carbendazim.

LimitagOes,

Pureza IA/ . N
.. . Resultados segundo inconsisténcias e o
Referéncia Cepa ou Linhagem/ . ~ Conclusao
. autor consideragoes
Delineamento/
relevantes

Abolaji et al., | Pureza: 97%; CBZ induziu
2016 e Sem alteragdo no e Adeplegdodo toxicidade hepatica

status
antioxidante,
niveis elevados
de marcadores

peso corporal e
peso relativo do
figado, baco e

Linhagem: Ratas Wistar; e renal, associadas
ao estresse

Delineamento: oxidativo e

Estudo in vivo (n=8) —
CBZ administrado via

rins; 4 ganho de
peso corporal.

inflamatorios e

processo

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_siste...
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oral (50 mg/kg p.c.) por
7d. Analise: dosagens
bioquimicas (ALT, AST,
ureia e creatinina),
atividade antioxidante e
histopatologia (figado,
rim e baco).

SEI/ANVISA - 1463526 - Parecer

¥ ALT, AST,
creatinina e ureia
plasmaticas.

J * enzimas
antioxidantes:
GSH, SOD e GST
no figado, rins e
baco; CAT
somente rins e
baco; com *
biomarcadores
inflamatérios e de
peroxidacao
lipidica (H,0,,
ON, MPO) nos
trés érgaos.
Analise
histopatoldgica:
focos de necrose
e células
inflamatérias no
figado, infiltracdo
neutrofilica no
baco e congestado
leve e infiltragdo
neutrofilica nos
rins.

peroxidacdo
lipidica foram
acompanhados
por danos
oxidativos
hepaticos, renais
e esplénicos em
ratos.

inflamatodrio nesses
orgaos
(LOAEL = 50mg/kg)

Pureza: 98%;

Linhagem: Ratos Wistar
Swiss albinos &;

Delineamento: Estudo in
vivo (n=10) — CBZ

T* T3 (300 mg/kg
p.c./dia);
AlteragGes
histopatolégicas
em todas as
doses: |) tireoide:
foliculos
danificados e
expandidos,
infiltracdo de
células linfoides,

CBZ induziu danos
histopatoldgicos na
tiredide,

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_sist...

peso corporal,
sem alteragdo no

conforme Diretriz
OECD 407 (Teste

ggg;s etal, administrado via :?Jrrlng:rs\izodi - paratireoide e
gavagem (150, 300 e 600 o o adrenais
mg/kg p.c./dia) por 105 tecido |r.1ter§t|C|aI; (LOAEL = 150 mg/kg
dias. Analise: dosagem ) ParatlrecN)lde: p.c./dia)
hormonal e degeneragao
histopatologia da celular, . .
tireoide, paratireoide, con.ge‘stao, lesGes
adrenal e hipéfise. am|I0|d.es; )
Adrenais:
degeneragao
celular, goticulas
de lipidios e
edema.
bikic’et al., Pureza: 95%; CBZ induziu
2012a 4 * ganho de e Estudo conduzido | toxicidade hepatica

verificada por

10/28
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Linhagem:
Camundongos Swiss &/

%

Delineamento: Estudo in
vivo (n=10) — CBZ
administrado via oral (20
mg/kg p.c.) por 28d.
Analise: dosagens
bioquimicas (ALT, AST,
amilase, FA, LD, CK,
creatinina e proteinas
totais) e histopatologia
do figado.

SEI/ANVISA - 1463526 - Parecer

peso do figado e
no indice
hepatossomatico;
Dosagem
bioguimica: T™*
AST e CK
(indicativa de
condicdo de
hipdxia induzida
pelo CBZ), sem
alteragao nas
demais;
Histopatologia:
alteracdo na
arquitetura
lobular
decorrente de
morte celular e
alteragdes visiveis
na
heterocromatina
nuclear;

Sem alteracdo no
nivel de proteina
total, o que indica

de toxicidade
subcronica (28
dias) em
roedores);
Experimento feito
em duplicata,
sem diferenca
estatistica entre o
primeiro e o
segundo
experimento.

alteracdo da
atividade
enzimatica e
histopatoldgica
(LOAEL = 20mg/kg)

al., 1987

Linhagem: Ratos Wistar

319;

Delineamento: Estudo in
vivo (n =103 e 109).
Administragdo via
gavagem de CBZ (16, 32
e 64 mg/kg p.c./dia) por

Alterages
hematoldgicas: |
leucécitos e
linfocitos;
Alteragoes
bioguimicas: T*
ALT e bilirrubina;
Alterages
histopatoldgicas

que figado
permaneceu
funcional.
Inibicdo
Pureza: >98%; . e Elevada
concentragdo- . .
dependente da citotoxicidade
Linhagem: Macréfagos .p. observada a 100
. . atividade
peritoneais de s uM
. enzimatica ~ - .
camundongos Swiss; . (concentragao CBZ exibiu efeitos
lisossomal e da ) )
N excluida do imunomoduladores,
. . produgdo de ON, . ~
Delineamento: Estudo in * estudo); com potencial agao
. . - TNF-a e IL-1B (4 - .
Helali et al., | vitro. Exposicdo ao CBZ em 1uM), o que e Avaliacdo das imunossupressora
2016 (0,001 - 10 uM) por 24h. . H o a culturas em in vitro (inibicdo da
s - foi considerado . = .
Andlise da atividade . duplicata. fungdo pro-
e s um potencial o . .
enzimatica lisossomal do . e Concentragdes de | inflamatdria dos
, mecanismo . .
macroéfago e da . CBZ selecionadas | macréfagos).
1 ~ imunossupressor,
producio / liberacdo de . com base em
o , por meio do qual
citocinas pro- o CBZ inibe LMR
inflamatérias (TNF-a e resposta imune estabelecidos
IL-1B) e de ON. resp pela UE e FAO.
inata.
Janardhan et | Pureza: 98%; CBZ induziu

Auséncia de
analise estatistica
nos dados de
parametros
hematoldgicos.

alteragoes
hematolégicas,
bioquimicas e
histopatoldgicas
(rins e figado)
(LOAEL = 16 mg/kg
p.c./dia)

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_siste... 11/28
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90 dias. Analise:
parametros
hematolégicos,
bioquimicos (glicose,
ureia, FA, ALT, AST,
bilirrubina) e
histopatologia do figado
erins.

SEI/ANVISA - 1463526 - Parecer

dose-
dependentes
hepatica
(congestdo da
veia porta e
degeneracao
hidrépica) e renal
(dilatacdo tubular,
degeneragao
hidrépica, fibrose
periglomerular).

Janardhan et
al., 1988

Pureza: 98%;
Linhagem: C3es &/9;

Delineamento: Estudo in
vivo (n =33 e 39).
Administragao oral de
CBZ (20, 40 e 80 mg/kg
p.c./dia) por 90 dias.

Alteracgoes
hematolégicas:

4 * leucdcitos;
Alteragdes
bioguimicas: T*
ALT, AST, ureia e
bilirrubina;
Alteragoes
histopatoldgicas
dose-
dependentes: 1)
figado: infiltracao
esparsa de células
inflamatorias,
infiltracdo lipidica,

e Autores
concluiram que
caes apresentam
uma
susceptibilidade
aumentada aos

CBZ induziu
alteragoes
hematoldgicas,
bioquimicas e
histopatoldgicas

Linhagem:
Camundongos ICR J&;

Delineamento: Estudo in
vivo (n=15).
Administracdo oral de
CBZ (100 e 500 mg/kg
p.c./dia) por 28d.
Eutanasia nos dias 8
(n=7) e 28 (n=8). Analise:
dosagem sérica de
glicose, CT, HLD, LDL,
acidos graxos livres, TG,

histopatolégica
hepatica: TM*
acumulo de
lipidios
(500mg/kg) e taxa
de degeneracgao
hidrépica (ambas
as doses);
Dosagens
bioguimicas: T*
CT (duas doses) e
HDL (500 mg/kg)
séricos; ™* CT

s R congestdo efeitos . .
Analise: parametros extfnsa o hepatotdxicos e (rins e figado)
hematoldgicos, N P . (LOAEL = 20 mg/kg
o, . alteracdes nefrotdxicos, em ]
bioguimicos (glicose, inflamatdrias e comparac¢io aos p.c./dia)
ureia, FA, ALT, AST, . parag
. ) degenerativas; Il) ratos.
bilirrubina) e . . o
histopatologia do figado rins: (dilatagdo
. b & & tubular,
e rins. N
degeneracao
hidrépica, fibrose
periglomerular,
hialinizacao e
extensa
congestao
vascular).
Jinetal, Pureza: >98%; CBZ induziu
2015 Alteragdo e Alteragdo no alteragdes

metabolismo
lipidico e dano
hepatico:
acumulo de
lipidios, aumento
de TG, taxa de
degeneracao
hidrépica

histopatoldgicas
hepaticas, disturbio
do metabolismo
lipidico, disbiose da
microbiota
intestinal e
inflamagdo em
camundongos
(LOAEL = 100 mg/kg
p.c./dia)

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_sist... =~ 12/28
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piruvato; dosagem
hepatica de TG, piruvato,
proteinas; extracdo de
RNA e RT-gPCR;
dosagem sérica de IL-1B
e IL-6; sequenciamento
de DNA do genoma
microbiano; dosagem
dos niveis hepatico,
intestinal e fecal de
residuos de CBZ (HPLC);
histopatologia

hepatica.

SEI/ANVISA - 1463526 - Parecer

(100mg/kg) e TG
(500 mg/kg)
hepaticos;

CBZ interrompeu
o metabolismo
lipidico do figado
por meio da
regulacdo positiva
de muitos genes-
chave;

CBZ induziu
resposta
inflamatéria no
figado ™M* IL-1B e
IL-6 séricas
(500mg/kg); T*
RNAm de IL-1B e
IL-6 no figado
(ambas as doses),
contribuindo para
o disturbio do
metabolismo
lipidico.

CBZ nao
absorvido no TGl
induziu disbiose
intestinal, com
reducdo da
diversidade
bacteriana

Jinetal.,
2018

Pureza: 298%;

Linhagem:
Camundongos C57BL/6
3;

Delineamento: Estudo in
vivo (n=8).
Administragao oral de
CBZ(0,2; 1 e 5 mg/kg
p.c./dia) por 98 dias.
Andlise: histoquimica da
gordura epididimal,
figado e cdélon; dosagem
sérica de glicose, CT,
acidos graxos livres, TG,
LPL, insulina, LCN-2,
TNF-a, IL-1pB, LPS;
dosagem hepatica de
TG; determinagdo das
atividades LPL;
sequenciamento de DNA
do genoma microbiano;
extracao de RNA total e
analise da expressdo
génica.

M* peso relativo
do figado (20,2
mg/kg) e da
gordura
epididimal (=1
mg/kg);
Metabolismo
lipidico: { * LPL
sérico, com T*
TG sérico (20,2
mg/kg, sem
alteracdo no TG
hepatico; T*
acidos graxos
livres;
Histopatologia:
sem acumulo
lipidico no figado;
infiltrado de
células
inflamatoérias na
gordura
epididimal e no
colon;

CBZ apresentou
acao pro-

CBZ induziu
expressoes
génicas
relacionadas a
sintese de TG, de
acidos graxos e
ao
armazenamento
no tecido adiposo

CBZ induziu disbiose
da microbiota
intestinal, alteragao
no metabolismo
lipidico, com
hiperlipidemia e
resposta
inflamatoéria em
muiltiplos tecidos
(LOAEL = 0,2 mg/kg)

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_sist... = 13/28
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inflamatéria
(M*TNF-a, IL-1B,
LCN-2) e
imunossupressora
($*1L-17 o).

e “M* peso relativo
figado;

e J *leucécitos,
linfdcitos e
plaquetas; T™*
neutrofilos;

o /M*ALT, AST, FA,
GGT, bilirrubina,
ureia e creatinina,

Pureza: 298%; indicando danos

de fungao
Linhagem: Ratos Wistar hepatica e renal;
3 e *SOD, CAT, GST

GSH (figado e CBZ induziu
Delineamento: Estudo in rins) e ¢ * GPX toxicidade renal e
vivo (n=10). (figado); T* H,0, e (BZusado como |hepatica (altera¢do
Administracdo oral de e MDA (indicando modelo de bioquimica e
CBZ (50 mg/kg p.c./dia) peroxidagdo toxicidade histopatoldgica),

Salihu et al., |por 14 dias. Analise: lipidica no figado hepatica e renal, |associados a
2015 parametros e rins); para verificagdo |imunossupressao,

hematoldgicos; dosagem e Alteracdes dos efeitos do indugdo de
bioguimica (ALT, AST, FA, histopatoldgicas composto 6- inflamacao e
GGT, bilirrubina, ureia e renal gingerol. estresse oxidativo
creatinina) e de (degeneragio (LOAEL = 50 mg/kg
indicadores de estresse severa, p.c./dia)
oxidativo (SOD, CAT, GST, inflamag3o com
GPX, GSH, H,0,); congestdo de
histopatologia renal e vasos, infiltracao
hepatica. lipidica da medula

e tubulos

convolutos) e

hepatica

(necrose, discreta

dilatagcao de

sinusdides com
presenca de
células
inflamatoérias).

Selmanoglu | Pureza: 298%; - CBZ induziu

et al., 2001 e 2150 mg/kg alteragdes
Linhagem: Ratos Wistar p.c./dia: | * hematolégias,
Swiss albinos J; leucdcitos e bioquimicas e

linfocitos; histopatolégicas no

Delineamento: Estudo in e Em 600 mg/kg figado e rins
vivo (n=10) — CBZ p.c./dia: T* (LOAEL = 150 mg/kg
administrado via colesterol sérico, p.c./dia)
gavagem (150, 300 e 600 albumina, glicose
mg/kg p.c.) por 105 dias. e creatinina; e | *
Anélise: parametros VLDL;

hematoldgicos; dosagem

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_sist... =~ 14/28
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bioquimica;
histopatologia renal e
hepatica.

SEI/ANVISA - 1463526 - Parecer

Alterages
histopatoldgicas
(=150 mg/kg
p.c./dia): 1)
Hepatica:
congestdo da veia
porta, infiltracdo
de células
mononucleares,
degeneracao
hidrépica; e Il)
Renal:
degeneracao
tubular,
congestao,
infiltracdo de
células
mononucleares,
fibrose.

Songur et al.,
2004

Pureza: 98%;

Linhagem: Ratos Wistar
Swiss albinos &;

Delineamento: Estudo in
vivo (n=10) — CBZ
administrado via
gavagem (150, 300 e 600
mg/kg p.c.) por 105 dias.
Analise: histopatologia

J * dose-
dependente no
peso relativo do
timo e TM*
marcacdo de FN
(2150 mg/kg
p.c./dia);
Alteracoes
histopatoldgicas:
fibrose e edema

Aumento da
densidade de FN
pode estar
associado ao
aumento do
tecido conectivo
intersticial nas
regides com
fibrose e edema

CBZ induziu
alteragoes
histopatoldgicas no
timo

(LOAEL = 150 mg/kg
p.c./dia)

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_sist...

Linhagem: Ratos (Rattus
norvegicus) 3;

Delineamento: Estudo in
vivo (n=10).
Administracdo oral de
CBZ (200 mg/kg p.c./dia)
por 30 dias. Analise:
parametros
hematoldgicos; dosagem
bioquimica (glicose,
proteina total, TG,
colesterol, creatinina,
ALT, AST séricos;
glicogénio, lipideo e
proteina hepaticos) e
histopatologia renal,
hepatica e testicular.

hematoldgicos:
4 * hemacias, Hb,
hematdcrito; T™*
leucdcitos;
Dosagens
bioquimicas: | *
proteina total
sérica e hepatica;
M * glicose, TG,
colesterol,
creatinina, ALT,
AST, glicogénio e
lipideo total;
AlteragGes
histopatoldgicas:
1) hepaticas:
desarranjo dos
filamentos,
aumento dos
sinusoides,
formacdo de
vacuolos,

modelo de dano
testicular;
Influéncia do CBZ
nos orgaos de
hematopoese,
com inducgdo de
anemia
Alteracdo no
metabolismo da
glicose no figado
(inibicdo da
glicogendlise e
estimulagdo da
gliconeogénese);
reducdo na taxa
de sintese
proteica.

do timo e IHQ para (3(?(/);500 me/kg no timo.

fibronectina (FN). p-C. )
Zarietal., Pureza: Alta pureza; CBZ induziu
2011 e Parametros CBZ usado como | alteragdes

hematolodgicas,
bioquimicas e
histopatoldgicas,
caracteristicas de
toxicidade hepatica,
renal e testicular
(LOAEL = 200mg/kg
p.c./dia)
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dilatagdo e
congestdo dos
vasos sanguineos
com hemorragia;
I) renais:
desarranjo do
cortex renal e
tecidos da medula
com congestado
severa de vasos
sanguineos e
hemorragia;
corpusculos
renais com
degeneragao dos
glomérulos e
capsulas de
Bowman; Il1)
testiculares:
auséncia total de
espermatogonias,
espermatdcitos
primarios e
secundarios,
espermatides e
espermatozoides.

Salihu et al.,
2017b

Pureza: 97%;

Linhagem: Ratos Wistar
& adultos (10 semanas
de idade);

Delineamento: Estudo in
vivo: CBZ administrado
(gavagem — 50mg/kg
p.c./dia; n = 10) por 14
dias. Eutanasia em 24h
pds-tratamento; analise
histopatoldgica e status
antioxidante (testiculo e
epididimo), dosagens
hormonal (TSH, T3, Ty,
prolactina, testosterona,
LH, FSH) e bioquimica.

M* pesos
absoluto e
relativo dos
testiculos; sem
efeitos no ganho
de peso corporal
€ Nos pesos
absoluto e
relativo do
epididimo,
vesicula seminal e
prostata;

4 * motilidade,
contagem de
espermatozoides
testiculares e
epididimais,
alteragdes
morfolégicas
(cabegas sem
cauda, pegas
intermediarias
curvadas e
dobradas);
Reducgdo da
capacidade
antioxidante com
inducdo de
estresse oxidativo
e peroxidacao

Impossibilidade
de avaliar efeito
dose-
dependente, pois
somente um nivel
de dose foi
utilizado.

CBZ usado como
modelo de
toxicidade
testicular;
Analise
morfoldgica de
400
espermatozoides/
animal;

CBZ induziu
toxicidade
testicular, estresse
oxidativo e
alteragbes em
hormonios sexuais
e tireoidianos
(LOAEL = 50mg/kg
p.c./dia)

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_sist...
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lipidica ({ *
catalase, GST e
GSH e T* H,0,,
N* MDA) nos
testiculos e
epididimo;

e | *dos niveis
plasmaticos de
testosterona, TSH,
T3, Ty T* FSH
sem afetar LH e
prolactina;

e Alteragdes
histopatolégicas:
epitélio
seminifero
degenerado com
poucos
espermatozoides,
presenca de
células
espermatogénicas
descamadas no
[imen de alguns
tubulos;
congestdo severa
dos vasos
intersticiais;
epididimo com
formato irregular
e poucos
espermatozoides.

Estudo de
uma geragao
estendida
(EOGRTS,
2014)

Anilise
baseada no
relatério da
USEPA (2020)
e e PMRA
(2019).

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_sist...

Pureza: 99,5%;

Linhagem: Ratos Wistar
Hannover [Crl:WI
(HAN)];

Delineamento: Estudo in
vivo de uma geragao
estendida.

Geracdo P:
Administracdo dietética
de CBZ (n = 30/ sexo/
dose; 0, 250, 1000 ou
2000 ppm (equivalente a
dose média didria pré-
acasalamento na
geracdo P de 0; 13,9;
53,2 ou 106,7 mg/kg
p.c./diaem & e 0; 16,2;
67,6 ou 136,8 mg/kg
p.c./diaem @) por 4
semanas antes do
acasalamento, por 14
dias de acasalamento e

Toxicidade parental (P
le F1 adultos):

e >250ppm: T T4 e
TSH em 9P (sg
somente em
1000ppm);

e >1000ppm: |sg
Ty em J Fl
coorte 1b; |sg
area coloidal e 1
altura das células
foliculares em
?P;

e 2000ppm: 7sg
peso absoluto/
relativo tireoide,
lérea coloidal/ 1
altura das células
foliculares em @
F1 coorte 1b.

Prole:

Estdo aqui
detalhados
somente os
efeitos adversos
para a tireoide.
Os efeitos sobre o
desenvolvimento
e a fisiologia
reprodutiva serdo
detalhados em
pareceres
especificos.

CBZ induziu
alteragbes na
homeostase
tireoidiana
(LOAEL = 16,2
mg/kg p.c./dia)
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até DPNgs () ou até o e >1000ppm: |
desmame da prole F1 no dose-dependente
DL,, (9); T4 no DPNy4 de
Geragdo F1: F1 (sgem
Administracdo dietética 2000ppm); 1sg Ty
do desmame ao término (@) e TSH (R/D),
do estudo. Coorte 3 (12/ além de |sg area
sexo/ dose) - Dosagem coloidal/ 1 altura
de horménios das células
tireoidianos, necropsia e foliculares (6) no
patologia do 6rgdo-alvo DPNy3;
no DPNy3. e 2000ppm: 1sg Ty
(9/3) e TSH (9);
|sg area coloidal/
1 altura das
células foliculares
(9/8 no DPN23).

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_visualizar&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1638528&infra_sist...

MPO: Mieloperoxidase; ON: 6xido nitrico; FA: fosfatase alcalina; LD: Lactato desidrogenase; CK: creatina kinase; CT: colesterol total; LPL: lipase lipoproteica;
GSH: Glutationa, SOD: Superdxido dismutase; GST: Glutationa tranferase; CAT: Catalase; GPX: Glutationa peroxidase; MDA: malondialdeido; H,0,: peréxido de
hidrogénio; P: Parental; DPN: Dia pds-natal; DL: Dia lactacional.

Quanto a classificacdo do CBZ, segundo a RDC n2 294, de julho de 2019, a FT sugere o seu
enquadramento na Categoria 2 em fun¢do da toxicidade para drgdo-alvo especifico por exposicdo
repetida, com base na toxicidade hepatica evidenciada nos estudos.

4.2, Toxicidade testicular

Na busca sistemdtica, vdrios estudos analisados relataram toxicidade testicular apds
exposicao repetida ao CBZ (alta pureza) pela via oral, em ratos e camundongos (Evenson et al., 1987; Gray
et al., 1989; Rajeswary et al., 2007; Yu et al., 2009; Jones e Al-Attar, 2011; Pacheco et al., 2012; Moffit et
al., 2013; Breslin et al., 2013; Dere et al., 2016; Sakr e Shalaby, 2014; Liu et al., 2019; Li et al., 2020).
Dentre os efeitos adversos descritos, os principais foram: reducdo no peso testicular, no nivel de
testosterona sérica, na atividade das enzimas esteroidogénicas (Rajeswary e colaboradores, 2007) e em
varios parametros espermaticos — como na motilidade espermatica ja em doses = 0,1mg/kg p.c./dia (Liu
et al., 2019); alteracbes histopatoldgicas testiculares (dilatacdo e degeneracdo tubular, esfoliacdo de
células germinativas, vacuolizacdo de células de Sertoli) e epididimarias (edema, presenca de detritos
celulares e reducdo de espermatozoides intratubulares) em doses > 20 mg/kg p.c./dia, com incidéncia e
gravidade progressivas em relacdo a dose/duragdo (Breslin et al., 2013); toxicidade direta as células
germinativas com interrupcao da espermatogénese; infertilidade, a qual foi altamente correlacionada
com deplecdo de células germinativas, elevacao de LH e FSH séricos e alteracdes nas fungdes das células
de Leydig (Gray et al., 1989).

A exposicdo cronica dietética ao CBZ também revelou degeneracdo testicular progressiva
em ratos e cdes. Num estudo conduzido em ratos, com exposicdo por dois anos, (Sherman et al., 1972
apud APMVA, 2009), foram observadas incidéncias aumentadas de atrofia testicular difusa na dose de
250 mg/kg p.c./dia. Em cdes, também apds 2 anos de exposicdo ao CBZ, foi relatada a ocorréncia de
infiltrados de células inflamatdrias mononucleares intersticiais e de tubulos atréficos dos testiculos, com
NOAEL de 7,5 mg/kg p.c./dia (Reuzel et al., 1976 apud APMVA, 2009).

Nos relatérios das agéncias canadense e europeia, os testiculos também foram
considerados drgdo-alvo para a exposi¢do ao CBZ (PMRA, 2010; EFSA, 2011). J4 a agéncia americana, em
seu relatério, exp0s que, apesar do conjunto de evidéncias indicativas dos testiculos como um érgao-alvo,
os efeitos ndo foram observados em todos os estudos e a exposicdo via gavagem parece potencializar o
efeito téxico, em comparag¢do a exposicao dietética. Ja no estudo de exposicao dérmica por 28 dias em
ratos, verificou-se degeneracdo dos tubulos seminiferos testiculares e hipospermia, com persisténcia
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durante um periodo de recuperagao de 10 semanas. Quanto a isso, a USEPA discutiu que a administracao
dérmica efetuada em um veiculo oleoso pode ter potencializado a absorcdo percutanea em relagdo as
diluicdes aquosas. Adicionalmente, a auséncia de metabolismo de primeira passagem apds a absor¢ao
dérmica pode ter contribuido para o aumento da dose testicular, em relacdo a administragdo oral de uma
dose equivalente. Em contraste, a USEPA relata que nenhum efeito adverso testicular foi observado na
geracao parental ou filial no estudo de toxicidade reprodutiva de uma geragao estendida, conduzido em
ratos com exposi¢do dietética, nem na maior dose testada (107 mg/kg p.c./dia em machos) (USEPA,
2020).

O dano testicular causado pelo CBZ decorre da inibicdo da associacdo de microtubulos, o
gue acarreta falha na segregacdo cromossomica durante a meiose espermatica, necrose dos
espermatdécitos meiodticos, descamacdo de espermatides imaturas, atrofia do tubulo seminifero,
anormalidades nas espermatides longas e alongadas (inclusive no acrossoma), com formacdo de
magaespermatides e simplastos (PARECER N2 1/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA - SEI
n°1309909). Entdo, diante das evidéncias acima descritas, conclui-se que a toxicidade testicular é um
importante desfecho toxicoldgico associado a exposicdo ao CBZ, o qual teve a sua discussao aprofundada,
por ser um aspecto toxicoldgico proibitivo de registro, no parecer n? 12/2021/SEI/CREAV
/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI n° 1517596), com a analise dos estudos especificos relevantes.
Adicionalmente, o Parecer de Mutagenicidade (SEI n° 1309909) pode ser consultado para a obtenc¢ado de
informagdes acerca do mecanismo subjacente a toxicidade testicular, o qual esta relacionado a
capacidade de interacdo do CBZ com elementos do citoesqueleto, como os microtubulos, com
consequente inducao de aneuploidia.

4.3. Toxicidade para a tireoide

A tireoide foi considerada um 6érgdo-alvo pela agéncia americana (USEPA, 2020), tendo
sido relatada também por outras agéncias internacionais a ocorréncia de efeitos adversos nessa glandula
(EFSA, 2010; PMRA, 2011; APMVA, 2009). No estudo de toxicidade dérmica de 28 dias em ratos, os niveis
de T4 aumentaram em fémeas nos dois grupos de dose mais elevadas (40%, p<0,05 em 480 mg/kg/dia; e

31% em 720 mg/kg/dia), sem alteragdes relevantes no peso ou na histopatologia desse 6rgdo. Em cdes,
trés estudos cronicos pela via oral relataram aumento de TSH sérico, redugdo de T4, aumento no peso

absoluto e relativo da tireoide e hipertrofia dos foliculos, com definicdo de NOAEL em 7,5 mg/kg p.c./dia
(USEPA, 2020; Reuzel et al., 1976; Til et al., 1972 apud APMVA, 2009).

No estudo de toxicidade reprodutiva de uma geracao estendida (EOGRTS, 2014), foram
relatadas alteragdes nos niveis plasmaticos de hormoénios e na histopatologia da tireoide em 1.000 e
2.000 ppm (= 53 mg/kg p.c./dia), nos animais das geracBes parental (P) e F1 adulta, como também na
prole F1 e F2. Os efeitos foram mais pronunciados em fémeas P, nas quais os niveis plasmaticos de T,

aumentaram em todos os grupos tratados (p > 0,05 a 16,2 e 67,6 mg/kg p.c./dia), como também os
niveis de TSH (64, 164 e 92%, p <0,05 a 67,6 mg/kg p.c./dia). Ainda nas fémeas P, verificou-se uma
minima a leve hipertrofia microscépica da célula folicular em 67,6 (2/29) e 136,8 (3/23) mg/kg p.c./dia.
Uma diminuicdo estatisticamente significativa na drea coloidal e um aumento na altura das células
foliculares foram observados na andlise microscépica semiquantitativa da tiredide a partir de 67,6 mg/kg
p.c./dia. Nenhum efeito foi observado em machos P, exceto por uma diminui¢cdo ndo significativa (19%)
em T, em 106,7 mg/kg p.c./dia. Similarmente, na prole F1 adulta, nenhum efeito sobre a tireoide foi

observado em machos (DPNq,4g) ou fémeas (DG,q) da coorte 1a. Ja em machos da coorte F1 1b (DPN475)
foi verificada uma diminuigdo significativa em T3 (19% e 18%), em doses a partir de 53,2 mg/kg p.c./dia,
mas nenhum outro efeito nos hormonios tireoidianos ou na andlise histopatologica. Nas fémeas da
coorte F1 1b (DL,,), ndo foram relatados efeitos hormonais, mas houve um aumento significativo no peso
absoluto/ relativo da tireoide (18%/ 25%) na maior dose. Também foram observadas diminuicdo da area
coloidal/ aumento da altura das células foliculares (USEPA, 2020). Com relagdo a prole ainda jovem,
também foram relatadas alteragdes nos niveis dos horménios tireoidianos, na area coloidal e na altura

das células foliculares, porém sem consisténcia entre as coortes ou diferentes idades analisadas. Em F1,
no DPN, relatou-se diminuicdo dose-dependente nos niveis séricos de T, nos niveis de dose
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intermediaria (53,2 e 67,6 mg/kg p.c./dia, respectivamente J'/Q) e alta (106,7 e 136,8 mg/kg p.c./dia,
respectivamente &'/ Q), sendo significativo somente na maior dose. Porém, o TSH n3o foi afetado e a
histopatologia ndo foi avaliada (USEPA, 2020). Essa redugdo nos niveis séricos de T, sem alteragdo de TSH

foi atribuida a imaturidade do eixo hipotdlamo-hipdfise-tireoide, sabidamente presente em ratos no
periodo pds-natal inicial (PMRA, 2019). No DPN,3, machos F1 (coorte 3) tratados com 53,2 mg/kg

p.c./dia exibiram aumentos significativos em T, e TSH (42% /21%) e alteragdes significativas na area

coloidal/altura das células foliculares (-12%/+ 43%). Ja em fémeas, apenas o TSH foi aumentado (28%).
No maior nivel de dose (106,7 e 136,8 mg/kg p.c./dia, em machos e fémeas respectivamente), foram
relatados aumentos significativos nos niveis de T, (53% &/ 22% Q) e TSH (41% ?), além de significativa

reducdo na area coloidal/ aumento na altura de células foliculares em ambos os sexos. Em contraste,
filhotes F2 no DPN,3 mostraram apenas aumentos ndo significativos em T4 (20% ') e TSH (26% 9 ). No

DPNys, essas alteragdes permaneceram em fémeas tratadas com a maior dose. Ndo se verificou uma
correlagao positiva consistente entre a altura da célula folicular e os niveis de T, ou TSH nos animais

tratados. Nenhuma mudanca nos parametros tireoidianos foi observada na prole tratada com a menor
dose (13,9 e 16,2 mg/kg p.c./dia, em machos e fémeas respectivamente).

No geral, embora os efeitos na tireoide ndo tenham sido consistentes entre os sexos,
idades e geragBes, em fémeas P, as evidéncias de alteracbes em T, e TSH, juntamente com leve

hipertrofia da tireoide e aumento da altura das células foliculares / diminuicdo da area coldide folicular,
foram considerados pela USEPA como indicios de perturbacdo da homeostase da tireoide e, portanto, um
efeito adverso (USEPA, 2020). Em alinhamento, a PMRA considerou o aumento do TSH em associa¢do as
alteragdes histopatoldgicas observadas na tireoide como sugestivos de que a exposi¢cao ao CBZ induziu
hipotireoidismo em animais adultos (PMRA, 2019).

Com relagdo aos estudos da literatura, Salihu et al (2017b) também relataram que a
exposicdo ao CBZ (gavagem; 50 mg/kg p.c./dia) por 14 dias induziu uma reducdo dos hormoénios
tireoidianos (TSH, T3 e T,4), os quais desempenham um papel regulador na atividade metabdlica basal

testicular, esteroidogénese e espermatogénese. Em oposicdo, se verificou aumento significativo de T3 e

alteracdes histopatoldgicas na tireoide, em doses > 150mg/kg p.c./dia por 105 dias (Barlas et al, 2002).
Isso se assemelha as inconsisténcias observadas entre os sexos, idades e gera¢Oes relatadas no estudo
EOGRTS (2014). Portanto, conclui-se que ha evidéncias sugestivas de efeitos do CBZ na homeostase da
tireoide, conforme também apontado pelas agéncias americana (USEPA, 2020) e canadense (PMRA,
2019).

4.4. Toxicidade hepatica e renal

A administracdo dietética e via gavagem, de curta e longa duracdo em ratos e cdes, estd
associada a efeitos no figado e rins, os quais sdo érgaos-alvo primdrios em ambas as espécies. A natureza
e a gravidade dos efeitos verificados diferem a depender do método de administra¢do. Entdo, em estudos
subcronicos de toxicidade oral, o aumento do peso do figado foi o principal efeito em ratos e cdes, em
associacao a alteragdes patoldgicas hepaticas e efeitos no peso corporal em doses mais elevadas no cao.
Verificou-se efeitos mais severos apds administracdo de doses inferiores via gavagem, em ratos e caes,
incluindo efeitos hematoldgicos e bioquimicos, lesGes renais degenerativas e alteragdes patoldgicas no
figado (reagdes inflamatdrias, inchaco dos hepatdcitos, infiltracdo periportal hepdtica, regeneracdo
hepatica), bem como mortalidade em ratos (PMRA, 2011). Um estudo com exposicdo dietética por 13
semanas em ratos relatou aumento no peso relativo do figado na maior dose testada (67,5 mg/kg
p.c./dia), com definicdo de NOAEL em 22,5 mg/kg p.c./dia (APVMA, 2009). Em cdes, a administragdo
dietética de CBZ (pureza ndo informada) por 28 dias acarretou aumento no peso do figado e alteragdes
histopatoldgicas (infiltracdo celular periportal, hepatécitos aumentados e de coloracdo diferente), com
definicdo de NOAEL em 19-21 mg/kg p.c./dia (fémeas e machos) (Til et al., 1971 apud APVMA, 2009).

A administracdo prolongada de CBZ esta associada a efeitos adversos hepaticos,
observados em camundongos, ratos e cdes. Em ratos, os efeitos relatados foram inchaco hepatocelular,
necrose e hipertrofia celular em dareas centrolobulares e intermediarias. Adicionalmente, em ratos e caes,
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verificou-se um aumento do peso do figado, associado a niveis elevados de alanina aminotransferase
sérica e/ou fosfatase alcalina (PMRA, 2011). Estudos cronicos (2 anos) em ratos evidenciaram aumento
do peso relativo do figado, reducdo dos niveis de AST e outros sinais de hepatotoxicidade na dose de 100
mg/kg p.c./dia (Til et al., 1976 apud APMVA, 2009; USEPA, 2020), com menor NOAEL de 15 mg/kg
p.c./dia para ratos. Ja dois estudos em cdes, com administracdo dietética de CBZ (pureza ndo informada)
por 90 dias e dois anos, evidenciaram aumento de fosfatase alcalina e peso relativo do figado na dose de
50 mg/kg p.c./dia, com NOAEL de 7,5 mg/kg p.c./dia (Reuzel et al., 1976; Til et al., 1972 apud APMVA,
2009). Na busca sistematica, uma série de estudos da literatura indicaram toxicidade hepatica apds
exposicao repetida ao CBZ (alta pureza) pela via oral, em ratos e camundongos (Abolaji et al., 2016; Dikic
“et al., 2012a; Janardhan et al., 1987; Jin et al., 2015; Jin et al., 2018; Salihu et al., 2015; Selmanoglu et al.,
2001; Zari et al., 2011) e em cdes (Janardhan et al., 1988), verificada pelo aumento dos marcadores de
fungdo hepatica (ALT e AST) e de bilirrubina, além de varias altera¢des histopatoldgicas, verificadas ja a
partir de 7 dias de exposi¢dao. As principais evidéncias foram: dilatagdo de sinusdides, desarranjo dos
filamentos, formacao de vacuolos, degeneracao hidrépica, presenca de células inflamatdrias, infiltracao
de células mononucleares, focos de necrose com alteracdo na arquitetura lobular, alteracbes na
heterocromatina nuclear, dilatacdo e congestdo da veia porta com hemorragia. O valor de LOAEL
estabelecido a partir desses estudos foi 16 mg/kg p.c./dia em ratos (Janardhan et al., 1987) e 20 mg/kg
p.c./dia em cdes (Janardhan et al., 1988).

Segundo esses estudos, a toxicidade hepdtica pode ser decorrente do processo
inflamatério e de estresse oxidativo induzidos pelo CBZ no figado, com deplecdo da capacidade
antioxidante (GSH, SOD, GST, CAT, GPX) e eleva¢do nos niveis de marcadores inflamatérios (ON, IL-18 e IL-
6) e de peroxidagdo lipidica (H,0,, MPO, MDA). Como consequéncia da toxicidade hepatica, alguns
estudos indicaram alteracdo no metabolismo lipidico (elevacdo de TG e colesterol) e reducdo dos niveis
de proteina total.

Adicionalmente, dados da literatura indicaram toxicidade renal em roedores (Abolaji et al.,
2016; Janardhan et al., 1987; Salihu et al., 2015; Selmanoglu et al., 2001; Zari et al., 2011) e em cdes
(Janardhan et al., 1988), apds exposicdo oral repetida ao CBZ, com ocorréncia de aumento nos niveis de
ureia e cretinina séricas (marcadores de funcdo renal), além de vdrias alteraces histopatoldgicas renais:
infiltracdo neutrofilica, dilatacdo tubular, degeneracdo hidropica, fibrose periglomerular, infiltracdo
lipidica da medula e tubulos convolutos, hialinizacdo e extensa congestdao vascular com hemorragia;
corpusculos renais com degeneracdo dos glomérulos e capsula de Bowman. Assim como no figado, nos
rins também se verificou ocorréncia de estresse oxidativo e processo inflamatdrio.

4.5. Outros efeitos associados a exposi¢cdao ao Carbendazim

Dois estudos avaliaram o efeito do CBZ sobre a microbiota intestinal de camundongos, com
as possiveis alteracdes metabdlicas e histopatoldgicas, além dos processos inflamatérios associados (Jin
et al., 2015; Jin et al., 2018) (Tabela 1). No primeiro estudo, Jin e colaboradores (2015) relataram que a
administracdo oral de altas doses de CBZ (2100 mg/kg p.c./dia, por 28 dias) alterou rapidamente a
composicao da microbiota intestinal, resultando em disturbio metabdlico lipidico hepatico e processo
inflamatério. Houve redugdo na proporgao de bactérias benéficas e aumento das bactérias patogénicas.
No segundo estudo, Jin e colaboradores (2018) relataram que a exposicdo crénica a baixas doses de CBZ
(=2 0,2 mg/kg p.c./dia, por 14 semanas), também induziu disbiose da microbiota intestinal (reducdo da
diversidade bacteriana), o que acarretou aumento da absorcdo de TG exdgeno pelo intestino e reducdo
no consumo de TG (causa direta da hiperlipidemia e da resposta inflamatéria multitecidual). Com isso,
houve aumento de TG sérico e, consequentemente, inibicdo da sintese hepdtica de TG e inducdo do
armazenamento de lipidios no tecido adiposo, de modo a compensar a absor¢do intestinal em excesso.
Essa alteracdo na microbiota também afetou a barreira imunoldgica, o que acarretou o aumento na
secregao de muco e resposta inflamatdria no célon, além de outros tecidos (Jin et al., 2018).

5. EVIDENCIAS DE NEUROTOXICIDADE (NT)
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Em seu relatério, a FT mencionou os posicionamentos da EFSA e da USEPA quanto a
auséncia de qualquer potencial neurotdxico direto do CBZ. Entdo, considerando que nenhum estudo
especifico de NT foi apresentado pela FT, tampouco foram obtidos estudos com esse desfecho na busca
sistematica realizada pela CREAV, as conclusdes apresentadas nesse item se embasaram nas discussdes
dos relatdrios das principais agéncias reguladoras internacionais consultadas. Desse modo, para a analise
desse desfecho toxicoldgico, as evidéncias disponiveis nos relatérios foram: estudo de NT aguda oral em
ratos; estudo de NT tardia apds exposicdo aguda, conduzido em galinhas; estudo de toxicidade
reprodutiva (TR) de uma geragao estendida em ratos (Diretriz OECD 443); estudo de toxicidade dérmica
de 28 dias em ratos. Todas as agéncias consultadas relataram que ndo foram verificadas evidéncias
clinicas ou histopatoldgicas de NT relacionada ao CBZ (USEPA, 2020; EFSA, 2010; PMRA, 2011; APVMA,
2012).

5.1. Estudo de NT aguda

Nao estao disponiveis estudos de NT conduzidos pela via oral em roedores para o CBZ. No
relatério da agéncia americana (USEPA, 2020), foi utilizado um estudo conduzido com o Benomil (pureza
de 94,7%) em ratos, com administragao Unica via oral (por gavagem) nas doses de 500, 1.000 ou 2.000
mg/ kg. Considerando a rdpida metabolizagdo de Benomil em CBZ, as doses equivalentes de CBZ foram
calculadas, por meio de um fator de 0,67 para as diferengas no peso molecular, resultando nas doses de
335, 670 ou 1.340 mg/ kg. Foram conduzidos sequencialmente os testes de bateria de observacdo
funcional (FOB) e de atividade motora, em 2 horas pds-dosagem no dia 0, 1, 7 e 14. Foi realizada analise
macroscépica e microscépica dos tecidos do sistema nervoso central e periférico (SNC e SNP) de 5
ratos/sexo/dose ao término do estudo, no dia 14, apds a perfusdo in situ. Nas doses de 500 mg/kg e
1.000 mg/kg, foram verificadas alteragdes testiculares na necropsia, as quais foram consideradas
relacionadas ao tratamento, mesmo na auséncia de dose-resposta, tendo em vista que os testiculos sdo,
sabidamente, um érgdo-alvo para o Benomil e o CBZ, conforme sera detalhado posteriormente no item
especifico de toxicidade testicular. Quanto aos parametros de NT, na maior dose testada (2.000 mg/kg),
verificou-se reducdo da atividade motora em fémeas no dia um (-39% abaixo do grupo controle), com
recuperacdo no dia oito. Ndao foram verificados efeitos adversos relacionados ao tratamento na
sobrevivéncia, sinais clinicos, peso corporal médio, pardmetros da FOB ou no exame neuropatoldgico.
Houve reducdo das atividades motoras médias, em machos e fémeas, somente no dia um (39% e 38%
abaixo do controle, respectivamente). Entretanto, essas altera¢cdes ndo foram consideradas adversas por
nao terem significancia estatistica em relagao ao controle e ndao terem sido observadas nos momentos de
avaliacao posteriores (dias sete e 14). Os estudos de controle positivo demonstraram a capacidade do
laboratdrio em conduzir testes de triagem de NT.

5.2. Estudo de NT tardia

O estudo disponivel de NT tardia apds exposicdao aguda antecede a publicacdo da Diretriz
OECD 418, entretanto, o protocolo de teste estd, em grande medida, em conformidade com a referida
diretriz. Os desvios verificados sdo: ndo ha relato sobre o estado inicial de saide dos animais; a faixa de
idade dos animais foi de seis a 14 meses; ndo foram efetuados cortes da medula oblonga; foram
utilizadas 10 galinhas nos grupos tratados e 20 galinhas nos respectivos grupos controle negativo e
positivo, o que excede ao previsto na diretriz; o periodo de observacdo foi de 28 dias (EFSA, 2010). O CBZ
foi administrado em dose Unica (gavagem — 500, 2.500 e 5.000 mg/kg) a galinhas poedeiras, enquanto o
grupo controle positivo recebeu TOCP (triortocresil fosfato). Diariamente, por quatro semanas, foram
registradas as taxas de mortalidade e demais sinais clinicos de NT. No grupo controle positivo, foram
verificados efeitos neurotdxicos (fraqueza nas pernas, ataxia). Na maior dose testada (5.000 mg/kg),
verificou-se toxicidade sistémica e sinais neurotdxicos transitorios (ataxia e fragueza nas pernas). Ja nos
grupos de doses inferiores (500 e 2.500 mg/kg), verificou-se apenas leve salivacdo. Adicionalmente, o
exame microscopico ndo indicou degeneracdo axonal ou desmielinizacdo em nenhum dos grupos
tratados (Goldenthal, 1978). Como conclusdo desse estudo, a EFSA (2010) estabeleceu um NOAEL para
NT de 2.500 mg/kg p.c., com base na ataxia e fraqueza nas pernas observados no nivel de dose superior a
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esse. Um NOAEL para toxicidade sistémica nao pode ser estabelecido devido a salivacdo verificada em
todos os grupos tratados. Nos relatérios das agéncias canadense e europeia, consta ainda um estudo
complementar em galinhas — com administracdo dietética por 21 dias (40, 80 e 400 mg / kg p.c.) — no
qual se verificou, somente em um animal do grupo de maior dose (400 mg/kg p.c.), aumento na
atividade de colinesterase sérica e leve ataxia por aproximadamente dois dias, seguidos de completa
recuperacdo. Nenhum outro efeito neurotodxico foi observado nos demais animais (EFSA, 2010; PMRA,
2011). Nos relatérios mais recentes das agéncias europeia, australiana e americana, concluiu-se que nao
ha NT tardia associada ao CBZ (EFSA, 2010; USEPA, 2020; APVMA, 2012). Ja a agéncia canadense concluiu
que ha sinais de NT tardia na maior dose testada (400 mg/kg) (PMRA, 2011).

Dois estudos ndo regulatérios relataram que o CBZ ndo apresentou efeito inibitdrio de
atividade de colinesterase em ratos (via gavagem, por 90 dias) e em cdes (administracdo pela dieta, por
13 semanas) (Janardhan et al., 1987, 1988). Diante das evidéncias apresentadas, e alinhada as demais
agéncias internacionais, conclui-se que nao ha indicio de NT tardia induzida pela exposi¢ao ao CBZ.

5.3. Estudo de toxicidade reprodutiva de uma gerag¢ao estendida (Diretriz OECD 443)

Considerando que esse estudo inclui uma coorte de neurotoxicidade para o
desenvolvimento (DNT), ele é considerado adequado para avaliar desfechos de DNT, em substituicdo ao
estudo regulatério especifico para DNT (Diretriz OECD 426). Nos relatdrios das agéncias europeia e
australiana, esse estudo ainda nao estava disponivel, o que levou a exigéncia, em razdo da constatacdo de
evidéncias de danos ao desenvolvimento do sistema nervoso, possivelmente induzidos pelo CBZ. Ent3o,
segundo o relatério da USEPA (2020), ndo houve alteracdo relacionada ao tratamento nos sinais clinicos,
exame oftalmoldgico, parametros de FOB, atividade motora e locomotora, pardmetros de sobressalto
auditivo, pesos cerebrais, medi¢des cerebrais macroscdpicas e microscopicas, neuropatologia cerebral ou
guaisquer outras evidéncias neuropatoldgicas. Ela relata ainda que as diferencas estatisticamente
significativas na morfometria cerebral foram de pequena magnitude, ndo exibiram um padrdao dose-
dependente e, portanto, ndo foram consideradas relacionadas ao tratamento. Por outro lado, no estudo
de toxicidade para o desenvolvimento pré-natal, conduzido em ratos, foram observadas malformacoes
fetais referentes ao desenvolvimento da cabeca e do sistema nervoso central (SNC), tanto na presenca
guanto na auséncia de toxicidade materna (PMRA, 2011). Foram observadas exencefalia, hidrocefalia,
distensdo dos ventriculos laterais, anoftalmia ou microftalmia e malformacgGes cranianas na presenca de
toxicidade materna, no maior nivel de dose (90 mg/kg/dia) (USEPA, 2020).

A agéncia americana alega que essas evidéncias sdo consistentes com os dados obtidos no
mesmo tipo de estudo, efetuado com o fungicida Benomil, mas que evidéncias semelhantes ndo foram
observadas em coelhos ou na coorte de DNT no estudo de toxicidade reprodutiva, conforme falado
anteriormente, no qual o CBZ foi administrado na dieta e ndo por gavagem. Além disso, ela relata que
esses dados estdo alinhados aos estudos efetuados com o fungicida Benomil, cujos dados de NT aguda e
subcronica também ndo evidenciaram NT em doses relevantes para a avaliagdo do risco a saude humana.
Entdo, ela considera que os desfechos selecionados para avaliagdo de risco a saude humana sdo
protetores dos efeitos para o desenvolvimento descritos acima para ratos (USEPA, 2020). O conjunto de
evidéncias aqui apresentado é insuficiente para se alcancar uma conclusdo acerca do potencial de DNT
associado ao CBZ, sendo necessaria a analise direta dos estudos de toxicidade supracitados, cuja
discussdo é objeto do parecer de toxicidade para o desenvolvimento (Parecer SEI n2 1505782).

5.4, Estudo de toxicidade cutanea de 28 dias em ratos

Os parametros neurocomportamentais (bateria de observacdo funcional e atividade
motora) avaliados nesse estudo ndo indicaram efeitos relacionados ao tratamento com CBZ, tendo sido
verificados somente um leve aumento na forca de preensdo dos membros anteriores e/ou posteriores
em ambos os sexos (PMRA, 2011; USEPA, 2020).

6. EVIDENCIAS DE IMUNOTOXICIDADE
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No relatério da FT, o desfecho de imunotoxicidade ndo foi mencionado. Similarmente, ndo
foram relatadas evidéncias relevantes de imunotoxicidade por nenhuma agéncia reguladora (USEPA,
2020; PMRA, 2011; EFSA, 2010; APMVA, 2012). A USEPA, por exemplo, declarou em seu relatério que ndo
ha estudo de imunotoxicidade disponivel para o CBZ, mas que foi recomendado que o requerimento para
esse estudo seja dispensado. No estudo de toxicidade reprodutiva de uma gerac¢do estendida conduzido
em ratos, ndo foi incluida a coorte de imunotoxicidade. No entanto, o estudo, conforme conduzido, ndo
evidenciou um potencial imunotéxico do CBZ, com base na auséncia de efeitos observados nos
parametros hematolégicos, de peso do 6rgao ou histopatologia (USEPA, 2020). No estudo de
carcinogenicidade, os camundongos exibiram um aumento na deplecao linfoide timica na dose média de
225 mg/kg p.c./dia, mas tal efeito foi observado somente ao término do estudo e na presenca de
toxicidade hepatica aumentada, inclusive com incidéncia aumentada de tumores hepaticos (USEPA,
2020).

Em um estudo ndo regulatério de toxicidade oral subcrénica, conduzido em ratos, relatou-
se que a exposicdo ao CBZ (150, 300 e 600 mg/kg/dia; via gavagem por 15 semanas) induziu alteragdes
histopatoldgicas (fibrose e edema) e reducdo dose-dependente no peso absoluto/ relativo do timo (> 150
mg/kg/dia), além de aumento na marcacdo de fibronectina (FN) (= 300 mg/kg/dia) (Songur et al., 2004).
Adicionalmente, foram verificadas reducdes significativas na contagem de leucdcitos e linfécitos em
roedores (Selmanoglu et al., 2001; Janardhan et al., 1987; Salihu et al., 2015) e em cdes (Janardhan et al.,
1988), em doses > 16 mg/kg p.c./dia (Tabela 1).

Um estudo in vitro relatou inibicdo concentracdo-dependente da atividade enzimatica
lisossomal e da producdo de oéxido nitrico, TNF-a e IL-1B, em macréfagos peritoneais isolados de
camundongos Swiss, a partir da concentracdo de 1uM de CBZ. Esse efeito foi considerado pelos autores
um potencial mecanismo imunossupressor, por meio do qual esse IA inibe a fungdo pré-inflamatéria dos
macrofagos (Helali et al., 2016).

A partir desses dados, verifica-se que uma possivel imunotoxicidade associada ao CBZ,
indicada pelos estudos da literatura, ocorreria somente em niveis de dose superiores aqueles
responsdveis pela toxicidade para orgdo-alvo (detalhada nos itens 3. e 4.). Alteracdes em pardmetros
hematoldgicos, como reducao de leucdcitos e linfocitos, parecem ocorrer em doses inferiores, mas ainda
cobertas pelos valores estabelecidos para toxicidade para érgdo-alvo.

7. CONCLUSAO

Com base nas informacOes apresentadas no relatério da FT e de outras agéncias
reguladoras de agrotdxicos, bem como nos estudos obtidos na busca sistematica, conclui-se que:

e O CBZ sofre rapida absorc¢do pelo TGl (biodisponibilidade de 85% apds dose Unica via oral) e
rapida distribuicdo para o figado e os rins (dez minutos apds administracdo oral), além de
outros drgaos, porém com baixo potencial de acumulacdo tecidual. Embora os testiculos
sejam um 6rgdo-alvo do CBZ, ndo houve deteccdo de residuos nesse 6rgdo. O principal
metabdlito é o 5-HBC (5,6-di-hidroxi-carbendazim e 2-AB, em menor escala). Ndo foram
observadas diferencas significativas entre ratos e camundongos com relacdo ao
metabolismo, mas o conteudo residual no figado foi menor em ratos, o que indica uma
saturacdo da capacidade de detoxificagdo em camundongos mais rapidamente que em ratos.
A excrecdo ocorre predominantemente pela urina (em baixas doses) e fezes (com aumento
da dose), com taxa de eliminagdo superior a 98% em 72 horas, apds administracdo de dose
Unica. A excrecdo ocorre de forma bifasica, semelhante em machos e fémeas e de modo
dose-dependente.

e Estudos de dose Unica indicaram baixa toxicidade aguda pelas vias oral, cutanea e inalatéria,
além de auséncia de potencial para irritacdo cutdnea/ocular ou sensibilizagdo cutanea.

e O CBZ se enquadra na Categoria 1 em fun¢do da toxicidade para 6rgdo-alvo especifico por
exposi¢do Unica, em razdo da toxicidade testicular observada em doses > 50 mg/kg p.c..
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e Nao foram verificados efeitos neurotdxicos agudos, tampouco neurotoxicidade tardia apds
exposicdo aguda, associados a exposicdo ao CBZ. Entretanto, foram relatadas evidéncias
relevantes de DNT, cuja discussdo é objeto do parecer de toxicidade para o desenvolvimento
(Parecer SEI n? 1505782).

¢ Nenhuma agéncia internacional relatou a ocorréncia de imunotoxicidade, mas a USEPA
discutiu um estudo nao regulatério, no qual foram verificados efeitos adversos no timo e na
contagem de linfdcitos e leucdcitos, porém em um nivel de dose superior aquele associado a
toxicidade para érgao-alvo apds exposicao repetida (toxicidade hepdtica com NOAEL de 7,5
mg/kg p.c./dia para cdes e de 15 mg/kg p.c./dia para ratos).

e Apbs exposicdo repetida, foram relatadas alteracdes relevantes no figado, rins, tireoide e
testiculos, em roedores e cdes. A discussdao de toxicidade testicular serd aprofundada no
parecer especifico de toxicidade reprodutiva, por se tratar de um desfecho proibitivo de
registro.

e O CBZ se enquadra na Categoria 2, em fungao da toxicidade para érgao-alvo especifico por
exposicao repetida, com base na toxicidade hepatica evidenciada nos estudos em ratos de 90
dias pela via oral, com menor LOAEL de 16 mg/kg p.c./dia.

8. ENCAMINHAMENTO

e Incluir na monografia a classificacdo do CBZ na Categoria 1 em funcdo da toxicidade para
orgdo-alvo especifico apds exposicdo Unica, conforme o Anexo IV, Quadro 2, da RDC n?
294/2019, e a indicacdo da seguinte frase de perigo “Provoca danos aos testiculos”,
conforme o Anexo Il da RDC n2 296/2019.

¢ Incluir na monografia do IA a classificagdo do CBZ na Categoria 2 em funcdo da toxicidade
para 6rgdo-alvo especifico apds exposicao repetida, conforme o Anexo IV, Quadro 3, da RDC
n2 294/2019, e a indica¢do da seguinte frase de perigo “Pode provocar danos ao figado por
exposicdo repetida ou prolongada”, conforme o Anexo Il da RDC n2 296/2019.
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CBZ: Carbendazim

CitoB: Citocalasina B
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de Pragas Canadense)

PT: Produto técnico;
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sg: Significativo

USEPA: United States Environmental Protection Agency (Agéncia de Protecao Ambiental
Americana)

WoE: Weight of Evidence (Peso da evidéncia)

vo: Via oral

RESUMO

O Carbendazim (CBZ) é um fungicida sistémico de amplo espectro, pertencente a classe
dos benzimidazadis, cuja agao pesticida decorre da inibi¢ao da polimerizagao de B-tubulina, o que
impede a formacdo adequada do fuso acromatico e, consequentemente, prejudica o processo
de divisao celular. Na avaliacao do potencial de mutagenicidade do CBZ, foram considerados
estudos regulatérios apresentados pela FT, estudos da literatura cientifica obtidos mediante
revisao sistematica e relatérios das principais agéncias reguladoras internacionais. A partir deles,
verificou-se que o CBZ nao provoca danos diretos ao DNA, tampouco mutag¢des pontuais in
vitro em células bacterianas (teste de Ames) e em células de mamiferos, exceto na presenca de
impurezas com relevancia toxicoldgica, para as quais ficou estabelecido como limite as
concentracdes de 0,0006 g/kg (DAP) e 0,0005 g/kg (AHP) para os produtos registrados no Brasil.
Verificou-se ainda, nos estudos in vitro em células de mamiferos, que o CBZ ndo induz
aberragdes estruturais, mas causa aberracdes numéricas em concentragoes >0,2 pug/mL (NOEL =
0,1 ug/mL). Os dados in vivo foram consistentes com os obtidos in vitro (auséncia de mutagdes
pontuais e clastogénese, com ocorréncia de micronucleo, poliploidia e aneuploidia), o que
confere maior forca ao peso da evidéncia quanto ao potencial de aneugenicidade do CBZ. Por
fim, estudosin vivo em células germinativas de mamiferos (espermatozoides e ovdcitos)
também indicaram inducdo de aneuploidia, em doses >50 mg/kg/dia. Assim, considerou-se que
essa dose nao pode ser utilizada como um limiar adequado para derivar doses seguras
para proteger a saude de humanos, uma vez que: |) esse valor corresponde ao LOAEL, sendo
desconhecida a dose sem efeito mutagénico para o CBZ (NOAEL); Il) ha evidéncias robustas
demonstrando maior susceptibilidade dos ovdcitos humanos a aneuploidia, em comparacao aos
espermatozoides e as células somdticas humanas e a roedores; lll) espera-se agravamento
decorrente do processo de envelhecimento caracteristico desse tipo celular e polimofismos de
subpopula¢des. Ainda, cabe mencionar que os estudos in vitro e in vivo realizados com o CBZ,
somados aos estudos mecanisticos avaliados, claramente indicam a indugao do evento iniciador
(ligacdo a tubulina) e de eventos-chave (despolimerizacdo da tubulina, desorganizacao de fuso
mitético e indu¢do de ovdcitos aneupldides) de uma Via de Efeito Adverso (AOP) ja
internacionalmente caracterizada - AOP 106 (ligagao quimica a tubulina em ovécitos, levando a
uma prole aneupldide). Portanto, a referida AOP corrobora a classificagdo do CBZ como
mutagénico para células germinativas. A descricdo dessa AOP e de seus eventos-chaves
aponta incertezas quantitativas que podem estar associadas a essa via e que interferem na
escolha de um limiar adequado. A partir do conjunto de dados de mutagenicidade, associado
aos estudos mecanisticos e de toxicidade reprodutiva também analisados, conclui-se que o CBZ
é um agente aneugénico e que nao ha evidéncia que permita estimar adequadamente uma
dose in vivo em que ndo se espera a ocorréncia desses danos cromossomicos as células



germinativas em humanos. Isto é, nao é possivel definir um limiar de dose adequado, capaz de
prevenir a ocorréncia dos efeitos aneugénicos induzidos pelo CBZ. Portanto, com base na
avaliacdo do peso das evidéncias disponiveis e considerando a legislacdo brasileira, conclui-se
que o CBZ preenche os requisitos proibitivos de registro estabelecidos pela Lei n2 7.802, de julho
de 1989 e pelo Decreto n2 4.074, de janeiro de 2002; devendo ser classificado na Categoria 1B
em funcao da mutagenicidade, conforme estabelecido na Secao 4, Anexo IV da RDC n? 294, de
29 de julho de 2019. Em tais dispositivos legais, fica estabelecida a proibicao do registro de
agrotdéxicos que apresentem caracteristicas mutagénicas e para os quais ndo seja possivel
determinar um limiar de dose que permita proceder com as demais etapas da avalia¢ao do risco.

1. INTRODUCAO

O presente parecer objetiva avaliar o potencial mutagénico do ingrediente ativo
CBZ, a partir do conjunto de evidéncias — in vitro e in vivo — relevantes disponiveis, quais sejam:
estudos de mutagenicidade (mutacdes génicas e aberracdes cromossémicas), outros estudos
de genotoxicidade, estudos mecanisticos e de toxicidade reprodutiva. Foram também
considerados relevantes os estudos realizados com o ingrediente ativo Benomil, cujo principal
produto de degradacdo é o Carbendazim. Todos os estudos aqui discutidos foram obtidos do
relatdrio apresentado pela FT, dos relatérios das principais agéncias reguladoras internacionais
e da revisao sistematica da literatura cientifica conduzida pela Coordena¢ao de Reavaliagao
(CREAV).

Entdo, como parte do processo de reavaliacdao desse IA, foi conduzida uma busca
sistematica da literatura cientifica para identificar estudos que relatam toxicidade associada a
exposicdo ao CBZ (Parecer n° 07/2021), a fim de integrar esses dados aos estudos regulatérios
disponibilizados pelas empresas registrantes, por meio de uma analise de peso da evidéncia
(WoE).

A analise do potencial mutagénico do CBZ foi efetuada com a utilizacdo da
abordagem de WoE, seguindo critérios também adotados por diversas autoridades regulatérias
internacionais, para fins de tomada de decisao, conforme sera detalhado a seguir.

2. ANALISE
2.1 Estudos in vitro
2.1.1 Mutagao pontual em bactérias

A FT avaliou 26 estudos de mutagenicidade em células procariotas com diferentes
linhagens de Salmonella typhimurium e um estudo que empregou também uma linhagem
de Escherichia coli (Innvitro, 2020). Desse total, 24 estudos foram conduzidos para os produtos
das empresas registrantes, todos eles negativos para mutagdao em procariotos. Ainda, a FT
também incluiu em sua andlise dois outros estudos regulatérios de mutagenicidade com base
em relatdrios de outras agéncias, ambos com CBZ de pureza elevada, os quais também
apresentaram resultados negativos para mutagenicidade em diferentes linhagens de S.
typhimurium e uma linhagem de E. coli (Ranzini et al., 2001; Ming et al., 2001 apud Innvitro,
2001). Esses estudos foram adequadamente analisados pela APVMA (2009) e por isso nao
foram descritos em detalhes neste parecer. Embora todos os resultados tenham sido negativos,
destacou-se no relatdrio entregue que o CBZ possui duas impurezas consideradas relevantes



do ponto de vista toxicoldgico: 3-Amino-2-hydroxyphenazine (AHP) e 2,3-Diamino- phenazine
(DAP), ambas com resultados positivo para mutagénese pelo teste de Ames.

Dos 24 estudos conduzidos para os produtos das empresas registrantes,
considerou-se apenas seis como relevantes para a reavaliagao toxicolégica do CBZ, pois foram
realizados com o produto técnico. As andlises desses estudos foram incluidas no Quadro 1
(Vargas, 1995; Moura, 200; Miyaji, 2005; Miyaji, 2008; Miyaji, 2009; Miyaji, 2012). Ainda, foi
analisado mais um estudo com produto técnico, protocolodo pela empresa Bayer S.A., que nao
faz parte da FT (Stammberger, 1992). Todos esses estudos foram negativos para mutacao
pontual.

Outras autoridades reguladoras internacionais também avaliaram uma grande
quantidade de estudos de mutacao pontual em bactérias. A agéncia australiana avaliou cinco
estudos de Ames (Ranzini et al., 2001a, 2001b; Yang et al., 1997; Ming et al., 2001; Adams et al.
1996 apud APVMA, 2009) e considerou os resultados consistentemente negativos (APVMA,
2009). J4 a USEPA (2014; 2020) verificou um estudo regulatério positivo e cinco estudos
regulatdrios negativos.

A EFSA (2009a), por sua vez, apds um maior aprofundamento das analises com
utilizacdo de mais estudos, também concluiu que os resultados dos estudos regulatérios com
CBZ puro foram consistentemente negativos (Gericke, 1977; Gericke, 1979; Reynolds, 1989;
Stammberger, 1992; Zdzienicka, 1983; Arce et al., 1983; Arce e Sarrif, 1983; Donovan e Irr, 198;
Russel et al., 1983; Donovan et al., 1983; Gelbke e Engelhardt 1983; Gelbke e Engelhardt, 1984;
Reynolds e Sarrrif, 1993 apud EFSA, 2009a). Entretanto, a agéncia europeia verificou ensaios de
Ames positivos para mutacdes de janela de leitura com S. Typhimurium (Donovan et al., 1983;
Gelbke e Engelhardt, 1983; Gelbke e Engelhard, 1984; Jung e Weigand, 1983; Reynolds e Sarrrif,
1993 apud EFSA, 2009a). Investigacdes subsequentes compararam diferentes bateladas de CBZ
com diferentes concentragdes de impurezas e indicaram que esses efeitos positivos,
provavelmente, foram decorrentes das impurezas DAP e AHP. Diante disso, a EFSA (2009a)
estabeleceu limites para essas impurezas com base nos resultados dos estudos de Ames, nos
quais ndo se observou aumento de col6nias revertentes para concentracdes de 0,004 g/kg de
AHP e de 0,0006 g/kg de DAP. Logo, para a DAP, foi estabelecido como aceitavel o valor maximo
de 0,6 ppm nos produtos técnicos. Para a AHP, embora os estudos de Ames nao tenha sido
positivo para concentragdes acima de 0,004 g/kg, a EFSA optou por manter a proposicdo da
FAO de 0,0005 g/kg como limite maximo para esta impureza.

A agéncia canadense também avaliou uma grande quantidade de ensaios de
mutacdo reversa em bactérias, sendo mais da metade deles com resposta positiva (15 estudos),
geralmente apds ativacdo metabdlica (PMRA, 2011). Entretanto, os estudos com o CBZ de
elevado grau de pureza apresentaram resultados geralmente negativos (14 estudos). Isso
também levou a PMRA (2011) a concluir que os resultados positivos para mutagenicidade
nesses ensaios decorrem da presengca de impurezas. Amostras de CBZ contendo
aminofenazinas foram mutagénicas em 8 estudos. Adicionalmente, um metabdlito de menor
importancia em ratos, 2- amino-benzimidazole (2-AB), também foi positivo em ensaio de Ames.
Por outro lado, o CBZ puro (99,5%) e seu principal metabdlito (5-OH Carbendazim) nao
apresentaram mutagenicidade. A partir da avaliacdo em conjunto de todos esses resultados, a
PMRA (2011), assim como a EFSA, concluiu que ha evidéncia de que os resultados positivos nos
ensaios de Ames decorrem da presenca de DAP e a AHP.

A partir das analises dos estudos protocolados pelas empresas registrantes, dos
estudos da literatura cientifica e dos estudos avaliados por autoridades regulatdrias



internacionais, conclui-se que o CBZ nao provoca mutag¢des pontuais em células bacterianas,
exceto quando hd a presenca das impurezas toxicologicamente relevantes DAP e AHP. Embora
os estudos positivos com essas impurezas nao tenham sido entregues a Anvisa, as discussdes
internacionais a respeito de seus potenciais mutagénicos sdao consistentes. Portanto, com base
nos estudos de Ames e nas avaliagcOes internacionais, deve-se limitar a concentracao dessas

impurezas nos produtos registrados no Brasil a 0,0006 g/kg (DAP) e 0,0005 g/kg (AHP).

Quadro 1. Avaliacdo da mutagenicidade do ingrediente ativo CBZ in vitro em células procariotas (teste de Ames).

Referéncia

Limitagoes,
inconsisténcias e

. Protocolo Resultados segundo autor . N Conclusao
(Patrocinador) consideragoes
relevantes
Pureza: 95%
Linhagem: 5. N3o houve aumento sg R
Vargas, 1995 Typhimurium TA97a, TA98, nem dose-dependente de Auséncia de
! TA100, TA1535. N citotoxicidade na maior | NEGATIVO
Adama . revertentes ou alteragdo
Delineamento: 1, 10, 100, da RM dose testada.
1000 e 5000 pg/placa, S9* e S9 '
P.ureza: PT (%NI) M sg revertentes apenas
Linhagem: S. AL
Miyaji, 2005 | Typhimurium TA97a, TAgs, | "2 dose deO,1mg/placa | Auséncia de .
UPL TA100, TA102, TA1535. para TA97a, sem resposta | citotoxicidade na maior | NEGATIVO
. dose-dependente ou dose testada.
Delineamento: 0,001; 0,01;
0,1; 1; 5 mg/placa; S9* e S9. aumento na RM.
Pureza: PT (%NI)
Linhagem: S. N3do houve aumento sg Auséncia de
Miyaji, 2008 Typhimurium TA97a, TA9S8, nem dose dependente de | citotoxicidade na maior NEGATIVO
Ourofino TA100, TA102, TA1535. revertentes ou alteracdo dose testada para
Delineamento: 0,001; 0,01; da RM. algumas linhagens.
0,1; 1; 5 mg/placa; S9* e S9-.
Pureza: PT (%NI)
Linhagem: S. Ndo houve aumento sg Auséncia de
Miyaji, 2009 Typhimurium TA97a, TA9S8, nem dose dependente de | citotoxicidade na maior NEGATIVO
UPL TA100, TA102, TA1535. revertentes ou alteragdo dose testada para
Delineamento: 0,001; 0,01; da RM. algumas linhagens.
0,1; 1; 5 mg/placa; S9* e 9.
Pureza: PT (%NI)
Linhagem: S. N30 houv men AUSENCi
Miyaji, 2012 Typhimurium TAS7a, TA98, n:r?w dc;l;eedae:e:d;ztsegde ci:cifo:iji:aede na maior
’ TA100, TA102, TA1535 N NEGATIVO
Nortox . revertentes ou alteragdo | dose testada para
Delineamento: 0,003; 0,01; da RM. algumas linhagens.
0,03;0,1;0,3;1;3;5
mg/placa; S9* e S9'.
Pureza: 97,7%
Linhagem: 5. Ndo houve aumento sg
Stammberger, | Typhimurium TA98, TA100, nem dose dependente de Auséncia de
1992 TA1535, TA1537 e TA1538 - citotoxicidade na maior | NEGATIVO
. revertentes ou alteragdo
Bayer e E. coli WP2uvrA. da RM dose testada.
Delineamento: 4, 20, 100, 500, '
2500, 5000 pg/placa; S9* e S9.
Moura, 2000 N3do houve aumento sg Auséncia de
Sumimoto Pureza: PT (%NI) nem dose dependente de | citotoxicidade na maior NEGATIVO



Linhagem: S. revertentes ou alteracdo | dose testada para
Typhimurium TA98, TA100, da RM. algumas linhagens.
TA1535 e TA1538.

Delineamento: 648, 1080,

3000, 5000 ug/placa; S9* e S9.

S9*: com ativagdo metabdlica; S9°: sem ativagcdo metabdlica; RM: razdo de mutagenicidade; sg: significativo; PT:
produto técnico; NI: ndo informada.

2.1.2 Mutagao pontual em células de mamiferos

A FT apresentou apenas um estudo regulatério para mutacdo génica em células
de mamifero (células L5178Y), o qual foi considerado negativo (Adams, 1996). A APVMA (2009)
também avaliou somente esse estudo em relagdao ao potencial de mutagao génica para células
de mamiferos. No Quadro 2, hd um detalhamento da andlise desse estudo pela Anvisa.
Adicionalmente, também foi incluida a analise de um artigo na literatura cientifica (Ermler et
al., 2013), identificado na revisao sistematica.

Outros estudos regulatdrios foram avaliados pelas demais agéncias internacionais.
A USEPA (2020) verificou resultados positivos em dois estudos regulatérios de mutacao génica
com linfécitos de camundongos e um negativo em células de ovario de hamster chinés. Ja a
PMRA (2011) concluiu que o CBZ foi negativo em trés dos ensaios in vitro em células de
mamiferos (dois deles utilizaram CBZ com alta pureza); e foi positivo em outros trés estudos,
dos quais um foi efetuado com CBZ de pureza desconhecida e outro foi conduzido em
concentragao extremamente toxica.

A EFSA (2009a) considerou que os estudos in vitro para avaliacao do potencial de
inducdao de mutagdes pontuais em células de mamiferos foram consistentemente negativos em
diferentes tipos celulares (McCooey et al., 1983, Cifone & Brusick, 1983; Adams & Sacammel,
1996 apud EFSA, 2009a). Somente em um estudo (McCooey et al., 1983 apud EFSA, 2009a) se
verificou aumento estatisticamente significativo na frequéncia de mutagdes em células de
linfoma de camundongos. Entretanto, a EFSA (2009a) contestou a sua relevancia bioldgica, uma
vez que ficou constatada alta citotoxicidade (reducdao do crescimento relativo a um valor <
10%), além do grau de pureza questiondvel do CBZ utilizado. Por outro lado, numa amostra de
CBZ com elevada pureza (< 5ppm e 3ppm de impurezas DAP e AHP, respectivamente) verificou-
se resultado claramente negativo nesse mesmo tipo de ensaio (EFSA, 2009a).

A partir das analises dos estudos protocolados pelas empresas registrantes, dos
estudos da literatura cientifica e dos estudos avaliados por autoridades regulatorias
internacionais, conclui-se que o CBZ nao induz mutac¢des pontuais em células de mamiferos in
vitro, exceto quando ha a presenca das impurezas toxicologicamente relevantes (DAP e AHP).
Embora os estudos positivos com essas impurezas ndao tenham sido entregues a Anvisa, as
discussdes internacionais a respeito de seus potenciais mutagénicos sdao consistentes e,
conforme abordado no item 2.1.1, deve-se limitar a concentracdo dessas impurezas nos
produtos registrados no Brasil.

Quadro 2. Avaliacdo da mutagenicidade do ingrediente ativo CBZ in vitro em células de mamiferos (mutacao
pontual).

LimitagOes, inconsisténcias e

. ~ Conclusao
consideragdes relevantes

Referéncia | Protocolo Resultados segundo autor



Pureza: 99,5%;

Linhagem: células de e N&o houve e 2x10° células tratadas
Inhagem: c aumento (RD OECD 476:
linforna murino (L5178Y); o 6
. significativo na 6x10° células);
Delineamento: 1, 5, 10, 25, frequéncia de e Eficiéncia de
Adames, 50, 100 mg/mL (teste 1) e 5, mu('qca %6 clonagem <65% no NEGATIVO
1996 10, 20, 30, 40, 50 mg/mL . (;. - & o7
. ) e Citotoxicidade teste 1. Por isso, no
(teste 2); S9* e S9por 3 .
celular excessiva a teste 2, a dose
horas; 48 horas para . . .
expressao fenotipica (Ensaio partir de 50 maxima foi 50
P P mg/mL. mg/mL.

HPRT).
S9*: com ativagdo metabdlica; S9°: sem ativagdo metabdlica; RD OECD: Recomendacdo da diretriz OECD.

2.1.3 Aberragao cromossomica em células de mamiferos

A FT incluiu em sua avaliacdo oito estudos in vitro de aberracdes cromossdmicas
em células de mamiferos, provenientes da literatura cientifica, sendo 7 deles em células
somaticas e somente um em células germinativas. Esses estudos foram detalhados no Quadro
3, com exceg¢do de um estudo mecanistico (Can & Albertini, 1997) que foi incluido no item 2.4,
Quadro 7. A FT concluiu que os estudos analisados foram negativos para clastogenicidade e
positivos para aneugénese (inducdao de micronucleos), sendo os efeitos positivos observados
em doses 20,2 pug/mL (limiar para atividade aneugénica in vitro). Houve divergéncia entre a
analise da Anvisa e da FT para um estudo (Van Hummelen et al., 1995), considerado positivo
pela FT e inconclusivo pela Anvisa, devido a grande quantidade de limitagdes.

As demais autoridades regulatérias internacionais avaliaram uma menor
quantidade de estudos. Essa diferenga decorreu principalmente do enfoque dado aos estudos
regulatorios ou da auséncia de inclusdao de estudos mais recentes da literatura cientifica. A
USEPA (2014), por exemplo, avaliou apenas um estudo in vitro com célula de ovario de hamster
chinés, no qual o CBZ foi negativo para aberracdo. Ja a CREAV realizou uma revisao sistematica,
incluindo quatorze estudos cientificos na analise (Quadro 3). Um desses estudos, Takeshita e
colaboradores (2016), foi considerado ndo relevante para avaliacao do peso da evidéncia sobre
mutagenicidade, pois avaliou apenas edema nuclear apds exposicao ao CBZ.

A EFSA (2009a) avaliou trés ensaios in vitro em células de mamiferos. O estudo de
Bandhun (1985) com linfécitos humanos foi negativo para aberracdo cromossémica e para
troca de cromatides-irmas. Ja o estudo de Kitching (1996b), embora também negativo para
aberragcdes cromossOmicas in vitro em linfécitos humanos, evidenciou um aumento na
incidéncia de poliploidia nas células expostas ao CBZ . Ainda, segundo a EFSA, o estudo de Myhr
e Galloway (1984) corroborou o resultado negativo in vitro para troca de cromatides-irmas em
células de ovario de hamster chinés (CHO), porém evidenciou tetraploidia. Diante desses
resultados nos ensaios citogenéticos in vitro com células de mamiferos, a EFSA (2009a) concluiu
que o CBZ naoinduziu aberragdes cromossdmicas estruturais e nem troca de cromatides irmas.
Entretanto, foram verificados cromossomos contraidos apds exposicdao ao CBZ, efeito
caracteristico de inibidores do fuso mitotico. Logo, a agéncia europeia concluiu que esse IA
causou arranjos desorganizados de cromossomos hipercontraidos, poliploidias e micronucleos,
como consequéncia da perturbacdo do fuso mitdtico. Ou seja, ele apresentou atividade
aneugénica in vitro em células de mamiferos (EFSA, 2009a).

A EFSA (2009a) discutiu ainda que, para agentes aneugénicos desse tipo, seria
possivel determinar um limiar para mutagenicidade. Assim, com base nos dados disponiveis e
considerando a ndao-disjungao cromossdmica como o efeito mais sensivel, essa agéncia estimou



um limiar in vitro de 0,2 - 0,6 ug/mL para a atividade aneugénica do CBZ em linfocitos humanos
(Elhajouji et al, 1997; Marshall, 1996).

A APVMA (2009) também avaliou ensaios in vitro em células de mamiferos. Dois
estudos de Kitching e colaboradores (1996a, 1996b) — com culturas de CHL (células pulmonares
de hamster chinés) e linfécitos humanos, respectivamente — apresentaram resultados
negativos para atividade clastogénica e positivos para poliploidia (em todas as doses testadas).
Outros quatro estudos em culturas de linfécitos humanos investigaram a atividade aneugénica
associada ao CBZ (Marshall et al., 1996; Bentley et al., 2000; Elhajouji et al., 1995, 1997). A partir
desses estudos, a agéncia australiana também considerou que o CBZ causa aneugénese nas
concentragdes = 0,2 pg/mL (Elhajouiji et al., 1995, 1997).

A PMRA (2011) concordou com essa avaliagao e concluiu que o CBZ induziu
aneuploidia, poliploidia e aumento de formagdao de micronucleos em cultura de linfdcitos
humanos e de células de camundongos, apds avaliagao de nove ensaios in vitro com células de
mamiferos, os quais foram predominantemente positivos para aneuploidia. A JMPR/ FAO
(2005) avaliou quatro ensaios in vitro em células de mamiferos, referentes a inducao de
aneuploidia em linfécitos humanos (Marshall et al., 1996; Bentley et al., 2000; Elhajouiji et al.,
1995, 1997), e obteve a mesma conclusdao quanto ao potencial aneugénico e limiar de dose in
vitro para o CBZ.

A partir das analises dos estudos da literatura cientifica e dos estudos avaliados
por autoridades regulatdrias internacionais, conclui-se que o CBZ nao provoca aberracdes
estruturais in vitroem células de mamiferos, mas induziu aberracdes numéricas em
concentragdes 20,2 ug/mL (NOEL de 0,1 pg/mL). Portanto, o CBZ é considerado uma substancia
aneugeénica.

Quadro 3. Avaliacdo da mutagenicidade do ingrediente ativo CBZ in vitro em células de mamiferos (aberracao
cromossémica).

Limitagoes,
P Resultados segundo inconsisténcias e ~
Referéncia Protocolo . o Conclusdo
autor consideragoes
relevantes
e Auséncia de
controle
positivo;
e Apenasuma alta
Pureza: Ndo informada. concentracao
Linhagem: Cultura de . testada;
P e Observagdo de Al
linfocitos humanos de i e Auséncia de
el aberragoes i
sangue periférico; a . anadlise de
: cromossomicas . -
Delineamento: Teste de . citotoxicidade;
~ do tipo
aberracao - e Somente uma
N cromatidica, .
Lamb et al., 1980 | cromossbmica. condicao INCONCLUSIVO

sem aumento
significativo na
frequéncia, em
relagao ao
grupo controle.

experimental
testada (ndo
foram

Exposicdo das células ao
CBZ (0,5 mg/mL), S9,
em 4h apés adicao do
agente mitégeno, até efetuadas as
amostragem, apds 44h exposicoes de
de incubagdo. curto prazo (3-6
horas), S9* e S9

Andlise de 100
metafases (RD



Banduhn et al.,
1985

Van Hummelen et
al., 1995a

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Cultura de
linfocitos humanos
isolados de sangue
periférico;
Delineamento: Exposica
o das células ao CBZ,
S9* e S9°. 1) andlise de
aberragdes
cromossdmicas (107; 10°
6.10%; 2,5x107%; 5x 10
% 7,5x107%; 10*M); 2)
teste de MN sem citoB,
com coloragdo para
heterocromatina
centromérica (5 x 107;

10%;5x10° 10, 5x 10°

>M).

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: cultura de
linfécitos humanos
isolados de sangue
periférico e cultura de
sangue total;
Delineamento: Teste de
MN com FISH: Exposicao
das células ao CBZ, S9-,
em 24h pos-
estimulagdo, até o
término da incubacdo
(72h); adicdo de
citocalasina B 44h pds-

Auséncia
aberragdes
estruturais S9+
e S9;

Inducdo de C-
mitose
(metafase com
morfologia
idéntica a
induzida pelo
controle
positivo —
colcemid),
poliploidia e
MN (presenca
de centromero
—aneugénese
em
concentragoes
>1x10°M);
Indugdo de
danos de longa
duragdo ao
fuso, resultando
em elevada
frequéncia de
poliploidias nas
mitoses
subsequentes.

“Msg dose-
dependente na
frequéncia de
linfécitos
binucleados
com MN: em
linfécitos
isolados (10 e
15uM); e no
sangue total (5-
20pM);

N frequéncia de
MN com
centrébmero:

OECD 473: 2
300);
Impossibilidade
de analise cega:
intensa
condensacgdo de
cromossomos
no grupo
tratado.
Auséncia de
informacdes
sobre os
doadores da
amostra de
sangue;
Aberracao
estrutural e
numérica (2n,
4n e 8n)
avaliadas em
100 e 200
metafases,
respectivament
e (RD OECD
473: 2300);
Analise de MN
em 1000 células
(RD OECD 487:
>2000);

No teste de
aberracao
cromossomica,
nao foi
efetuada S9;
No teste de
MN, o periodo
de exposicao
nao foi
informado;
Avaliagdo da
citotoxicidade
pelo IM.

RD OECD 487:
inicio da
exposicdo em
44-48h pos-
estimulagdo;
Analise de 1000
linfécitos
binucleados (RD
OECD 487:
>2000 células,
mas o estudo ja
obteve
resultado sg
com 1000);

POSITIVO
Aneugénese
(=0,2pg/ml
NOEL=0,1pg/m
1)

POSITIVO
Aneugénese

(> 1pg/ml)



Van Hummelen et

al., 1995b

Kithcching et al.,
1996a? apud
APVMA (2009)

Kithcching et al.,
1996b! apud

estimulacdo. 1) para
linfécitos isolados: 10,
15 e 20uM; II) para
sangue total: 5, 10, 15,
20 e 25uM.

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: cultura de
linfécitos humanos
isolados de sangue
periférico;
Delineamento: Teste de
MN. Exposicdo das
células a raios y (agente
clastogénico) e ao CBZ
(2ug/ml), S9°, em 24h
pos-estimulacdo, até o
término da incubacdo
(72h). Dois protocolos:
(1) Cultura sem citoB:
separac¢ado das fragoes
celularesem G1 e G2
(citometria de fluxo); Il)
Cultura com citoB (44h
pés-estimulagdo). Para
ambos: andlise de
imagem quanto ao
conteldo e 4drea do DNA
(macro e micronucleos).

Pureza: 99,5%.
Linhagem: CHL.
Delineamento: Teste de
MN, S9* e S9° (0,78-
100pg/ml).

Pureza: 99,5%.
Linhagem: Culturas de
linfécitos humanos.

79% (5uM) e .

89% (10uM),
¢ Indica efeito

aneugeénico.

e Para os dois
protocolos:
conteudo de
DNA dos MN
nas células G2
foram 2x maior
do que G1.

e MN em células
G1 com Msgno
conteudo de
DNA, area
absoluta e
relativa a célula
total
(P<0,0001),
comparado a
inducdo por
raios y (em
cultura com
citoB);

e “sgno
conteudo de
DNA entre
macronucleos
de linfdcitos
tratados com
CBZ com (P
<0,0001) ou
sem (P =0,03)
MN, em
comparacao ao
controle.

Inducdo de poliploidia
em todas as doses
testadas, mas sem
efeito clastogénico.

Inducdo de poliploidia,
em todas as doses

Avaliacdo da
citotoxicidade
pelo IR;

Na cultura de
linfocitos
isolados
(20uM), baiixo
rendimento de
linfocitos
binucleados,
impossibilitand
o analise de
MN;

Auséncia de
controle
positivo.

Auséncia de
controle
positivo;

RD OECD 487:
inicio da
exposicao em
44-48h pos-
estimulacao;
Numero total de
células
analisadas
inferior ao RD
OECD 487
(2000 células
binucleadas);
N3o foi relatada
comparagao
entre n°® MIN
nas células
expostas e
controle;

N3o foi relatada
avaliagdo da
citotoxicidade;
Utilizagao de
somente uma
concentracao
de CBZ.

POSITIVO
- Aneugénese
(>0,78pg/ml)

POSITIVO
- Aneugénese
(>0,78pg/ml)

INCONCLUSIVO



APVMA (2009) e
EFSA (2009a)

Elhajouiji et al.,
1995,

1997* apud APVM

A (2009);

JMPR/FAO (2005)*

Marshall et al.,
1996
apud! APVMA

(2009); JIMPR/FAO

(2005);
EFSA

Delineamento: Teste de
MN, S9* e S9° (0,78-
100pg/ml).

Pureza: 99,5%.
Linhagem: Culturas de
linfécitos humanos.
Delineamento: Teste de
MN. Exposi¢ao ao CBZ
(0-2 pg/ml), S9* e S9'. 1)
Andlise de n3o-
disjuncdo em linfdcitos
binucleados bloqueados
em citocinese (sondas
centromeéricas para
cromossomos 1 e 17). 11)
Andlise de perda
cromossOmica pela
identificacdo de MN
com centrémeros
(sonda pan-
centromérica).

Pureza: 99,7%.
Linhagem: Culturas de
linfocitos humanos.
Delineamento: Teste de
MN. Exposicao de
linfocitos humanos ao
CBZ (0-5 pg/ml), S9* e
S9'. Andlise de linfécitos
humanos binucleados
com bloqueio da
citocinese, com uso de
FISH e marcacdo de
centrémeros/
cinetdcoros.

testadas, mas sem
efeito clastogénico.

e 12 concentragao
na qual ocorreu
um “sg foi
superior para a
perda
cromossOmica,
quando
comparada a
nao-disjungao;

e Inducdo de
aneuploidia em
concentragodes
>0,2 pg/ml.

e Desfecho de
ndo-disjuncao
ocorreu com
maior
frequéncia e,
geralmente, em
concentragodes
inferiores
aquelas
associadas a
perda e ao
ganho
cromossomico,
sendo o evento
aneugeénico
mais sensivel
para a
determinagao
de limiar.

e Formato quase
idéntico das
dose-resposta
para os seis
Cromossomaos
para os
diferentes
desfechos
investigados;

e Limiares para
ndo-disjuncao:
600 ng/ml —
Cromossomaos
17 e X; 700
ng/ml —
cromossomo 1;

Limiar
modelado.

Laminas
hibridizadas
com sondas de
DNA
centromeéricas
especificas para
seis
Cromossomos
humanos: 1e 8
(trissomias
associadas a
varios tipos de
tumor), 11
(associado ao
tumor de
Wilm), 17
(associado ao
gene p53 e
predisposicao
ao cancer de
mama) e X e 18
(frequentement
e associados a
aneuploidias).
Andlise de 1000
células, em
duplicata, com
classificacdo
das
anormalidades
numeéricas em:
perda ou ganho
cromossomico,
nao-disjungao
ou poliploidia.

POSITIVO
Aneugénese
(20,2 pg/ml
NOEL =
0,1ug/ml)

POSITIVO
Aneugénese
(20,6 ug/ml
NOEL=0,5
pg/ml)



Vigreux et al.,
1998

Elhajouji et al.,
1998

Pureza: >99%
Linhagem: CHO-K1.
Delineamento: Aberraca
0 cromossomica
(estrutural e numérica).
Exposicao de células
CHO ao CBZ (0, 25,50 e
100 puM) por 4h, com
posterior incubacdo por
18h até a amostragem.
Uso de controle positivo
(Etoposida) e negativo.

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Cultura de
linfécitos humanos de
sangue periférico;
Delineamento: Ensaio
de MN. Exposicao das
células ao CBZ (0,03-2,0
ug/ml), S9, 24h apés a
estimulagdo mitégena
(PHA), com duragdo de
48h; adicao de cito Bem
44h e amostragem em
72h de incubacgao.

e 800 ng/ml —
Cromossomos
8,11e18.

Auséncia de
aberracdes
estruturais
(cromossomos/
cromatides);
Presenca de
poliploidias:
Nsg em todas
as doses
testadas, com
auséncia de
citotoxicidade.

N dose-
dependente na
frequéncia de
MN em células
mononucleadas
, com Msg nas
maiores
concentragoes;
Maior
frequéncia de
MN em células
binucleadas
(dados de
Elhajouji et al.,
1995), do que
em
mononucleadas
: MN
encontrados

Analise de 100
metafases (RD
OECD 473:
>300), mas
pode ser
reduzido pelo
grande n° de
células com
aberragao;

Aberracgdes
estruturais: tipo
cromossOmica e
cromatidica
(quebras e
trocas).

Autores relatam
aberracdes
numéricas
(poliploidia);

Citotoxicidade
avaliada pelo
método XTT,
em 2d pds-
tratamento (RD
OECD 473 cita
métodos RPD e
RICC);

Citotoxicidade <
50% na maior
dose;

Dose mais alta
de 250 uM, por
insolubilidade
em DMSO.
Estudo nao
relata método
para avaliagdo
da
citotoxicidade;

Auséncia de
comparagao
com o controle
negativo;
Ensaio em
duplicata e
analise de 1000
linfécitos
mononucleados

Autores
discutiram que
o TMN em
mononucleados

POSITIVO
Aneugénese

(25 pg/ml)

INCONCLUSIVO



Bentley et al.,

2000! apud APVM

A (2009);
JMPR/FAO (2005)

De Stoppelaar et
al., 2000.

Pureza: Benomil (95%) e
CBZ (97%).

Linhagem: Cultura de
linfocitos humanos.
Delineamento: Teste de
MN. Exposi¢do de
linfocitos humanos ao
Benomil e ao CBZ (0-500
KUM), S9°. Analise de
linfocitos humanos
binucleados com
blogueio da citocinese,
com uso de FISH e
marcagao de
centrémeros/
cinetdcoros.
Investigacao de 6
cromossomos humanos
(pares1e8;11e18;Xe
17).

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Fibroblastos
da pele de ratos wistar

o

nos
mononucleados
contém
essencialmente
Cromossomos
perdidos, ao
invés de
fragmentos
acéntricos
caracteristicos
de
clastogenicidad
(SH
Nao-disjuncao é
o desfecho mais
sensivel para
aneuploidia
induzida por
CBZ.

N3o disjuncdo
foi o desfecho
mais sensivel
para deteccdo
de aneuploidia,
com limiares de
dose
consistentes
entre os seis
Cromossomos
analisados;
Indugdo de
aneuploidia
(inibicdo do
fuso mitético)
por ambos os
compostos
testados, com
dose-resposta e
faixa de limiar
de dose quase
equimolar: 3,2
-43e3,8-
4,1uM para CBZ
e Benomil,
respectivament
e.

Auséncia de
clastogénese;
Tsg

aneuploidia,

ocorre mais
tardiamente,
em comparagao
aos
binucleados.
Logo, esse
desfecho ndo
pode ser usado
como marcador
precoce.
Entretanto, a
analise de
simultanea
permite
discriminar MN
recém-
formados (em
binucleados)
daqueles
persistentes a
efeitos iniciais
dos compostos
(em
mononucleados

).

Em meio
aquoso, a meia-
vida do Benomil
foi relatada
como sendo
~2h. Portanto,
presumiu-se
gue, nas
condigdes do
estudo, o
Benomil se
dissociou em
CBZ e n-butil-
isocianato;
Anormalidades
classificadas
como perda ou
ganho de
cromossomo,
nao disjuncao
ou poliploidia.

CBZ usado como
modelo;

GPA usado no
ensaio de MN:

POSITIVO
Aneugénese
(20,6 ug/ml
NOEL=0,5
pg/ml)

POSITIVO
(22,5 mg/ml)



Ermler et al., 2013

Delineamento: Teste de
MN in vitro com GPA:
apods 72h da indugado da
bolsa de granuloma
(n=10) — coleta de
fibroblastos, exposi¢do
ao CBZ, incubagdo na
presencga (CBZ 0; 0,5; 1;
2,5; 5 ug/ml) e auséncia
de citoB (CBZ 0; 1; 2,5;
5; 10; 20 pg/ml).
Preparo das laminas e
analise por FISH (sonda
centromérica geral e
combinacdes de sondas
para cromossomos
especificos (19p + 19q,
4q + Yq) — verificagdo de
ndo disjuncao,
poliploidia, perda
cromossOmica.

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: CHO-K1.
Delineamento: Teste de
MN. Benzimidazdis
(inclusive CBZ) testados
individualmente e em
mistura para avaliar
efeito aditivo. Testadas
8 concentragdes de cada
IA, com bloqueio de
citocinese. Contagem de
MN automatizada.
Citotoxicidade avaliada
por ensaio de MTT.

sendo ndo-
disjuncdo o erro
prevalente;

e “Msge dose-
dependente na
frequéncia MN
em células
binucleadas (>
2,5 mg/mL);

e “Msg perda
cromossOmica
(1e2,5ug/ml)
e P ndo-
disjuncdo (2,5
ug/ml), em
células
binucleadas;

e I sgpoliploidia
no ensaio com
citob e Psg
dose-
dependente no
ensaio sem cito
b (>2,5 ug/ml -
para células
mono e
binucleadas),
indicando que
citob interfere
na inducdo de
poliploidia pelo
CBzZ.

e /" dose-
dependente de
MN para CBZ e
outros IA, com
limiar. Mistura
com efeito
aditivo
(proporcional a
concentragao);

e Limiar modelado
CBZ:1,81x10°
M (IC:1,4-
2,34x10°M).

injecao
subcutanea de
ar estéril nas
costas dos
ratos, com
formacao de
bolsa na qual
ocorre
proliferacao
transitoria de
fibroblastos;
injecdo de CBZ
na bolsa; coleta
de fibroblastos
e avaliacdo de
aneuploidia;

e Andlise de
1000 células
binucleadas
(ensaios in
vitro);

e Foiobservado
TMN e
toxicidade (%
células
binucleadas)
em 5ug/ml. Por
isso, efetuou-se
avaliacdo
apenas na faixa
de dose 0-2,5
pg/ml.

e Auséncia de
controle
positivo;

o N°de células
contabilizadas
>1000
(RD OECD: 2
2000);

e Sistema
automatizado
subestimou a
contagem de
MN (avaliagdo
conservadora
para reduzir
contagem de
falsos-
positivos);

e Doses nao
claramente
relatadas;

POSITIVO
(NOEL=0,27
ug/ml)

S9*: com ativagdo metabdlica; S9°: sem ativagcdo metabdlica; CBZ: Carbendazim; MN: micronucleo; CHO: células de
ovario de hamster chinés; CHL: células de pulmdo de hamster chinés; sg: significativo; RD OECD: Recomendacdo
Diretriz OECD; NOEL: Nivel sem Efeito Observavel (No Observed Effect Level); IR: indice de replicac3o; citoB:



citocalasina b; IM: Indice mitético; PHA: fito-hemaglutinina; RICC: Aumento relativo na contagem de células; FISH:
hibridacdo fluorescente in situ; GPA: Ensaio de bolsa de granuloma (granuloma pouch assay); MTT: ensaio de
reducdo de tetrazolium; NI: ndo informada.

! As abordagens utilizadas pelas principais agéncias reguladoras internacionais foram similares e alinhadas ao
racional seguido pela Anvisa, sem haver necessidade de avaliagdo direta do estudo original.

2.2 Estudos in vivo
2.2.1 Mutagao pontual em células somaticas de mamiferos

Foram identificados apenas trés estudos regulatérios de mutagdao pontualin
vivo em células somaticas no relatério da EFSA (2009a) e PMRA (2011). Nesses estudos, o
CBZ nao induziu recombinagdo somatica, mutagdes pontuais, quebra ou perda de
cromossomos em Drosophila melanogaster (Mollet, 1976; Lamb e Lilly, 1980 apud EFSA,
2009a e PMRA, 2011). A EFSA concluiu ainda que a esterilidade observada nas ninhadas é
compativel com o efeito do CBZ de inibi¢gao dos fusos mitéticos. Em um ensaio de mancha em
camundongo (Fahring & Seiler, 1978 apud EFSA, 2009a), observou-se fraca atividade
mutagénica. Porém, devido a auséncia de reprodutibilidade desse efeito e a incerteza quanto
a pureza da amostra, a EFSA (2009a) considerou duvidosa a relevancia bioldgica dessa
evidéncia.

Embora os estudos disponiveis in vivo para mutacdao pontual ndo sejam tao
adequados, por ndo terem sido realizados em mamiferos ou pela quantidade de limita¢des, ndo
ha qualquer evidéncia de que o CBZ seja capaz de induzir muta¢des génicas, o que é
corroborado pelos resultados consistentemente negativos in vitro, tanto nos ensaios de Ames
quanto em células de mamiferos (itens 2.1 e 2.2).

2.2.2 Aberracao cromossomica em células somaticas de mamiferos

A FT avaliou 31 estudos in vivo em roedores que investigaram o potencial de dano
cromossémico do CBZ em células somaticas, por meio do ensaio de MN. Entretanto, foram
incluidos estudos conduzidos com produtos formulados, os quais ndao sdao objeto desta
reavaliacao e, por isso, nao foram abordados nesse parecer. Ainda, a FT adicionou 9 estudos da
literatura cientifica e concluiu que 5 deles evidenciaram a inducdao de MN apds exposicao oral
ao CBZ, indicando como LOAEL o valor de 62,5 mg/kg p.c..

No Quadro 4, foram detalhados os estudos relevantes mencionados pela FT
(conduzidos com produtos técnicos), como também aqueles selecionados na busca sistematica
realizada pela CREAV. Houve divergéncia na andlise de alguns estudos (Costa, 2001; Costa,
2009; Bastelli, 2012), considerados negativos pela FT, porém classificados como inconclusivos
pela CREAV, devido as limitacdes encontradas. Vale ressaltar que foi verificado nesses estudos
um aumento na frequéncia de MN, o qual, embora nao significativo pela analise estatistica
empregada no proprio estudo, ocorreu acima do controle histérico, foi duas vezes superior ao
controle concorrente ou compativel com os valores observados no estudo regulatdrio positivo
de Bentley (1992). Os estudos regulatérios mencionados pela FT (Meyer et al., 1980, Muller,
1990; Ashby & Tinwell, 2001; Yu, 1997) nao foram analisados pela CREAV, pois ndo fazem parte
dos documentos das empresas registrantes no Brasil. Porém, foram incluidos nas analises das
demais autoridades internacionais discutidas neste parecer. As abordagens utilizadas pelas



principais agéncias reguladoras internacionais foram similares e alinhadas ao racional seguido
pela Anvisa.

Apds a andlise de todos os estudos do Quadro 4, bem como dos relatérios das
agéncias internacionais, resta claro que o CBZ induz aberragcdes cromossdmicas in
vivo (micronucleo) em mamiferos. Vdrios estudos investigaram a inducdao de MN, apds
administragao oral de CBZ, que é a via mais relevante para humanos, utilizando diferentes tipos
celulares. Observou-se consistentemente aumento na frequéncia de MN em eritrdcitos do
sangue periférico (200 mg/kg p.c.), além de células epiteliais (500 mg/kg p.c.), hepaticas (62,5
mg/kg p.c.) e duodenais (500 mg/kg p.c.). Os estudos de Bentley et al. (1992) e Sarrif et al.
(1994) — conduzidos com CBZ e Benomil, respectivamente — mostram ainda que esse aumento
na frequéncia de MN decorre, predominantemente, da inducdo de aneuploidia e ndao de
aberracdes cromossOmicas estruturais.

Com uma analise semelhante, mas avaliando outros estudos regulatorios, a
APVMA (2009), a JMPR/ FAO (2005) e a EFSA (2009a) concluiram que houve inducdo de MN em
eritrocitos policromaticos da medula déssea de camundongos e ratos expostos a doses
superiores a 50 mg/kg p.c. pela via oral (Mayer & Kramer, 1980; Mayer et al., 1980; Seiler, 1976;
Seiler, 1980; Bentley, 1992 apud EFSA, 2009a; Ashby & Tinwell, 2001 apud APVMA, 2009).
Ainda, um estudo de MN em células epiteliais do célon de camundongos (Vanhauwaert et al.,
2001), com dose Unica via oral (gavagem), também constatou a formag¢ao de MN, em doses >
500 mg/kg p.c.. Por outro lado, trés estudos de MN na medula éssea de camundongo, apds
dose Unica via gavagem, apresentaram resultados negativos (Yu, 1997a, 1997b; Mueller, 1990
apud APVMA, 2009 e FAO, 2005). O estudo de Muller (1990) foi considerado inadequado pela
EFSA (2009a) devido as suas limitacoes. Ainda, os estudos de Bentley et al. (1992), Sarrif et al.
(1994) e Ashby & Tinwell (2001) confirmaram a inducao de aneuploidia nas células somaticas
de roedores (APVMA, 2009; JIMPR/ FAO, 2005; EFSA, 2009a).

Adicionalmente, a EFSA (2009a) concluiu que esses resultados in vivo foram
consistentes com aqueles obtidos in vitro, nos quais também foram observados MN, poliploidia
e aneuploidia, o que confere maior forca ao peso da evidéncia sobre o potencial do CBZ de
causar aberragdes cromossOmicas numéricas.

Segundo a EFSA (2009a), os dados experimentais in vivo indicaram uma dose oral
bem superior aquela obtida in vitro para se atingir concentracdes teciduais ou sanguineas
efetivas, ja que uma Unica exposicdo oral de 50 mg/kg p.c. ndo aumentou a frequéncia de
eritrocitos micronucleados na medula 6ssea. Na discussdao da USEPA (2014; 2020), hd um
alinhamento quanto a indugdo de MN em doses superiores a 100 mg/kg p.c. (auséncia de
efeitos na dose de 50 mg/kg p.c. em estudo de MN na medula éssea de mamifero), como
também ao fato de que esses efeitos decorrem de aneuploidia. Similarmente, a PMRA (2011)
considerou o CBZ como um agente aneugénico, com base em evidéncias obtidas em
sete estudos de MN in vivo. Por outro lado, o seu potencial clastogénico foi excluido a partir
dos resultados negativos obtidos nos oito estudos in vivo avaliados.

A partir da analise dos estudos regulatérios, da literatura cientifica e das
discussoes feitas pelas autoridades regulatorias internacionais, verifica-se que ha evidéncia
suficiente de que o CBZ é um agente aneugénico, capaz de induzir aberragdes cromossdmicas
numeéricas nao apenas in vitro, em células de mamiferos, mas também in vivo em mamiferos,
em doses superiores a 50 mg/kg p.c. nos protocolos experimentais utilizados.



Quadro 4. Avaliacdo da mutagenicidade do ingrediente ativo CBZ in vivo em células somaticas de mamiferos
(aberracdo cromossémica).

Referéncia

Bentley, 1992
(Bayer)

Barale et al.,
1993

Sarrif et al.,
19941

Apud JMPR/
FAO

(2005)

Protocolo

Pureza: PT (%NI)
Linhagem: camundongos
B6D2F1/Cr-1BR;
Delineamento: Administr
acdo vo (66, 1646 e 3293
mg/kg p.c.); n=5%e
5d/grupo. Amostragem
em 48h apés ultima dose
(coleta de células da
medula éssea). Teste de
MN com
imunofluorescéncia para
cinetocoro.

Pureza: Benomil 99% e
CBZ 95%;

Linhagem: Camundongos
Swiss;

Delineamento: Administr
acdo vo (1000 mg/kg
p.c.); n =4 ou mais
animais/grupo.
Amostragem em 6 —48h
pos-tratamento (coleta
de células da medula
Ossea). Teste de MN.

Pureza: Benomil 99,3%.
Linhagem: Camundongos
B6D2F1/Cr-1BR G e @;
Delineamento: Teste de
MN. Administracdao em
dose Unica (gavagem; 66,

1646 ou 3293 mg/kg p.c.).

Eutanasia apds 48h;
andlise de MN em PCE da
medula dssea, com
marcagao de anticorpos
imunofluorescentes anti-
cinetocoro.

Resultados segundo autor

LimitagOes,
inconsisténcias e

consideragoes

relevantes
Nsg e dose- ¢ Maior dose:
dependente de toxicidade a

MN e de MN com
cinetécoros em

1646 e 3293

mg/kg em fémeas

e em 3293 mg/kg

em machos. o
Inducdo de MN
predominanteme

nte com

cinetécoro, .
indicando

presenca de
Cromossomos

intactos - inducao

de aneuploidia.

Tsg MN,
aneuploidia,
hiperdiploidia e
poliploidia,
principalmente
em 30, 38 e 40h.
Indugdo menos
evidente de
quebras
cromossomicas e
lacunas.

“Nsg com dose-
resposta de MN-
PCE totais e MN-
PCE com
cinetécoro, em
fémeas (1646 e
3293 mg/kg p.c.) e
em machos (3293
mg/kg p.c.);
MNPCE ¢/
cinetécoro >80%;
MNsg MN-PCE s/
cinetécoro em
fémeas (3293 mg
/ kg p.c.) ndo
considerado
evidéncia de
clastogenicidade
(M similar ao
controle positivo
aneugénico);

medula éssea
(reducdo da
proporgao de
PCE/ 1000
eritrocitos);
Contagem de
1000 PCE (RD
OECD 474:
4000);

Dados do
controle
concorrente
dentro do
controle
histérico;
Auséncia de
controle
positivo;
Dose Unica;
3000 PCE
contabilizados
(RD

OECD 474.
4000);

N° animais
abaixo do RD
OECD 474 (5).

Ciclofosfamida
e sulfato de
vincristina
usados como
controles
clastogénicos
e aneugénicos
positivos,
respectivame
nte;

Selecao de
doses: estudo
preliminar
com
toxicidade da
medula dssea
(JPCE/1000
eritrocitos nos
maiores niveis
de dose);

Conclusao

POSITIVO
Aneugénese
(LOAEL = 1646

mg/kg p.c.)

POSITIVO
Micronucleo
(LOAEL = 1000

mg/kg p.c.)

POSITIVO
Aneugénese
(LOAEL=1646

mg/kg p.c.)



Vargas, 1995

A .c.); 2 aplicagbes com
(Adama) p ) plicac testadas. 4000);
intervalo de 24 horas; 52
e Sem dados de
e 50’/grupo: Ar,’nc.)stragem controle
em 24h apo,s ultima dose histérico.
(coleta de células da
medula éssea).
Pureza: PT (98%). * I\;I;:;rddodse:
Linhagem: camundongos o da dose
Swiss?ed letal;
. ) . e Sem 'sg de MN. e Contagem de
Delineamento: Administr .
. e Porém, T 1000 PCE (RD
acdo ip (1000, 2000 e
Costa, 2001 | 3000 mg/kg p.c.); 2 aparentemente OECD 474:
’ > ME/XE p-C.); dose-dependente 4000); INCONCLUSIVO
(UPL) aplicagGes com intervalo .
de 24h: 50 e maior do que o e Sem dados de
Ae ;2% e 50’/g2r:hpo. dobro do controle controle
m’os'f:’a'gemdem | negativo. histdrico;
3p°5,:’ T'm: ‘;/Te (? eta « N3o foi feito
de;jl\rlas a MO). Teste teste de
€ ) tendéncia.
e “sgMNem
ambas as doses e
intervalos de
amostragem (em
Pureza: 97%. células epiteliais),
Linhagem: Camundongos sem efeito dose- e Anadlise de
Vanhauwaert | Swiss. dependente; 1000 células
etal., 2001 | Delineamento: e Apesar de o estudo epiteliais POSITIVO
Apud APVMA | Administracao em dose ter relatado intestinais. Micronucleo em
(2009); Gnica (vo; 500 ou 1000 auséncia de Psg Tipo de célula | células epiteliais
JMPR/FAO mg/kg p.c.). Eutandsia em MN na MO, os ndo previsto (LOAEL=500
(2005) 24 ou 48h. Andlise de MN dados na RD OECD mg/kg p.c.)
em amostras de células apresentados 474,
epiteliais intestinais e de mostram I de 5x
medula dssea. e 3xde MN em
PCE, em 24h, nas
doses de 500 e
1000 mg/kg p.c.,
respectivamente.
Pureza: Alta; e Efeitos sg somente e Auséncia de
Linhagem: Camundongos com POSITIVO
- ~ controle i ,
. ddy o} administragdo o Micronucleo em
Igarashi et ) , positivo; L
al. 2007 Delineamento: Teste de apos HP; « Grupos de 3-5 hepatdcitos
v MN. Administracdo Unica e Psg MN (todas as (LOAEL =125
machos (RD
vo (125, 250, 500 e 1000 doses); 1 sg mg/kg p.c.)

Pureza: PT (95%);
Linhagem: Camundongos
Swiss P e d;
Delineamento: Teste de
MN. Administracgdo ip
(390, 780 e 1170 mg/kg

mg/kg) 1 dia antes ou

I 'sg proporg¢do de
PCE/1000
eritrécitos em
fémeas (1646 e
3293 mg/kg p.c.).

e Maior dose:
75% da dose
letal;

o Contagem de
1000 PCE (RD
OECD 474

Sem M sg de MN
nas doses

células binuclead OECD 474: 5);

INCONCLUSIVO



Costa, 2008
(Ourofino)

Costa, 2009
(UPL)

Coffing et al.,
2011

depois de HP, com
amostragem de
hepatdcitos no dia 6.
Avaliacdo da incidéncia
de hepatdcitos
micronucleados, niumero
de nucleos, indice de
proliferagdo hepatdcitos
(HPI) e pesos relativos do
figado.

Pureza: PT (98%);
Linhagem: Camundongos
Swiss @ e g
Delineamento: Teste de
MN. Administragdo ip
(125, 250 e 500 mg/kg
p.c.), 2 aplicagdes com
intervalo de 24 horas; 5%
e 53/ grupo.
Amostragem em

24h apés ultima dose
(coleta de células da
medula éssea).

Pureza: PT (>98%);
Linhagem: Camundongos
Swiss 2 e G
Delineamento: Teste de
MN. Administracdo ip
(2000 mg/kg p.c.), 2
aplicagdes com intervalo
de 24 horas; 52 e 55/
grupo. Amostragem em
24h ap6s ultima dose
(coleta de células da
medula éssea).

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Ratos Sprague
Dawley;

Delineamento: Modificag
ao do protocolo de MN
para avaliacao da
mutagenicidade em
células do célon e
duodeno de ratos.
Administracdo diaria (2
dias — 500, 1000 e 2000
mg/kg; vo e ip, n=4).
Coleta de células da
medula éssea, duodeno e
cdlon.

as (1000 mg/kg) e
multinucleadas
(250, 500 e 100
mg/kg); T HPI;
Inducdo de
fragmentacao
nuclear
(apoptose) nas o
doses de 250

(0,3%), 500

(11,8%) e 1000

mg/kg (0,7%).

Sem P sg de MN
nas doses
testadas.

Sem “'sg de MN,

mas houve o
maior do que o

dobro do controle
negativo, acima

do controle .
historico.

“Nsg PCE no ensaio
com células da
medula dssea,
indicando
ocorréncia de
toxicidade, com
“Msg MN na maior
dose;

No célon, ndo
houve alteragao
sg em nenhuma
dose. No
duodeno,
observou-se *sg
MN em todas as
doses.

Avaliacdo de

2000
hepatdcitos
intactos (tipo
de célula ndo
previsto na RD
OECD 474);
Calculo do HPI
pela mesma
féormula do
indice de
Proliferacao
de Bloqueio
de Citocinese;

Contagem de
2000 PCE (RD
OECD 474:
4000);

Dados dentro
do controle
historico.

Contagem de
2000 PCE (RD
OECD 474
4000);

Uma Unica
dose testada.

N° animais

abaixo do
recomendad
o pelaRD

OECD 474
5);
Protocolo
proposto
mostrou que
uso de células
do TGl pode
ser uma
alternativa
para a
avalia¢do de
MN.

NEGATIVO

INCONCLUSIVO

POSITIVO Micronu

cleo;
eritrécitos (ip -
LOAEL=2000
mg/kg p.c.)

TGl (vo -

LOAEL=500 mg/kg

p.c.)



Bowen et al.,
2011

Bastelli, 2012
(Nortox)

Itoh et al.,
2012a

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Ratos & Han-
Wistar;

Delineamento: Ensaio de
MN em eritrdcitos de
medula éssea e
reticuldcitos.
Administragdo repetida
vo (gavagem — 1000,
1500 e 2000 mg/kg p.c.)
em 0, 24h e 45h.
Amostragem: 1) Grupo
principal (n = 6): coleta
em 24h apds 22 dose
(Tas);

II) Grupo satélite (n = 5):
coletas em 24h (Teo) €
44h (Tse) apods 32 dose.

Pureza: PT (99%);
Linhagem: Camundongos
Swiss P e d;
Delineamento: Teste de
MN. Administracao ip
(2000 mg/kg p.c.), 2
aplicagdes com intervalo
de 24h; 59 e 55/ grupo.
Amostragem em

24h apds ultima dose
(coleta de células da
medula dssea).

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Ratos F344/
DuCriCrljR e &}
Delineamento: Teste de
MN em hepatdcitos.
Administragdo Unica vo
(gavagem — 62,5 e 125
mg/kg; n = 4) logo apds
hepatectomia parcial (D),
com eutanasia e coleta de
hepatdcitos no Ds; analise
de HMN por microscopia
de fluorescéncia.
Controle positivo:
colchicina.

Diferencas na
formacgao de MN
nos diferentes
tecidos.

Auséncia de
mortalidade,
sinais clinicos de
toxicidade ou
ganho de peso;
1500 e 2000 mg/kg
p.c.:
citotoxicidade na
medula éssea
(Jsg PCE) e
sangue periférico
(Jsg reticuldcitos
);

Nsg e dose-
dependente MN
em
reticuldcitos (2x
maior que
controle, acima do
intervalo de
confianga de 95%
do controle
historico);

N sg MN-PCE, nas
3 doses testadas.

Sem sg MN, mas
houve I maior do
que o dobro do
controle negativo
para machos,
acima do controle
histdrico.

“Nsg dose-
dependente HMN
(nas duas doses),
com maior
incidénciaem &
queem @;

Sem alteragdo no
peso relativo do
figado, na
frequéncia de
células mono e
multinucleadas,
bem como de
células em
metdafase e com

Maior dose:
DMT;
Auséncia de
controle
positivo;
Registro didrio
de peso
corporal e
sinais clinicos;
Citometria de
fluxo para
separacdo de
reticuldcitos
no sangue
periférico;
Anilise

de 2000 PCE
(RD OECD
474: 4000) e
de MN em
reticuldcitos
em 20000
reticuldcitos/
amostra.

Contagem de
2000 PCE (RD
OECD 474
4000);

Uma Unica
dose testada.

2 niveis de
dose
utilizados ao
invés de 3;

Andlise de
2000
hepatdcitos;
Registro do n°
células
metafasicas e
com
fragmentos
nucleares.

POSITIVO
Micronucleo em
eritrécitos de MO
e reticuldcitos
(LOAEL = 1000

mg/kg p.c.)

INCONCLUSIVO

POSITIVO
Micronucleo em
hepatadcitos
(LOAEL =
62,5mg/kg)



Itoh et al.,
2012b

Itoh et al.,
2015a

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Ratos &' F344;
Delineamento: Teste de
MN em hepatécitos.
Administracdo vo
(gavagem - 62,5; 125;
250 mg/kg, n = 4) no dia
anterior ou posterior a
HP, com eutanasia e
coleta de hepatdcitos no
D4.

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Ratos &' F344;
Delineamento: Teste de
MN em hepatdcitos.
Administragao vo
(gavagem - 0; 62,5; 125;
250 mg/kg; n=4,5,5,4
animais, respectivament
e) nos dias anterior e
posterior a HP, com
eutandsia e coleta de
hepatdcitos em 3 dias
apods a 22 dose, ou seja,
no D4. Grupo controle
positivo: colchicina (0;
0,5; 1; 2 mg/kg; n=15). 12
dose no D1, com HP no
D,; 22 dose no Ds;
remocao do figado em
regeneracao no De.

fragmentos
nucleares;

M células
binucleadas, nos
dois niveis de
dose, apenas em
machos.

CBZ n3do induziu
MN quando
administrado
antes da HP, mas
houve Psg MN na
menor dose para
exposi¢do apds
HP. (resultado
semelhante a
Colchicina).
Demonstrou-se
que, em ratos,
assim como
camundongos
(estudo prévio), é
necessaria a
dosagem apds HP
para deteccdo de
MN.

CBZ e Colchicina:
N sg e dose-
dependente de
MN nos
hepatdcitos, a
partir da menor
dose
testada, sem 1
no peso relativo
do figado;
Incidéncia de
células
binucleadas em
125 e 250 mg/kg
CBZ foi maior do
que no controle,
sugerindo a
inibicdo da
regeneragao
hepatica;

Ocorreu incidéncia
relativamente alta
de células em
metafase, células
multinucleadas e
fragmentos
nucleares na
maior dose de
CBZ, respostas
tipicas de

CBZ usado
como modelo
para validacao
do ensaio.;
Pequeno
grupo
amostral (4
animais/
grupo).

2000
hepatdcitos
analisados;

Anteriormente
, mostraram
que, no ensaio
de MN em
hepatdcitos,
as substancias
clastogénicas
precisam ser
administradas
antesda HP e
as
aneugénicas
apods a HP;

Nesse estudo,
foi
demonstrado
que
substancias
clastogénicas
e aneugénicas
podem ser
avaliadas num
mesmo ensaio
ecomo
mesmo
regime de
dose;

POSITIVO Micronu
cleoem
hepatdcitos
(LOAEL = 62,5
mg/kg)

POSITIVO Micronu
cleoem
hepatdcitos
(LOAEL = 62,5
mg/kg p.c.)



Itoh et al.,
2015b

Hashem et
al., 2017

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Ratos F344/
DuCrICrlj o}
Delineamento: Teste de
MN em hepatdcitos (n =
4), adaptado de estudo
prévio (Itoh et al., 2012),
com objetivo de avaliar o
impacto da administragao
concomitante de CBZ
com analgésico
buprenorfina.
Administragdo Unica de
CBZ vo (gavagem - 125
mg/kg) p6s- HP (D1);
administragao
concomitante de
buprenorfina (15 e 30
pg/kg; 2x dia por 2d pds-
HP). Eutanasia e coleta de
hepatdcitos no Ds; analise
de HMN por microscopia
de fluorescéncia.

Pureza: 98%.

Linhagem: ratos Sprague-
Dawley .

Delineamento:
Administragao vo
(gavagem — 200 mg/kg
p.c., n=8) por 2 semanas.

indutores de o
aberragdes
cromossOmicas
numeéricas;

A exposi¢ao
anteriormente e
posteriormente a
hepatectomia
produz resultados
semelhantes a
quando o
composto é
administrado o
antes ou depois
da hepatectomia
(Itoh et al.,
2012b).

Sem alteracao
significativa no
peso corporal;

Administracao
concomitante de
CBZe
buprenorfina
(duas doses
testadas) induziu
“Msg na frequéncia
de HMN, em
comparag¢ao ao
tratamento com
CBZ isoladamente;
bem como induziu
‘M na toxicidade
geral;

Conclusdo do
estudo:
Administragdo de
buprenorfina
(destinada a
redugdo da dor
provocada pela
HP) é
contraindicada
para esse tipo de
ensaio.

Tsg MN,
fragmentacdo de
DNA e aberracao
cromossomica (d
elecao, quebras,
lacunas,
associacao,
fragmentacao,

Pequeno
grupo
amostral (CBZ
teve perda de
animal no
controle, por
errona HP; e
de dados de
um animal na
menor dose,
por falha na
perfusdo);
CBZ usado
como modelo.

Somente um
nivel de dose
utilizado;

Contagem de
2000
hepatécitos;

A conclusdo
como positivo
se refere ao
resultado ja
descrito no
estudo prévio
(Itoh et al.,
2012): Psg
frequéncia de
HMN na dose
de 125 mg/kg
em
comparagao
ao veiculo),
uma vez que
ndo foram
relatados, no
presente
estudo,
analises
estatisticas
referentes a
exposicao
somente ao
CBZ.

Somente um
nivel de dose
utilizado;

Citotoxicidade
nado relatada;

CBZ usado
como modelo;

NAO RELEVANTE

POSITIVO
Micronucleo em
eritrécitos do
sangue periférico;
aberragao
cromossOmica na
MO



De
Stoppelaar et
al., 2000.

Amostragem em 0 e 15d
apods a ultima dosagem;
I) Teste de MN: n=8,
triplicata, contagem de
1000 eritrdcitos
micronucleados;

II) aberragdo
cromossOmica em
medula dssea: n=5,
analise de 200 metafases/
animal;

[ll) Fragmentagdo de
DNA: n = 8, extracdo de
tecido hepatico,
eletroforese e andlise.

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Fibroblastos
da pele de ratos wistar o
Delineamento: Teste de
MN in vivo com GPA
(n=6): apds 48h da
inducdo da bolsa de
granuloma (injecdo
subcutanea de ar estéril
para proliferacdo de
fibroblastos) —inje¢do
simultanea de CBZ (0; 2,5;
5,0; 10 mg/bolsa) e citoB
na bolsa, com coleta de
fibroblastos em 48h pds-
tratamento. Preparo das
laminas e andlise por FISH
(sonda centromérica
geral e combinagdes de
sondas para
cromossomos especificos
(19p +19q, 49 + Yq) —
verificacdo de ndo
disjunc¢ao, poliploidia,
perda cromossdmica.

formacdo de
anéis; haploidia;
poliploidia;
monossomia);
Retorno aos niveis
préximos ao basal
em 15 dias apds
tratamento
(somente para
aberracao
cromossoémica).

Auséncia de
clastogénese;
N sg aneuploidia,
sendo a ndo-
disjuncdo o erro
prevalente;
Msg e dose-
dependente na
frequéncia MN
em células
binucleadas (= 2,5
mg/mL);

Nsg perda
cromossomica;
“Mdose-
dependente de
nao-disjungao
cromossomica;
{ frequéncia de
poliploidia
(dados in

vitro indicaram
gue citob
interfere na
inducdo de
poliploidia pelo
CBZ).

Andlise de MN
em numero
inferior de
células (RD
OECD 474:
4000
PCE/animal);

Anilise
de aberracao
cromossOmica
com
amostragem
divergente da
RD OECD 475:
coleta da
medula dssea
12-18h apds
tratamento e
24h apds
primeira
amostragem.

CBZ usado
como modelo;
Andlise do
maior n°
possivel de
células
binucleadas
em 2-3 trés
[dminas, em
vez das 1000
células
habituais
(devido a
baixa
frequéncia de
células
binucleadas
nas laminas).

(LOAEL = 200
mg/kg/p.c.)

POSITIVO

> 2,5 mg/bolsa
(equivalente a ~12
mg/kg p.c.)

PT: produto técnico; TGI: Trato gastrointestinal; vo: via oral (gavagem); MN: micronucleo; sg: Significativo; PCE:
Eritrocitos policromaticos; MN-PCE: Eritrdcitos policromaticos com micronucleo; LOAEL: Dose mais baixa de efeito
adverso observavel: (Lowest observed adverse effect level); ip: intraperitoneal; HP: hepatectomia parcial; HMN:
Hepatdcitos com micronucleo; DMT: maxima dose toleravel; RD OECD: Recomendacdo Diretriz OECD; NI: ndo

informada.

! As abordagens utilizadas pelas principais agéncias reguladoras internacionais foram similares e alinhadas ao
racional seguido pela Anvisa, sem haver necessidade de avaliagao direta do estudo original.



2.2.3 Mutagenicidade em células germinativas de mamiferos

A FT apresentou quatro estudos in vivo com células germinativas. Embora dois nao
tenham sido analisados diretamente pela CREAV (Hofman e Peh, 1973; Costa et al., 2001), suas
analises foram efetuadas por outras agéncias reguladoras e incluidas na discussao deste
parecer. Os estudos in vivo com células germinativas, tanto regulatérios quanto da literatura
cientifica, avaliados pela CREAV, foram incluidos no Quadro 5.

A PMRA (2011) teve acesso a uma maior quantidade de estudos regulatérios
(quatro ensaios de dominante letal em ratos e camundongos), sendo todos eles considerados
negativos. Em um estudo com administracdo oral de CBZ (gavagem — doses de até 500 mg/kg
p.c.) a camundongos machos, ndo foi observado efeito aneugénico em espermatozoides. Por
outro lado, em dois outros estudos in vivo foram observadas aberracdes cromossdmicas em
espermatozoides de rato, sendo um deles na dose Unica de 100 mg/kg p.c.. Ainda, a PMRA
(2011) concluiu que houve aumento de aneuploidia em ovécitos de hamsters, a partir da andlise
de um outro estudo, no qual também foi evidenciado que altas doses agudas, administradas
durante a meiose | (maturacdo do ovécito) ou meiose |l (fertilizacdao), podem ter acarretado
perda embrionaria precoce.

A APVMA (2009) relatou um aumento estatisticamente significativo de
aneuploidia em espermatides de ratos, apds administracdao Unica via oral de CBZ, somente no
nivel de dose intermediaria (100 mg/kg p.c.) (Matsuo et al., 1999). Além disso, também foi
relatada inducdo de aneuploidia em odcito de hamster sirio, apds dose Unica via gavagem
(1.000 mg/kg p.c.) (Costa et al., 2001). Ainda, no estudo de De Stopplaar e colaboradores
(1999), verificou-se inducdo de espermatozoides dipldides em ratos pela exposicdo ao CBZ, na
maior dose testada (800 mg/ kg p.c). Embora ndo tenha sido constatado aumento na frequéncia
de MN em eritrdcitos periféricos, a APVMA (2009) ressalta que a andlise de amostras de sangue
periférico de ratos para verificacdo de MN foi provavelmente prejudicada pelo tempo de
amostragem selecionado, pois eritrdocitos micronucleados podem ter sido removidos pelo baco.

Segundo a EFSA (2009a), aberracdes cromossOmicas ou mutacoes letais ndo foram
induzidas pelo CBZ ou pelo Benomil, em células germinativas de roedores (Sarrif, 1991;
Hoffman e Peh, 1973; Hofmann e Peh, 1974). Ainda, Mailhes & Aardema (1992) ndo
observaram inducao de aberracdes estruturais apds a exposicao de camundongos ao Benomil,
contudo houve atraso meidtico e aneuploidia em odcitos. A EFSA (2009a) discutiu ainda que o
estudo de Matsuo e colaboradores (1999) corrobora a dose estimada como limiar in vivo em
células somaticas para camundongos, uma vez que nele foi demonstrado o aumento na
frequéncia de MN em espermatides de ratos, em doses a partir de 50 mg/kg p.c., valor que
poderia ser escolhido como NOEL.

A JMPR/ FAO (2005) incluiu em sua andlise esses mesmos estudos, alcangando
conclusdes similares sobre os seus resultados: auséncia de evidéncia de anormalidades
estruturais induzidas pelo CBZ, mas presenca de resultados positivos indicativos da ocorréncia
de aneuploida em células germinativas (Matsuo et al., 1999; Jeffay et al., 1996; de Stoppelaar
et al., 1999). Por fim, a USEPA (2014; 2020) foi a Unica agéncia internacional consultada que
nao discutiu os resultados de estudos in vivo em células germinativas de mamiferos.

Verifica-se, a partir da analise dos estudos regulatérios e da literatura
cientifica, que hd evidéncia de inducao de dano cromossdmico (aneuploidia em células
germinativas de mamiferos — espermatozoides e ovécitos) apds exposicao ao CBZ. Embora em
alguns estudos os animais tenham sido previamente estimulados para superovulacao (Mailhes
& Aardde, 1992; Zuelke & Perreault, 1995 ), o que diminui sua forca como evidéncia, os



resultados sdao consistentes com a a¢dao do CBZ relatada em outros estudos in vivo e, desse
modo, ndao devem ser completamente descartados. Ainda, considera-se que a dose de 50
mg/kg p.c., obtida no estudo de Matsuo (1999), ndo possa ser considerada um limiar para
aneuploidia induzida pelo CBZ, tendo em vista que essa dose ja induziu um sutil aumento na
frequéncia de MN em espermatides e, portanto, deve corresponder ao LOAEL. Embora nao
significativo, tal aumento ndo pode ter sua significancia bioldgica completamente descartada.
Pacchiierotti e colaboradores (2019) enfatizam a necessidade de ndo considerar apenas
diferencas estatisticas nos estudos citogenéticos, pois isso pode subestimar o potencial
aneugénico verdadeiro da substancia. A APVMA, ao avaliar esse mesmo estudo, também
considerou que os efeitos genotdxicos (MN) ja ocorreram em 50 mg/kg p.c.. Em decorréncia
disso, esse valor foi definido como LOAEL pela agéncia australiana, sem o estabelecimento de
NOAEL, ja que essa foi a menor dose testada (APVMA, 2009). A auséncia de limiar para este
desfecho sera detalhadamente discutida no item 4 deste parecer.

A evidéncia de inducdo de aneuploidia in vivo em células germinativas para o CBZ
estd em consonancia com os resultados obtidos in vitro, com células de mamiferos, e in vivo,
com células somaticas. Portanto, conclui-se que o CBZ é capaz de causar mutacdes do tipo
aberracdes cromossdmicas numéricas em células germinativas de mamiferos.

Quadro 5. Avaliacdo da mutagenicidade do ingrediente ativo CBZ in vivo em células germinativas de mamiferos.
Limitagoes,

Resultados segundo inconsisténcias e

Referéncia Protocolo . " Conclusdo
autor consideragoes
relevantes
e Analise de 2000
nucleos
esféricos de
e “sgfrequéncia espermatides
de n3o- precoces/
o disjuncao animal para
Pureza: N3o informada. Jung a . o 1 p ~
. . cromossomica nao-disjuncao
Linhagem: Roedor Microtus AL
em cromossomica
oeconomus. . .
. espermatdcitos (n+1) e
Delineamento: C . o
. N primarios jovens diploidia (2n);
Administragdo vo . R 0
no dia 10; N3do informan
(gavagem, 250 mg/kg), 2x, A o
. Sem evidéncia de animais;
intervalo de 24h. inducdo de Somente um
Tates, 1979 Amostragem apés 1, 4, 6, 8, ¢ s , INCONCLUSIVO
. espermatides nivel de dose
10, 12, 14 e 16 dias: . ..
. . diploides; utilizado;
eutanasia, coleta de N
. . Autor relata que Auséncia de
tubulos seminiferos e ~
A sdo dados controle
preparo de laminas. L . .
o . e inicias, obtidos positivo e
Avaliagdo de ndo-disjungao o .
A emumn negativo
cromossOmica e .
L . reduzido de concorrente;
espermatides dipldides. . =
animais, sem adogdo de
analise em controle
duplicata. negativo nao-
concorrente
(exposicdo a
radiacdo).
Zuelke Fertilizacdo in Inducdo de POSITIVO
Pureza: 95%. . 'g . ¢ ~
& Perreault, . . vivo e in vitro: superovulagdo |CBZ alcanga
Linhagem: Hamsters sirios. o ‘.
1995 Nsg nao detalhada; |ovario e causa



Jeffay et al.,
1996

Delineamento: Exposicao
durante a fertilizacdo in
vitro (6 ug/mL) e in

vivo (1000 mg/kg p.c.,
gavagem, n=6).
Imunoflorescéncia de
microtubulos, cultura de
zigotos e avaliacao
microscdpica dos zigotos e
embrides.

Pureza: 95%.

Linhagem: Hamsters sirios
fémeas.

Delineamento:
Administracdo Unica vo
(gavagem, 1000 mg/kg p.c.;
n=10). Eutandsia apds a
ovulacdo (D; pos-
tratamento) para
amostragem de odcitos e
avaliacao de aneuploidia;
ou entre os dias
gestacionais 1-5 (DG 1-5),
para avaliar a fertilizacdo e
o desenvolvimento do
embrido pré-implantacdo,
bem como enumerar sitios
de implantagdo precoces.

anormalidades
morfoldgicas na
cromatina
materna de
zigotos (6-8h;
multiplos corpos
polares
secundarios,
multiplos
pronucleos e
arrasto
meidtico), e de
embrides (26h;
blastdbmeros
micronucleados,
multiplos corpos
polares
secunddrios e
arrasto na
metafase). | sg
embrides que
progrediram
para 2 células;

Imunofluorescén
cia confirmou
danos aos fusos
na fertilizagdo in
vitro;

Dose Unica de
CBZ, na
fertilizagdo in
vivo, induziu
aneuploidia no
zigoto.

“Nsg ovacitos
aneupldides
(37,2% CBZ x
13,5% controle),
sem
anormalidades
estruturais;

Sem alteragdo na
taxa de
fertilizacdo e no
n° ovdcitos
recuperados;
J'sg n® médio
de sitios de
implantacao;

Atraso/
interrupgdo no
desenvolviment
o embrionario
pré-
implantacao:
Msg embrides
com menos de

Pequeno grupo
amostral;
Perda precoce
na prenhez
pode ser
explicada por
dois
mecanismos:
arrasto na
meiose, sem
clivagem do
zigoto; ou
inducdo de
aneuploidia no
zigoto, com
subsequente
arrasto no

desenvolviment

o.

CBZ usado como
modelo;
Estudo anterior
indicou que
CBZ induziu
perda
gestacional
precoce
quando
administrado
na tarde do
proestro ou no
inicio da manh3d
do estro, mas
nao quando
administrado
apos a
fertilizacdo;
No presente
estudo, CBZ foi
administrado
na tarde do
proestro,

dano aos fusos
mitoticos,
aneuploidia nos
ovécitos e
perda pré-
implantacdo
(1000 mg/kg)

POSITIVO

CBZ alcanga
ovario e induz
aneuploidia em
odcitos, atraso/
interrupgdo no
desenvolvimen
to embrionario
pré-
implantacao e
reducdo nos
sitios de
implantacao.
(1000 mg/kg
p.c.)



Matsuo et al.,
1999

De Stoppelaar
et al., 1999¢
Apud APVMA
(2009) e
JMPR/FAO
(2005)

Pureza: Ndo informada;
Linhagem: Rato Sprague-
Dawley;

Delineamento: Administrag
do vo (gavagem -0, 50,
100 e 400 mg/kg; n=6).
Teste de MN em
espermatides, com
imunocitoquimica
(diferenciar aberragoes
numeéricas e estruturais).

Pureza: Ndo informada;
Linhagem: Ratos Wistar;
Delineamento:
Administracdo dose Unica
vo (gavagem — 50, 150, 450
ou 800 mg/kg p.c.; n=3-5).
I) Amostragem de
espermatozoides
epididimarios em 31d pds-
tratamento (alteragdes
cromossémicas numéricas
por FISH - sondas

oito células
(DG3) e
embrides que
nao atingiram o
estdgio de
blastocisto
(DG4);
implantacao;
Dados indicam
maior
sensibilidade do
odcito aos
efeitos induzidos
por CBZ durante
a formagao do
fuso (maturagdo
do ovécito) do
gue apds esse
processo.

50 mg/kg: leve
MMN, sem
significancia
estatistica;

100 mg/kg: 1 sg
espermatides
redondas com
MN nos estagios
l eV, nosdias 1
e 4,5 pos-
exposicao.
Cinetdécoros em
68% dos MN;

400 mg/kg: leve
TMN, sem
significancia
estatistica;
Indugdo de
aberragdes
cromossOmicas
numéricas em
espermatides,
com alta
incidéncia de
aneuploidia.

Inducdo de
espermatozoide
s dipldides (800
mg/kg p.c); e T
espermatozoide
s hiperhapldides
em doses > 150
mg/kg p.c.
(maioria de
espermatozoide
s diploides);

coincidindo
coma
maturagao
meidtica dos
odcitos;

121 e 52 odcitos
analisados, nos
grupo CBZ e
controle,
respectivament
e.

Contagem de
1500
espermatides
na fase 1;

E possivel que
em 400 mg/kg
ocorra
formacao
de MN nas
espermatides,
porém elas ndo
sobrevivem
(\sg
espermatides
na fase 1 um
dia apds o
tratamento —
dados ndo
apresentados).

Analise de, no
minimo, 10000
espermatozoid
es/ animal, com
categorizacao
adicional de
espermatozoid
es
hiperhapldéides
(44Y, 4YY, 44)
por tamanho
nuclear, a fim

POSITIVO
Micronucleo
em
espermatides;
aneugénese
(250 mg/kg)

POSITIVO
Aneugénese
(LOAEL = 150

mg/kg p.c.)



Adler et al.,
2001, 2002
Apud JMPR/FA
0

(2005)

cromossomos 4 e Y); 11)
Amostragem de eritrécitos
periféricos em 48h pods-
tratamento (ensaio de
MN). Analise adicional
subsequente (n=3):
Administracdo CBZ (2,5 a
800 mg/kg p.c.) com
analise por FISH (sondas
cromossomos 4, 19 e Y).

Pureza: 99,1%.

Linhagem: camundongos
C3Ho

Delineamento:
Administracdao dose Unica
vo (gavagem — 0, 20, 50,
150 ou 500 mg/kg p.c.).
Amostragem de
espermatozoides
epididimarios em 22D
(controle negativo e
tratado) e 24D (controle
positivo) pds-tratamento.
Andlise de alteragses
cromossOmicas numéricas:
FISH (sondas cromossomos
X,YeS8).

e Sem TMN em
eritrécitos
periféricos.
Autores
sugeriram que
inducdo de
diploidia em
espermatozoide
s poderia
ocorrer em
doses inferiores
aquelas
necessdrias para
ainducdo de
MN em
eritrécitos
periféricos.
Entretanto,
ensaio de MN
no sangue
periférico
provavelmente
foi prejudicado
pelo tempo de
amostragem
selecionado
(eritrocitos com
MN podem ter
sido removidos
pelo baco).

e Incidéncia de
diploidia
relatada como
tendo sido
induzida em um
experimento
anterior: 0, 3, 4,
2ed(em
aproximadamen
te 50.000
espermatozoide
s analisados) nas
doses de 0, 20,
50, 150 e 500
mg/kg p.c.,
respectivamente

e Comparacao das
incidéncias
agrupadas de
espermatozoide
s anormais de
todos os animais
dentro de um
grupo tratado
com o grupo
controle,

de se avaliar
quais
espermatozoid
es foram
realmente
diploides;
Analise de 2000
eritrocitos
periféricos/
animal.

Grupo controle
positivo
(colchicina);

Analise de, no
minimo, 10000
espermatozoid

es/ animal, com

determinacgao
dos seguintes
fenodtipos:
hapléide
normal (X8 ou
Y8),
hipohapléide
(08, X0 ou Y0),
hiperhapléide
(XX8, YY8, XY8,
X88 ou Y88) e
diploide (XY88,
XX88 ou YY88),
de acordo com
a combinacao
de sinais
fluorescentes
em cada
nucleo.

NEGATIVO



resultando em
significancia
estatistica. Na
reanalise
(considerando o
animal como
unidade
experimental),
ndo houve
significancia
estatistica, nem
dose-resposta.

vo: via oral; CBZ: carbenddazim; MN: microntcleo; LOAEL: Lowest observed adverse effect level (Dose mais baixa
de efeito adverso observdvel); D: dia; DG: dia gestacional; FISH: hibrida¢do fluorescente in situ; NI: ndo informada.

2.3 Outros estudos de genotoxicidade

Foram avaliados alguns ensaios cometas identificados na revisao sistematica, os
quais, de forma geral, apresentaram resultados negativos (Quadro 6). Outros estudos de
genotoxicidade, como ensaios de troca de cromatides irmas e de sintese ndo programada de
DNA foram analisados pelas demais agéncias internacionais. A USEPA (2020) concluiu que o
CBZ ndo induziu a troca de cromatides-irmas in vitro em células de ovario de hamster chinés,
porém, nesse mesmo estudo, verificou-se alta incidéncia de tetraploidia (57-100%). Ainda, a
partir da analise de trés estudos, verificou-se que o CBZ nado induziu a sintese ndo programada
de DNA em hepatdcitos primarios de ratos (USEPA, 2014). A EFSA (2009a) mencionou ainda o
estudo de Tong (1981), que avaliou a ocorréncia de sintese ndo programada de DNA em cultura
primaria de hepatdcitos de rato e camundongo, para concentracdes de CBZ de 0,0125 a 125
ug/mL; e o estudo de Stammberger (1992), que avaliou a sintese ndo programada de DNA em
células humanas, em concentragées de 0,1 a 300 pg/mL. Ambos os estudos foram negativos. Ja
o resultado do estudo de Greim e Andreae (1981), para sintese ndo programada de DNA em
cultura primaria de hepatdcitos de ratos, foi considerado equivoco e sem relevancia biolégica
(limitada validade cientifica devido a descricao incompleta da metodologia e resultados, além
da selecdo inadequada de doses). Verifica-se que esses outros estudos de genotoxicidade
avaliados pela CREAV e pelas agéncias internacionais, descritos no presente item, corroboram
a auséncia de evidéncia suficiente para considerar que o CBZ provoca mutacdao pontual em
células de mamiferos.

Quadro 6. Avaliacdo de outros ensaios de genotoxicidade (ensaio cometa) com o ingrediente ativo Carbendazim.

LimitagOes,
Referénci Resultados segundo inconsisténcias e "
Protocolo . o Conclusao
a autor considerages
relevantes
Pureza: >99%; e CBZn3o foi
Linhagem: Linfécitos humanos de citotdxico
sangue periférico; (viabilidade e Andlise de poucas
Lebailly et DeIingamento: Ensaio cometa — '>90%‘) e nao Félulas por INCONCLUSIV
AL 1997 1h de incubacdo com CBZ (25 a induziu danos imagem (25). o
’ 500 mM). Avalia¢do de dano ao ao DNA, tanto e Sem controle
DNA imediatamente ou 24h pds- imediatamente negativo.
exposi¢do. Uso de Etoposida quanto em 24h

como controle positivo. pds-exposicao.



Dikic'et
al. 2012b

Bowen et
al., 2011

Pureza: 95%;

Linhagem: Camundongos Swiss @/
o

Delineamento: Ensaio cometa —
administracdo vo (20 mg/kg/dia)
1x dia por 28 dias (n=10, 52 e 53).
Andlise: pesagem corporal; coleta
e pesagem do figado, com
preparo tecidual para ensaio
cometa (comprimento,
intensidade de cauda e calculo do
momento de cauda); e dosagens
bioquimicas (ALT, AST, ALP, LDH-
P).

Pureza: Alta (%NI)

Linhagem: Ratos Han-Wistar o
Delineamento: Ensaio cometa —
administracao repetida de CBZ vo
(gavagem; 1000, 1500 e 2000
mg/kg/dia; n=6), em 0, 24h e 45h.
Amostragem: coleta de figado,
sangue periférico (leucdcitos) e

J'sg ganho de
peso corporal,
sem impacto
significativo no
peso corporal;
sem alteracdo
no peso do
figado;
“Nsg proteina
total no figado,
atividade de
AST, ALT; { sg
atividade de
ALP;
Tsg
comprimento
de cauda s/
diferenca sg no
momento e
intensidade da
cauda
(tratados x
controle, com
inclusdode @ e
J);
Tsg
intensidade e
momento de
caudaem d
(tratados x
controle);
Autores
discutem que,
embora a
intensidade da
cauda tenha
sido
semelhante ao
controle, os
fragmentos
devem ter sido
mais curtos e
percorreram
uma distancia
maior que em
animais
controle.
Auséncia de
mortalidade,
sinais clinicos
de toxicidade
ou redugdo no
ganho de peso;
Niveis
aceitaveis de
citotoxicidade

2 laminas/
animal;

Andlise de 100
cometas/ animal
(RD OECD 489:
150)

N° ndcleos de
cauda longa foi
contado como
um n° células no
percentil 95 do
comprimento da
cauda do
cometa/ grupo/
Sexo;

Auséncia de
controle positivo
concorrente;
Dose Unica (RD
OECD 489: 3
doses)

Nao foi
informado
intervalo de
amostragem (RD
OECD 489: coleta
em 2-6h).

Maior dose:
DMT;
Eletroforese com
3 |&minas/
animal/ tecido;
Auséncia de
controle positivo
concorrente;

NEGATIVO

NEGATIVO



Vigreux et
al., 1998

Rai &
Mercurio,
2020

estdbmago em 3h apds 32 dose
(Tas).

Pureza: >99%;

Linhagem: CHO;

Delineamento: Ensaio cometa,
incubagdo por 1h, S9°, controle
negativo e positivo (Etoposida);
Andlise de 15 Idminas (25 células/
[amina).

Pureza: Alta (%NI)

Linhagem: Camundongo Swiss;
Delineamento: Ensaio cometa —
exposic¢do vo (agua; 20 uM; n = 5)
com 2 protocolos: Grupo 1 (90d
exposig¢do); Grupo 2 (90d
exposicdo + 45d s/ dosagem);
coleta de linfécitos de sangue
periférico. Controle positivo:

para o grupo
controle
(%hedgehog n
do superior a
30% e %
células difusas
nao superior a
24%);

Sem diferenca
sg na
intensidade de
cauda (em
relacdo ao
controle) em
todos os
tecidos
avaliados,
exceto
estdbmago,
onde foi
observado
“Nsg apenas na
maior dose,
mas ¢/
citotoxicidade
(%hedgehog >
70% em
relacdo ao
controle).

Sem
citotoxicidade
na
concentragao
limite de 250
HM;

Auséncia de
danos ao DNA
(proporgéo de
células
danificadas foi
baixa em todas
as
concentragoes
testadas; s/
MNsgdo
momento de
cauda).

Sem diferenca
de dano ao
DNA entre
controle
negativo com
linfécitos de
camundongo
ndo-expostos e

Auséncia de
controle
histdrico para
sangue
periférico;

Analise de 100

células/ animal;

50 células/ gel
(RD OECD 489:
150 células/

tecido/ animal);

Citotoxicidade:
frequéncia

de “hedgehog” e

m 100 células/

[amina (RD 489:

150 células/
amostra).

Citotoxicidade
avaliada pelo
método XTT (2
dias apds
tratamento);
Limite de dose

mais alta testada

(250 uM), por

insolubilidade do

CBZ.

A concentragdo

usada é inferior

a concentragdo
encontrada em
agua superficial
(apud Rajput et
al., 2018);

Uma Unica dose
testada.

NEGATIVO

POSITIVO



Etoposida em células de linhagem com linhagem

comercial. Controle negativo: comercial;

linfécitos de camundongos ndo e Grupole?2:

expostos e linhagem comercial. verificacdo de
maior dano ao
DNA, em
comparagao

aos controles

negativos, e

em niveis

semelhantes

ao do controle

positivo (30%);

e Sem alteracao

no consumo

de dgua/

alimento ou

ganho de peso

corporal.
CBZ: Carbendazim; vo: via oral (gavagem); sg: significativo; ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato
aminotransferase; MTT: ensaio de reducdo de tetrazolium; ALP: fosfatase alcalina; LDH-P: lactato desidrogenase
plasmatica; S9°: sem ativacdo metabdlica; SP: sangue periférico; “hedgehog”: nuvens, células-fantasma; RD OECD:
Recomendacao Diretriz OECD, DMT: dose maxima tolerada, XTT: ensaio de reducdo de tetrazolium; NI: ndo
informada.

2.4 Estudos mecanisticos

A FT incluiu no relatério de genotoxicidade um estudo mecanistico (Can et al.,
1997), no qual foi constatado que o CBZ provoca a interrupc¢ao do ciclo celular por meio da
inducdo de instabilidade dos microtibulos e comprometimento da integridade dos fusos
meioticos. Além desse, foram também incluidos no Quadro 7 outros estudos mostrando a a¢ao
desse IA na polimerizacao de microtubulos, com consequente dano a divisdao celular. Esses
efeitos toxicos estdao claramente interligados a inducao de aneuploidia pelo CBZ, conforme
discutido nos tdpicos anteriores. Assim, existe evidéncia suficiente para caracterizar o seguinte
mecanismo de acdo do CBZ: interacdao com a tubulina, o que compromete a polimerizacao dos
microtubulos e culmina em erros de segregacdao cromossdmica durante a divisdao celular. As
demais autoridades regulatdrias internacionais concordaram com essa avaliacdo e também
concluiram que o CBZ deve ser considerado uma substancia aneugénica, em decorréncia do
seu mecanismo de acdo (EFSA, 2009; PMRA, 2011; APVMA, 2009; JMPR/FAQ, 2005).

Quadro 7. Avaliagcdo de ensaios sobre mecanismos de genotoxicidade com o ingrediente ativo CBZ.

LimitagOes,
Referénci Protocolo Resultados segundo autor |ncor_15|sten~C|as € Conclusao
a considerages
relevantes
Pureza: 99,7%; Efeito na proliferacdo celular: e CBZatua
Linhagem: Culturas ¢ “Msgindice mitdtico como CBZ induziu efeitos na
Cane primarias de células em todas as agente divisdo celular e
Albertini., | da granulosa concentragdes entre mitostatico | despolimeriza¢ao de
1997 humanas; os dias 2-9. por meio de | micro tubulos
Delineamento: e >95% células com interferénci | (>0,2 ug/mlL)

Culturas de células metafase anormais a seletiva



Lim et al.,
1997b

Correa et
al., 2001

(dia 3) expostas ao
CBZ (0,06; 2; 6pug/mL)
por 3,6,9,12 e 15h,
com posterior fixacao,
marcagao
imunofluorescente
(avaliacdo da
organizacao de MT,
centrossomas,
proteinas associadas
ao fuso e DNA) e
analise quantitativa.

Pureza: Benomil
(>95%; contaminagado
10% CBZ); CBZ (alta
pureza, %NI);
Linhagem:

Ratos Sprague-
Dawley o
Delineamento: Estud
0 in vivo: parecer de
toxicidade
reprodutiva.

Estudo in vitro:
Purificagao de
tubulina testicular
(n=8) e anadlise da
inibicdo da montagem
de MT apds
incubagdo com
Benomil (10, 50 e 100
uM) e CBZ (5 e 10uM
— como contaminante
do Benomil).

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: Cultura
primaria de células de
tubulos seminiferos
de ratos Sprague-
Dawley;
Delineamento: Coleta
e incubacao de
células de tubulos
seminiferos de ratos

(desorganizacgdo
cromossémica com
fusos bi, tri e
multipolares);
auséncia de anafase
e/ou teléfase (CBZ
atua na transicao
metafase-anafase).

Efeito sobre MT/ organizagdo
do fuso mitdtico (exposicdo

>9h):

Alteragao na forma,
simetria e n° polos do
fuso (afeta
integridade do
centrossomo);

Acdo seletiva em
células na metéfase;

Alteracdo na
composicao de MT,
com
despolimerizacdo de
MT nao acetilados.

Identificacdo de
subunidades a e B-
tubulina;

Inibicdo concentragao-
dependente na
montagem de MT
(n=3): 1C50 de 75uM
(Benomil) e 5uM
(CBZ), indicando que
o efeito da exposicao
ao Benomil foi quase
gue completamente
decorrente do CBZ
como contaminante.

Inducdo da
despolimerizagao de
MT nos tubulos
seminiferos isolados:
Msg % tubulina
solivel e I sg %
tubulina polimerizada
(30 e 60 min); sem
perda sg total de
tubulina quantificada.

na
organizagao
de MT e
centrossom
o;

Embora os
disturbios
do fuso
sejam
detectdveis,
a
progressao
do ciclo
celular é
prejudicada
devido aos
efeitos
seletivos na
dinamica
dos MT, ao
invés de
despolimeri
zac¢do dos
MT.

Autores
informaram
que, apesar
dos
desfechos
verificados i
nvitroein
vivo, tal
estudo nao
comprova
relagao
direta entre
a inibi¢do in
vitro da
polimerizag
do dos MT
ea
descamaca
o de células
germinativa
s in vivo.

Cada
amostra de
tubulo
seminifero,
utilizada
para gerar
as culturas
controle,
veiculo e
tratada, foi

POSITIVO

CBZ induziu inibi¢do da
montagem de MT in
vitro em niveis
substancialmente inferi
ores (=5 uM) aqueles
que induziram danos
testiculares in vivo (164
mg/kg ip e 262ug it)

CBZ induziu
despolimerizagao de
MT, que parece estar
associada a reducao
da tirosinagao de
tubulina, ao invés de
perda de tubulina.
(100 uMm)



Winder et
al., 2001

nao-tratados.
Exposi¢cdao a CBZ
(100uM).

Analises: isolamento,
quantificagao (ELISA)
e determinagdo da
composicdo (western
blot) de tubulina
soltvel e polimerizada
no epitélio
seminifero.

Pureza: Alta (%NI)
Linhagem: ratos Spra
gue-Dawley (100-103
dias).

Delineamento: Obten
¢do detubulinac/e
s/ proteinas
associadas a
microtubulos (MAP)
de cérebro e
testiculos.

1) Ensaio de
associagao de
tubulina: ¢/ e s/ MAP,
pré ou co-incubagdo
com CBZ (100 uM).
Avaliagdo por
espectrofotometria.
2) Ligagdo de GTP a
tubulina: incubagao
com CBZ por 20 min
antes da adigdo de
GTP. Avaliagdo por
filtracdo.

3)Efeito de CBZ na
hidrélise de GTP: CBZ
adicionado apds
tubulina incubada
com GTP.

Avaliacdo por HPLC.

Sem alteragdo no nivel obtida a
ou distribuicdo de partir do
proteinas a e f3- testiculo de
tubulina acetiladas um rato;
(fracGes soluvel e nao foi
polimerizada). relatado o
{ nivel a- tubulina na namero
fracdo de tubulina total de
polimerizada, animais
indicando que CBZ utilizados;
induziu 1 tubulina e Ensaiode
soluvel via ELISA com n
despolimerizagao; =3-4.

CBZ nao induziu |,

ATP, (manutengdo
fisiologia normal dos
tubulos seminiferos).

Ensaio de tubulina s/

MAP: bastante

sensivel a inibicdo da
polimerizagao pelo
CBZ. Ensaio ¢/ MAP
cerebral mais sensivel
a inibicdo da
polimerizacdo, que a
MAP testicular.

Adicdo de albumina
nao alterou acao
inibitéria do CBZ
(reducdo da inibicdo é
especifica para MAP).

CBZ afetou a iniciagado
da polimeriza¢do dos
MT, mas ndo os MT ja e Maioria dos
formados. resultados

CBZ preveniu a sem
associagao de GTP a diferenca

tubulina dose- estatistica.
dependente. Adicao
de GTP { sg a inibigdo
da polimerizagdo pelo
CBzZ.

Ndo houve diferenca
na formacgdo de GDP
com ou sem CBZ.

CBZ interferiu nos
eventos iniciais da
polimerizacao de MT,
especificamente na
ligacdo de GTP a
tubulina. As MAPs
moderam esse efeito
e reduzem a inibicao
por CBZ.

CBZ interfere nos
eventos iniciais de
polimeriza¢ao dos
microtubulos.
(100 um)



Markelew
icz, 2004

Lim and
Miller,
1997a

Zuelke
e Perreau
It, 1995

Warr et
al., 1982

Pureza: Alta (%NI)
Delineamento: /In
vivo: parecer de
toxicidade
reprodutiva. Ex vivo:
Hexanodiona (HD)
incubada com
tubulina purificada
por 16 horas. Inclusdo
de replicatas com
adicdode CBZ (70 e
140 uM).

Pureza: > 97%;
Linhagem: Ratos Spra
gue-Dawley pré- (23-
28 dias) e pds-
puberais (83-90 dias);
Delineamento: /n
vivo: incluido no
parecer de toxicidade
reprodutiva. In

vitro: Obtengdo de
tubulina testicular de
ratos pds (n=5) e pré-
puberais (n=10) para
avaliacdo da
montagem de MT
(CBZ5e 10 uM pré-
incubado com
tubulina por 20
minutos).

Pureza: 95%;
Linhagem: Hamsters
sirios.

Delineamento: Exposi
¢do durante a
fertilizagcdo in vitro (6
ug/mL) e in vivo (1000
mg/kg p.c.; gavagem,
n=6).
Imunofluorescéncia
de MT, cultura de
zigotos e microscopia
dos zigotos e
embrides.

Pureza: N3o
informada.
Linhagem: linhagem
mutante CRMygs de
células CHO.
Delineamento: investi
gacdo da viabilidade
celular da linhagem
mutante:
plagueamento de 5 x
10° em CBZ 10°M

HD J tempo e
Mvelocidade maxima
de formacdo de MT;
Normalizacdo pela
exposicao
concomitante de CBZ.

Inibicao da associagdo
de MT pelo CBZ foi
similar para tubulina
de ratos pré (IC50 =
4,6 UM ) e pos-
puberais (IC50 = 4,9
uM).

Imunofluorescéncia co
nfirmou danos aos
fusos meidticos
durante a

fertilizagdo in vitro.

Linhagem CRMygs € 2x
mais resistente a CBZ,
guando comparada a
linhagem selvagem, o
gue sugere que uma
alteragdo na proteina
microtubular pode
alterar esse nivel de
resisténcia e indica
que o CBZ induz
inibicdo do

CBZ usado
como
agente
inibidor da
polimerizag
dode MT
para
avaliacdo
da resposta
de HD.

Comparagao
da inibicado
pelo CBZ da
associacao
de
tubulinas
de ratos pré
e pos-
puberais.

Pequeno
grupo
amostral;
Descricao
completa
desse
estudo no
Quadro 5.

Descrigdo
imcompleta
da
metodologi
a;

Anadlise em

triplicata;

Colbnias

com mais
de 50
células

Tubulina+HD é
resistente aos efeitos
inibitérios do CBZ
(70 um)

CBZ inibiu a
polimerizagao de
tubulina de ratos pré e
pOs-puberais de forma
similar

(4,6 uM)

CBZ induziu dano aos
fusos mitoéticos

(6 pg/mL)

INCONCLUSIVO



(dobro da crescimento em foram
concentragdo toxica células de mamiferos contabilizad
para linhagem por meio de um as;
selvagem). efeito nos e Desvio
microtubulos. padrdo da
triplicata
<15.
e C(Cada
experiment
o feito em
duplicata.
Pureza: 97%;
Linhagem: Células
alveolares A549;
Delineamento: 4,9 a
1046 uM por 24h: 1)
monocamada celular

citotoxicidade por Avaliacoes
( P Monocamada exposta * ¢

MTT e progressao do R N feitas para
. a concentragdes ndo
ciclo celular; EROs, o dose que
L citotoxicas mostrou
atividade causou
mitocondrial e apenas arrasto na ouco
. fase G2/M. p Arrasto na mitose e
Tollstadiu | caspase por . impacto na ~
. . e Sistema 3D AIL: Psg N aumento da expressao
setal, citometria de fluxo); - viabilidade .
. expressao de Caspase de a-tubulina
2019 2) sistema de cultura . celular, ou
3, a-tubulina e EROs; . (12,5 uM)
celular (3D) em . seja com
. L J sg atividade :
interface ar-liquido baixa

(AIL) (citotoxicidade m|tolco.ndr|1al.. citotoxicida
CBZ é citotoxico para

por MTT; células pulmonares. de

citoqueratina, CD44, (12,5 uMm).

MUC-1, caspase, a-

tubulina, Nrf2, E-

caderina, EROs,

atividade

mitocondrial por

fluorescéncia).
MT: microtubulos; CBZ: Carbendazim; sg: significativo; IC50: concentragdo que inibe a montagem do MT em
50%; MTT: ensaio de reducdo de tetrazolium; MAP: proteinas associadas a microtubulos; NI: ndo informada.

2.5 Estudos de toxicidade aos drgaos reprodutivos e as células germinativas

Conforme avaliacdo dos estudos de toxicidade reprodutiva (Quadro x, parecer
REPROTOX), o dano testicular causado pelo CBZ decorre da inibicdo da associacdao de
microtubulos, o que acarreta falha na segregacdao cromossdmica durante a meiose
espermatica, necrose dos espermatdcitos meidticos, descamacgao de espermatides imaturas,
atrofia do tubulo seminifero, anormalidades nas espermatides longas e alongadas (inclusive
no acrossoma), com formacdo de magaespermdtides e simplastos. Verifica-se que esse
conjunto de efeitos adversos esta associado a capacidade de interagcdao do CBZ com elementos
do citoesqueleto, como os microtubulos, o que leva a aberragcdes cromossémicas numéricas,
conforme ja discutido neste parecer. Assim, pode-se concluir que, além de o CBZ ser um
mutageno aneugénico que provoca danos cromossoémicos nas células somaticas (item 2.2.2),
também ha evidéncia suficiente indicativa do seu potencial mutagénico para as células



germinativas (item 2.2.3), inclusive com comprometimento da viabilidade embriondria dos
animais expostos.

3. VIA DE EFEITO ADVERSO (AOP)

Uma via de efeito adverso (AOP) ja foi caraterizada especificamente para explicar
efeitos aneugénicos na prole decorrentes da ligacao de quimicos a tubulina (Marchetti et al.,
2016), conforme pode ser observado na Figura 1 — AOP 106 (https://aopwiki.org/aops/106).
O peso da evidéncia para esse AOP é considerado forte.

Evento molecular Resposta do
P RESPOSTA CELULAR (eventos chaves)
iniciador organismo

| CELULAS GERMINATIIVAS FEMININAS |
Ligagdo d Disrupcdo da Alterago d Mutagio
igacdo da isru . eracio da - hereditaria
substéncia 3 dinamica dos - Anormahdades» dinamica dos ‘ Aneuploidia
. P nos fusos nos ovocitos EFEITO ADVERSO
tubulina microttibulos Cromossomos
> CONSEQUENCIA
EC1 EC2 EC3 T EC4 PARA A PROLE:
Aumento de

sindromes
aneuploides

Figura 1. Via de Efeito Adverso para efeitos aneugénicos na prole decorrentes do evento
molecular indicador (ligacdo de substancias quimicas a tubulina). Setas azuis representam a
relacéo entre os eventos-chaves (EC). Essa relagdo pode ser adjacente (um evento-chave
desencadeia a ocorréncia do evento seguinte) ou ndo-adjacente (um evento-chave desencadeia
outros eventos-chaves paralelamente a via principal).

Adaptado de: https://aopwiki.orqg/aops/106

O aumento de aneuploidia pode afetar qualquer cromossomo e dados em
roedores sugerem que aumento de aneuploidia em células germinativas leva a aumento de
aneuploidia na prenhez. Nessa AOP, a ligacdo da substancia a tubulina induz a sua
despolimerizacdao, com posterior desorganizacao do fuso mitético, alteracdo da dinamica
cromossomal e, consequentemente, geracao de ovdcitos aneupldides. Ovdcitos aneupldides
podem ser fertilizados e gerar conceptos aneuploides. Vale ressaltar que a aneuploidia
durante a meiose de células germinativas é a principal causa de abortos espontaneos em
humanos e é a anormalidade cromossdmica mais observada no nascimento (Pacchierotti et
al., 2019).

O efeito molecular iniciador, ligagdo a tubulina (Evento denominado 718 na AOP),
foi devidamente investigado para diversas substancias, inclusive para o CBZ, que foi incluido
na descricao da AOP 106 como exemplo de substancia capaz de desencadear esse evento. O
CBZ também foi identificado como capaz de promover outro evento-chave dessa AOP:
alteracdao do numero de cromossomos (aneuploidia) em ovdcitos de hamsters (Evento 723). A
janela de sensibilidade para a inducao de aneuploidia é o periodo préximo a ovulacao e,
dependendo da dose e do tempo de exposi¢ao, a indugao de aneuploidia pode alcangar quase


https://aopwiki.org/aops/106
https://aopwiki.org/aops/106

100%. Ou seja, a dinamica dos fusos em células germinativas femininas é bastante sensivel a
sutis alteracdes e pode ocorrer tanto na meiose | quanto na meiose Il. Vale ressaltar que nao
foram desenvolvidos modelos quantitativos para a relacdo entre os eventos dessa AOP.
Entretanto, estudos in vivo mostram que o periodo de exposicdao antes da divisao deve ser
cuidadosamente considerado caso esse tipo de avaliacdo seja feita, j3 que as substancias
possuem diferentes meias-vidas de ligacao a tubulina. De modo geral, sabe-se que substancias
que interferem na montagem de microtubulos ja em baixas concentragdes in vitro tendem a
ser fortes aneugénicos in vivo, entretanto, ndo foi determinada uma relacdo quantitativa
especificamente para essa comparacdo (Marchetti et al., 2016).

Os estudos in vitro e in vivo com o CBZ neste parecer, somados aos estudos
mecanisticos avaliados, claramente indicam a ocorréncia do evento iniciador (ligacdo a
tubulina) e de eventos-chave (despolimerizacao da tubulina, desorganizacdo de fuso mitdtico
e inducdo de ovdcitos aneupldides) da AOP 106. Além disso, existe clara evidéncia da
ocorréncia do efeito adverso (mutacao hereditaria na célula germinativa, levando a formacgao
de conceptos aneuploides). Portanto, a referida AOP corrobora a classificacdo do CBZ como
mutagénico para células germinativas (Marchetti et al., 2016). Ainda, a descricao dessa AOP e
de seus eventos-chaves aponta incertezas quantitativas que podem estar associadas a essa
via, interferindo na escolha de um limiar adequado. Marchettti e colaboradores (2016), ao
utilizarem o CBZ para exemplificar essa AOP, também levantaram preocupag¢ao com relagcao
a exposicdo humana a esse ingrediente ativo de agrotdxico, pois identificaram
preocupante exposicao humana ocupacional e pela dieta.

4. CLASSIFICAGAO DO CARBENDAZIM QUANTO A MUTAGENICIDADE

A RDC n?294/2019 estabelece a classificacdo toxicoldgica dos ingredientes ativos
de agrotdxicos, em funcao da mutagenicidade, nas Categorias 1A, 1B ou 2 (Se¢ao 4 do Anexo
IV), de acordo com a avaliacdo baseada no peso da evidéncia.

A FT, com base nos documentos das agéncias reguladoras internacionais (EFSA,
2010; APVMA, 2009; EC, 2007; EU, 2007; JMPR, 2005; USEPA, 2005), concluiu que o
mecanismo de acao genotdxica do CBZ é bem conhecido e consensual entre essas agéncias.
Com uma literatura extensa, os estudos de genotoxicidade in vivo e in vitro mostram que o
fungicida promove alteragcdes cromossdmicas numéricas (aneugénese) ao interferir na
tubulina e comprometer a montagem dos microtubulos que formam o fuso mitdtico,
prejudicando assim a divisao celular.

Embora ndo existam estudos epidemioldgicos especificamente para humanos
com o CBZ, a partir da analise das evidéncias atualmente disponiveis, conclui-se que o CBZ é
uma substancia aneugénica para células somaticas e germinativas, tanto in vitro quanto in
vivo em mamiferos. Portanto, quanto a mutagenicidade, esse ingrediente ativo se enquadra
na Categoria 1B: Produto que presumidamente induz mutagdes em células germinativas de
seres humanos; sendo essa classificagao baseada nos resultados positivos de estudos de
mutagenicidade in vivo em células germinativas de mamiferos. Essa mesma classificacao foi
adotada pela EFSA (2010).



5. DETERMINAGAO DE LIMIAR PARA EFEITO ANEUGENICO EM CELULAS GERMINATIVAS
HUMANAS

Conforme determinado pela Lei n? 7.802, de julho de 1989; pelo Decreto n?
4.074, de janeiro de 2002; e regulamentado pela RDC n2 294, de julho de 2019, é proibido o
registro de ingredientes ativos de agrotdxicos categorizados como conhecidos ou
presumidamente mutagénicos e nao for possivel determinar um limiar de dose para esse
desfecho que permita proceder com as demais etapas da avaliagao do risco.

E importante esclarecer que limiares de dose geralmente n3o s3o determinados
para efeitos mutagénicos (USEPA, 2005; ECHA, 2017). Contudo, para o CBZ, a APVMA (2009)
optou pela determinagao de um limiar especificamente para o seu efeito aneugénico. A EFSA
(2010) também sugeriu um limiar para este efeito; porém, posteriormente, o Carbendazim foi
proibido na Unido Europeia, sendo um dos motivos de proibicdao, o seu potencial mutagénico.
A PMRA (2011) e a USEPA (2020) ndo determinaram limiar especifico para a aneugénese, ja
gue essas agéncias utilizam os dados de mutagenicidade apenas como evidéncias mecanisticas
associadas a outros desfechos toxicolégicos mais preocupantes, como a carcinogenicidade e
toxicidade reprodutiva. Assim, essas duas agéncias utilizaram as evidéncias de aneugenicidade
do CBZ para a avaliacao de risco de carcinogenicidade desse IA.

A FT discutiu que, de maneira geral, diferentes concentracdes de CBZ eliminam
completamente a formacao do fuso mitdtico em células de mamiferos, o que resulta em fusos
mitdticos imperfeitos, falha na segregacao cromossdmica e, consequentemente, na producao
de células descendentes aneupldides, isto é, com numeros reduzidos ou aumentados de
cromossomos (por exemplo, monossomia ou trissomia). Além disso, a propria FT menciona
gue, embora os alvos celulares do CBZ sejam essencialmente os mesmos para mitose e
meiose, ndo existem evidéncias que provem conclusivamente que as concentracdoes de CBZ
capazes de modificar a mitose e a meiose sao idénticas, conforme discutido pela APVMA
(2009). Ainda, a FT relata que a EFSA (2010) estipulou como limiar para atividade aneugénica in
vitro o valor de 0,2 a 0,6 pg/mL e um NOAEL in vivo de 50 mg/kg p.c. para efeitos aneugénicos
em espermatozoides. Ja a APVMA (2009) utilizou o valor de 50 mg/kg p.c. como LOAEL e, por
isso, para a avaliacdo de risco deste ingrediente ativo calculou um limiar humano com um fator
de seguranca extra de 10 vezes para considerar a extrapolacao de LOAEL para NOAEL, obtendo
um limiar (0,05 mg/kg p.c.) para humanos desse desfecho dez vezes menor do que a EFSA.

A partir dos aspectos levantados pelas demais agéncias regulatdrias e pela FT,
optou-se por uma discussdao mais aprofundada sobre a determinacao de um limiar seguro in
vivo para células germinativas humanas expostas ao CBZ, mesmo este ndao sendo um desfecho
usualmente discutido quanto a ocorréncia de limiar. Para tanto, faz-se necessaria a divisao da
discussdo em dois principais aspectos: 1) Escolha do valor de 50 mg/kg p.c. como
NOAEL/LOAEL para efeitos aneugénicos em espermatides de ratos; e 2) Determinagdo de
limiar para efeitos aneugénicos em células germinativas humanas.

5.1 Uso de 50 mg/kg p.c como NOAEL/LOAEL para efeitos aneugénicos em espermatides de
ratos

Conforme discutido no item 2.2.3, considera-se inadequado utilizar o valor de 50
mg/kg p.c. como NOAEL para os efeitos aneugénicos do CBZ, pois, no estudo de Matsuo e
colaboradores (1999), foi demonstrado um leve aumento na frequéncia de MN em



espermatides ja na dose de 50 mg/kg p.c.. Tal aumento, embora sem significancia estatistica,
ndo pode ter sua significancia biolégica desconsiderada, principalmente quando avaliado
conjuntamente as evidéncias de toxicidade reprodutiva decorrentes da atividade aneugénica
do CBZ. Pacchiierotti e colaboradores (2019) também enfatizaram a necessidade de ndo
considerar apenas diferencas estatisticas nos estudos citogenéticos, pois isso pode subestimar
o real potencial aneugénico da substancia. A APVMA (2009), alinhada a esse posicionamento,
concluiu que o valor de 50 mg/kg p.c. obtido no estudo corresponde ao LOAEL. Entretanto, a
APVMA (2009) utilizou o LOAEL com um fator extra de seguranca (10 vezes) para determinagao
da dose de referéncia humana.

A RDC n? 294/2019 é clara ao estabelecer que o registro de agrotdxicos que se
enquadrem em proibitivos de registro apenas pode ocorrer quando é possivel determinar um
limiar adequado para prosseguir com as demais etapas da avaliacdo de risco. Aqui, cabe
esclarecer que o LOAEL ndo pode ser considerado uma limiar adequado. Pelo contrario, esse
valor corresponde a menor dose em que o efeito adverso, no caso aneuploidia, foi observado.
Logo, é desconhecida a dose sem efeito mutagénico para o CBZ. Para reduzir o risco dessa
incerteza, a APVMA (2009) optou por adicionar um fator extra de seguranca, estipulando um
AOEL de 5 mg/kg p.c.. Porém, este valor ndo é baseado em dados de estudos especificos com
CBZ, tratando-se de um valor arbitrado pela Agéncia.

Portanto, a CREAV conclui que a dose de 50 mg/kg p.c. (Matsuo et al., 1999) ndo
pode ser utilizada comoum limiar adequado para derivar doses de referéncia
suficientemente protetivas para a saude da populagdo humana, conforme requerido pela
RDC n? 294/2019. Vale ressaltar ainda que uma série de estudos evidenciou a ocorréncia de
efeitos reprodutivos em doses inferiores ao suposto limiar de 50 mg/kg p.c.. Breslin e
colaboradores (2013) relataram vérios danos histopatoldgicos testiculares e epididimarios em
ratos, causados pela administracdo oral de 20 mg/kg por 2 ou 7 dias. Essas alteracGes, com
incidéncia e gravidade progressivas em relagdo a dose/duracdo, incluiram: nos testiculos —
dilatacao e degeneracao tubular, esfoliacdo de células germinativas, vacuolizacao de células
de Sertoli; e nos epididimos — edema, presenca de detritos celulares e reducao de
espermatozoides intratubulares. Pacheco e colaboradores (2012) também relataram
alteracdes morfoldgicas em espermatides de ratos, apds exposicdo a doses subcronicas (50
mg/kg p.c./dia) de CBZ. Rajeswary e colaboradores (2007) relataram reducao significativa no
peso testicular, no nivel de testosterona sérica e na atividade das enzimas esteroidogénicas e
antioxidantes, apds administracdo de CBZ via gavagem (25 mg/kg p.c./dia) por 48 dias. Esse
estudo demonstrou que baixas doses didrias subcronicas de CBZ causam toxicidade direta as
células de Leydig e que esses efeitos devem decorrer da agao toxica direta desse IA no testiculo
(reducdo no numero de células, na sintese/secrecdo, na responsividade ao LH ou inibi¢cdo da
esteroidogénese). J& no estudo de Dere e colaboradores (2016), foram demonstradas
alteragOes histopatoldgicas testiculares (dano ao epitélio seminifero, vacuolizacao de células
de Sertoli, retencdo da cabeca de espermatides) em ratos, apds exposicao subcronica via oral
a baixas doses (30 e 50 mg/kg p.c./dia), nas quais, apesar da auséncia de significancia
estatistica, foi observado um efeito dose-dependente. Adicionalmente, foram evidenciadas
alteracdes nos parametros espermaticos e interrupcao da espermatogénese, apds exposicao
oral de camundongos a baixas doses (0,1 a 10 mg/kg p.c./dia) por 5 semanas (Liu et al., 2019
e 2020). Ou seja, esse conjunto de estudos indica que o CBZ afeta a espermatogénese em
baixos niveis de dose, inferiores a 50 mg/kg p.c..



Adicionalmente, Nakai e colaboradores publicaram uma série de estudos
investigando os mecanismos subjacentes a toxicidade reprodutiva induzida por CBZ (1993,
1994, 1995, 1997a, 1997b, 1998a, 1998b, 2002). Segundo o grupo, apds doses baixas a
moderadas, o efeito primario do CBZ é no testiculo, onde ocorre descamacao de células
germinativas dependente do estagio da espermatogénese. Tal descamacdo é causada pela
interferéncia do CBZ nos microtubulos e filamentos intermediarios das células de Sertoli,
mecanismo também relacionado ao seu potencial aneugénico nos espermatdcitos.
Adicionalmente, também foram observados efeitos adversos nas células germinativas, com
desenvolvimento anormal da cabecga de espermatides.

Conforme discutido acima, a ocorréncia de alguns efeitos adversos depende do
estdgio da espermatogénese no qual o CBZ é administrado. A alfa-tubulina e os filamentos
intermediarios sao afetados nos mesmos estagios em que ocorre a descamac¢ao, com reducao
de alfa-tubulina e colapso dos filamentos intermediarios, o que leva a perda de ancoragem
das células germinativas e consequente descamacdo. O CBZ também afetou o processo
espermatogénico, causando necrose de células em divisdo celular (tanto meiose quanto
mitose) e impedindo os espermatdcitos de completar a segunda divisdao meidtica,
demostrando claramente seu potencial aneugénico. Também foi relatada a ocorréncia de
megaespermatides (células dipldides resultantes de divisbes meidticas anormais), cuja
formacao estd associada a inducdo de aneuploidia pelo CBZ (Hess & Nakai, 2000).

Outros estudos avaliados, apesar de terem empregado doses mais altas,
contribuiram para o entendimento do mecanismo de inducdo da toxicidade reprodutiva
associada a exposicao ao CBZ, o qual esta sabidamente relacionado a atividade aneugénica
desse composto. No estudo de Jeffay e colaboradores (1996), por exemplo, demonstrou-se
que o CBZ, administrado a fémeas de hamster sirio em dose Unica via gavagem (1.000 mg/kg),
induziu aneuploidia em ovécitos durante sua maturagao; além de uma série de efeitos que,
segundo os autores, foram decorrentes de toxicidade direta aos ovdcitos, e nao de alteracao
enddcrina na ovulacdao, uma vez que o numero de ovdcitos ovulados foi semelhante entre
animais tratados e controle. Similarmente, o CBZ ndo afetou a taxa de fertilizacdo de ovdcitos
e, portanto, nao promoveu danos na funcdo espermatica ou na fertilizacdao em si. Os efeitos
observados foram atraso/interrup¢do no desenvolvimento embriondrio pré-implantacgdo e
reducdo nos sitios de implantacdo, além de uma série de alteracdes morfoldgicas nos dvulos
apos a fertilizacao, as quais foram consideradas resultantes do mecanismo de acao do CBZ no
processo de montagem dos microtubulos. Assim, os autores concluiram, a partir desse
conjunto de dados, que os ovdcitos parecem ser mais sensiveis aos efeitos induzidos por CBZ
durante a formacao do fuso (proestro), quando ocorre sua maturacdao meiodtica (Jeffay, 1996).

Cabe mencionar que Marchetti e colaboradores (2016) ndo apresentaram um
detalhamento aprofundado sobre limiar para este AOP, ja que ndao hd modelos
computacionais preditivos do risco de aneuploidia na prole. Foi sugerida a hipdtese
de ocorréncia de limiar em camundongos para uma das substancias aneugénicas estudadas,
a Colchicina. Entretanto, no referido estudo foi encontrada uma dose sem efeito adverso (0,1
mg/kg) bem inferior ao valor dos estudos com o CBZ (50 mg/kg). Marchetti e colaboradores
(2016) nao discutiram a possibilidade de determinar uma dose segura para humanos, mas
relataram preocupacao com relacdo a maior susceptibilidade humana a aneuploidia.

Desse modo, verifica-se que ha evidéncias suficientes de que o CBZ é um
composto aneugénico, mas, ndo ha evidéncia que permita estimar uma dose segura em que



nao se espera dano cromossdmico as células germinativas em humanos. Isto é, ndo é possivel
derivar um limiar de dose adequado, capaz de impedir a ocorréncia dos efeitos aneugénicos
induzidos pelo CBZ.

5.2 Determinagao de limiar para efeitos aneugénicos em células germinativas humanas

Pacchierotti e colaboradores (2019), em documento reunindo evidéncias
cientificas e consideragdes de varios especialistas sobre a avaliagao do risco de substancias
aneugénicas para a salde humana, enaltecem a importancia de proteger a populagao humana
da exposicdo a quimicos que induzem aneuploidia em células germinativas e que sao
diretamente associados a desfechos reprodutivos. Houve consenso unanime quanto ao fato
de os aneugénicos afetarem as células germinativas, seu mecanismo de a¢do e seu papel nas
doencas hereditdrias. Foram verificadas 24 substancias com fortes e suficientes evidéncias de
aneugenicidade em células germinativas. Dentre essas substancias, foram incluidos o CBZ e o
Benomil, considerados substancias com suficiente evidéncia de causar aneuploidia e interacao
com microtubulos, inclusive em ovacitos.

A exposicao de células germinativas a substancias aneugénicas leva a concepg¢ao
aneupldide, com a frequéncia de aneuploidia sendo similar em células germinativas e zigotos
(Pacchierotti et al., 2019).

Embora seja evidente que o CBZ cause aneuploidia por inibir a formagao de fuso
mitdtico, tanto em célula somdtica quanto germinativa, ndo estd caracterizada a diferenca na
sensibilidade entre esses dois tipos celulares (Kirsch-Volders et al. 2003). A caracterizacao do
dano as células germinativas é especialmente preocupante, pois ja se verifica dano relevante
nessas células (espermatides) em doses inferiores aquelas observadas nos estudos de
mutagenicidade com células de medula éssea (Matsuo et al., 1999), mesmo com baixas
concentragdes testiculares de CBZ (EFSA, 2009; USEPA, 2020). Ainda, estudos demonstraram
a acao deletéria do CBZ, com perdas precoces de embrides (Zuelke & Perreault, 1995; Jeffay
et al., 1996; Parecer REPROTOX). Ou seja, Kirsch-Volders e colaboradores (2003) levantam a
preocupacao de que as células germinativas possam ser mais susceptiveis aos efeitos do CBZ
do que as células somaticas.

Além disso, as evidéncias em animais indicam que os odcitos sao ainda mais
susceptiveis as substancias aneugénicas, quando comparados aos espermatozoides e as
células somaticas, pois essas células possuem mecanismos distintos de formacao e
organizacao do fuso durante a divisdo meidtica (Kirsch-Volders et al., 2003; Pacchierotti et al.,
2019). Ainda, ha diferencas entre esses dois tipos celulares no ponto de checagem da
formagao do fuso, com os mecanismos de verificagao do nao-alinhamento de cromossomos
pela célula sendo menos efetivos na oogénese do que na espermatogénese ou na mitose
(Kirsch-Volders et al. 2003; Pacchierotti et al., 2019). Isso, em conjunto com outros aspectos
Unicos da oogénese, pode contribuir para uma maior susceptibilidade a erros de segregac¢ao
cromossdémica na meiose, o que explica a alta taxa de aneuploidia em ovécitos humanos e
embrides pré-implantados e o maior risco para falhas de implantacado, abortos espontaneos e
trissomias (Kirsch-Volders et al. 2003).

5.2.1 Ovocitos possuem mecanismos especificos de formagao de fuso mitotico



Em células somaticas e espermatozoides, a formacgao do fuso meidtico é
controlada por um par de centrossomos (centriolos e proteinas) que replicam de forma
coordenada com o ciclo celular. Apds a duplicacdo do centrossomo, eles se movem para polos
opostos do nucleo e controlam a formacao do fuso mitdtico (Mogessie et al. 2018; Pacchierotti
et al., 2019).

Contudo, nos ovécitos de varias espécies, inclusive camundongos e humanos, os
centriolos sdao eliminados antes da fertilizacdo, ndao havendo centrossomos para a divisao
celular (Mogessie et al. 2018). Entdo, nesses casos, a formacdo do fuso meidtico é controlada
pelos centros de organizacao de microtubulos, que ndo possuem centriolos (Pacchierotti et
al., 2019). Esses centros de organizacdo, presentes em camundongos, servem como o principal
sitio de nucleacao dos microtubulos, em substituicao aos centrossomos (Mogessie et al. 2018),
e passam por processos de polimerizacao e despolimerizacdo dos microtubulos quando da
ruptura do envelope nuclear. Eles sao fragmentados e distribuidos em pequenos centros, até
qgue gradualmente se agregam nos dois polos opostos, transformando a estrutura
intermediaria multipolar em bipolar (Mogessie et al. 2018). Assim, durante as fases iniciais de
formacao dos fusos, mais de 80 centros sao formados e, progressivamente, eles se associam
em poucos centros ao redor dos cromossomos, controlando a formacao dos fusos. Esses
processos de coalescéncia de pequenos centros com maiores centros é dindmico e ocorre em
ondas de descondensacdo e fragmentac¢ao, o que contribui para uma distribuicao igualitaria
entre os dois polos (Pacchierotti et al., 2019).

Entretanto, humanos ndo possuem esses centros e a nuclea¢do dos microtubulos
é dependente dos cromossomos, ou seja, os proprios cromossomos tém um papel importante
na formacdo do fuso meidtico (Mogessie et al. 2018). A formacado dos fusos em humanos é,
entdo, distinta, mais longa (15 horas) e com maior instabilidade no fuso (Pacchierotti et al.,
2019). Na divisdo celular, primeiramente os cromossomos sdo agregados e, muitas horas
depois, os microtubulos comecam a nucleacao de dentro desse agregado, a partir dos
cinetdcoros, continuando a se expandir por varias horas (Mogessie et al. 2018). A medida que
o fuso se forma, ele passa por reorganizacdao, fragmentando-se em fusos intermediarios
multipolares instaveis que, entao, se fundem em dois polos, alinhando os cromossomos em
posicao central (Mogessie et al. 2018). Durante esse processo, a actina se associa de forma
constante a tubulina nos polos do fuso, indicando comunicac¢ao direta com os microtubulos e
participacdo na formacdo de fusos bipolares funcionais (Roeles & Tsiavaliari, 2019). H3,
portanto, interdependéncia entre esses dois sistemas.

Essa instabilidade nos fusos mitdticos de ovdcitos humanos é corroborada pela
fragmentacao do fuso em multipolos, induzida pelo Nocodazol, uma substancia aneugénica.
Isso ocorre porque a desestabilizagao dos microtubulos pelo Nocodazol causa gradual redugao
da actina no fuso, levando a perda da sua organizagao bipolar. Desse modo, os microtubulos
ditam a organizagdao espago-temporal da actina, pois o comprometimento da sua estrutura
afeta a fungao da actina de organizacao do fuso e, consequentemente, uma correta
segregacao cromossomica.

Durante esse processo de formacgdo e organizagao do fuso, frequentemente, os
cromossomos sao incorretamente ligados aos polos dos fusos. Em muitas espécies, os
cinetdcoros sao fundidos, facilitando a ligacdao aos fusos de um mesmo polo. Porém, em
humanos, os cinetdcoros das cromatides-irmas sao divididos e interagem com os microtubulos
como unidades separadas, o que prejudica essa intera¢ao. Ainda, cabe destacar que o grau de



separacao dos cinetdcoros em humanos aumenta com o envelhecimento (Mogessie et al.
2018).

Essa interacdao microtubulo-cinetécoro mais fragil, somada a instabilidade da fase
multipolar, resulta em ovdcitos humanos com uma susceptibilidade muito aumentada em
relacdo a ovdcitos murinos, quanto a incidéncia de aneuploidias (Mogessie et al., 2018;
Pacchierotti et al., 2019).

Um estudo feito com Benzo(a)pireno, outra substancia aneugénica, mostrou
claramente a inducdao de anormalidades na organizacdo do fuso e o mal alinhamento dos
cromossomos, levando ao comprometimento da interacdo entre microtibulo e cinetdcoro,
com inducdo de aneuploidia nos ovécitos durante a sua maturacdao (Zhang et al., 2018). A
segregacao correta dos cromossomos depende do estabelecimento das interagdes fisicas e
bioguimicas entre os microtubulos e os cinetécoros e utiliza a energia da polimerizagdo/
despolimerizacdo dos microtubulos para a separacao (Zhang et al., 2018).

Tendo em vista que os microtubulos sdo os principais componentes do fuso, a
manutencao de uma dindamica adequada dessas estruturas é essencial para a correta formacao
e funcionamento do fuso mitdtico. Logo, substancias que interferem com esses processos,
como o CBZ, podem ter um impacto negativo relevante na segregacao cromossémica,
especialmente em ovdcitos, sendo, portanto, as mais comuns e potentes indutoras de
aneuploidia em células germinativas (Pacchierotti et al., 2019).

5.2.2 Ovocitos possuem uma menor sensibilidade no ponto de checagem de formagao de
fuso

Em células somaticas, o ponto de checagem da formacao de fuso (SAC) monitora
a associacdo correta dos cromossomos aos fusos mitdticos (Pacchierotti et al., 2019). E um
mecanismo de vigilancia que suspende a divisdao celular na metafase na ocorréncia de
cromossomos nao ligados e de acumulo de componentes de sinalizacdo, como a proteina
Mad2, no cinetdcoro. Esse sistema de checagem ocorre tanto em espermatdcitos quanto em
ovdcitos, mas existem diferencas especificas entre essas células capazes de promover
respostas diferenciadas a aneugénicos (Vogt et al., 2008).

Verificou-se que altas concentra¢des de Etoposida, uma substancia aneugénica,
inibem o progresso da divisao celular em ovécitos. Porém, em baixas concentragdes, o mesmo
efeito ndo é observado e a célula ndo entra em arrasto para o correto reparo. Ou seja, ha uma
resposta inadequada ao dano no DNA, em razao dessa menor sensibilidade dos ovdcitos a
danos, com ativag¢ao do sistema de reparo apenas acima de determinada concentracao de
aneugénico (Marangos and Carroll, 2012). Ent3ao, o SAC meidtico, especialmente em ovécitos,
€ incapaz de prevenir a transi¢cdo para a anafase na presenga de poucos erros cromossomicos.

Essa diferenca na resposta dos ovécitos pode ser decorrente do seu maior
volume, o que requer varios cromossomos bivalentes mal alinhados para desencadear um
sinal suficientemente forte, capaz de manter a checagem ativa e provocar arrasto na meiose
(Pacchierotti et al., 2019).

Outros estudos também esclareceram a sensibilidade dos ovécitos aos danos de
DNA. Embora camundongos sejam responsivos a quebras duplas de DNA, eles parecem ser
insensiveis a ligacdo cruzada causada pela Mitomicina C, também aneugénica (Yeen et al.,



2012). Os ovécitos tratados com Mitomicina C podem entrar em meiose e progredir na divisao,
levando a embrides severamente comprometidos. Ou seja, nesse caso nao ha sistema de
reparo especifico para esse tipo de dano. Os erros ndo reparados podem passar para o
embridao mesmo quando se observa certo arrasto celular, dando origem a embriées com pro-
nucleo ou multiplos micronucleos (Ma et al., 2013).

Também foi evidenciado que a heterozigose em algumas das proteinas do SAC
(Mad2 e Bub1) é suficiente para aumentar a incidéncia de aneuploidia em ovdcitos, mas nao
em espermatocitos. Logo, a reducdo da expressao génica de componentes do SAC pode agir
sinergicamente com a disfunc¢ao do fuso e de outras organelas, e com a perda de coesao entre
as cromatides-irmas, predispondo ainda mais os ovocitos a erros de segregacao e afetando
consideravelmente a relacdao dose-resposta.

Como os componentes do SAC precisam ser recrutados para os fusos e
cinetécoros dos cromossomos em meiose, 0 tempo necessario para esse recrutamento, em
guantidades suficientes, é critico. Logo, a perda de componentes na organizacao celular, bem
como a polarizacao e a despolimerizacao transitdrias de microtubulos do fuso, decorrentes da
exposicao a aneugénicos, € um problema. Um descompasso também resultara em uma maior
taxa de erro meidtico em ovdcitos dos que em espermatdcitos, jd que estes sdo menores e
conectados por pontes citoplasmaticas (Vogt et al., 2008). Ainda, a formacdo de interacdes
estaveis cinetécoro-microtubulo em ovdcitos é estabelecida apenas na meiose | tardia. Ou
seja, ha uma perda de sensibilidade na resposta dos ovdcitos, o que contribui para a alta taxa
de erros na meiose | em fémeas (Vogt et al., 2008). Portanto, esse conjunto de caracteristicas
dos ovdcitos torna a agao de substancias aneugénicas ainda mais preocupante em fémeas.

5.2.3 Ovdcitos sao mais susceptiveis ao envelhecimento

Ovécitos de mamiferos sao particularmente expostos a danos de DNA. Antes da
sua maturacao, durante o periodo de dorméncia, podem ser acumulados danos ao DNA, com
prejuizo da funcdo do ovécito e da integridade genética (Coticchio et al, 2015). Ainda, a
reducdo na expressao de proteinas do SAC, a disfuncdo na formacgao e organizagao dos fusos
meidticos e a perda de coesao entre cromatides sao eventos sabidamente prejudicados com
o envelhecimento dos ovodcitos, o que resulta no aumento de erros de segregacao
cromossdmica em mulheres (Vogt ett al., 2008).

Anormalidades nos fusos mitdticos também s3do aumentadas com o
envelhecimento materno, o que nao é tao proeminente em ovdcitos de espécies com curto
periodo reprodutivo, como camundongos (Vogt et al., 2008). Disturbios na funcao do fuso
devem agir sinergicamente com defeitos no SAC para geragao dos erros meioticos,
particularmente quando a exposigao a aneugénicos interfere nesse processo. Entdao, com o
processo de envelhecimento e o consequente comprometimento do SAC, baixas
concentragdes de substancias aneugénicas ja podem aumentar as ndao-disjungdes, pois, nessas
condig¢des, o SAC nao poderia prevenir a progressao para anafase, o que resultaria em efeitos
mais severos. Comparativamente, isso ndo seria esperado em espematozoides, ja que a
meiose ndo é interrompida e ndao ha envelhecimento dessas células. Aproximadamente 20%
das concep¢des em humanos possuem anormalidade cromossdémica e a maior parte dos erros
sao de origem materna. Mesmo em camundongos, a taxa de erro também é substancialmente



maior na ovogénese do que na espermatogénese e depende da idade materna. Em humanos,
sao principalmente erros na meiose | que levam as aneuploidias (Vogtt et al., 2008).

5.2.4 Conclusao sobre a determinagao de limiar para substancias aneugénicas em células
germinativas

A discussdo feita até o momento esclarece que as diferencas na susceptibilidade
da espécie, da meiose, do sexo e da expressao génica sao fatores relevantes capazes de
influenciar a dose em que o CBZ desencadeia muta¢des do tipo aberracdes cromossdmicas
numeéricas em humanos. Ha evidéncia suficiente mostrando que doses obtidas de estudos com
células somaticas ou células germinativas masculinas ndao podem ser extrapoladas para
ovécitos, que podem ser muito mais susceptiveis a aneugénese. Ainda, embora os
mecanismos de inducdo de aneuploidia sejam bastante conservados em mamiferos, ha
diferengas importantes entre humanos e roedores que resultam na clara observa¢cao de uma
maior incidéncia de aneuploidia espontanea e de uma maior susceptibilidade com o aumento
da idade em humanos (Pacchierotti et al., 2019). Diante da tendéncia da populagao humana
de reproducdao em idades mais avancadas, é relevante considerar as consequéncias do
envelhecimento na susceptibilidade dos ovécitos humanos a inducao de erros meidticos por
aneugénicos (Vogt et al., 2008). Também ndo se pode desconsiderar polimorfismos na
populacdo em genes que participam da dinamica de divisao celular dos ovdcitos. Ou seja, dada
a alta susceptibilidade a aneuploidia, caracteristica de ovdcitos, e os iniumeros fatores que
podem aumentar ainda mais essa susceptibilidade, a CREAV nao considera adequada e segura
a determinacgao de limiares de doses para substancias aneugénicas.

Pacchierotti e colaboradores (2019) apresentam dados bastante preocupantes
sobre a consequéncia da aneugénese em humanos: a aneuploidia durante a meiose de células
germinativas é a principal causa de abortos espontaneos e é a anormalidade cromossomica
mais observada no nascimento. Cerca de 0,3% dos neonatos sao aneupldides e se estima que
10-30% de todas as concepcdes e mais do que 50% das pré-implantacdes possuam
anormalidades numéricas.

A aneuploidia em célula germinativa, por si s6, pode ser considerada um efeito
adverso, pois a fertilizacdo de um gameta aneupldide leva a um concepto aneupldide, além
de causar infertilidade e perda embrionaria pré- e pds-implantacao. Ainda, é associada a
malformacdes congénitas, retardo mental, morbidade e mortalidade da prole. Os dados
disponiveis atualmente mostram que é baixa ou inexistente a selecao contra gametas
aneupldides durante a fertilizacdo. Portanto, espera-se um aumento de conceptos
aneupldéides quando ha indugao de gametas aneupldides (Pacchierotti et al., 2019). Na maioria
das vezes, havera morte do concepto no utero. Apenas aneuploidia e trissomias especificas
sdao compativeis com a vida, as quais tém muita gravidade em humanos, como: Sindrome de
Down (trissomia 21), Sindrome de Patau (trissomia 13), Sindrome de Klinefelter (47, XXY),
Sindrome de Edward (trissomia 18) e Sindrome de Turner (45, X0). Ou seja, toda aneuploidia
vidvel resulta em substancial dano ao desenvolvimento neurolégico ou reprodutivo, com
significativo impacto emocional, social, financeiro e a saude.

6. CONCLUSAO



Com base na avaliagdao do peso das evidéncias disponiveis — estudos regulatorios
apresentados pela FT, estudos da literatura cientifica selecionados na revisdo sistematica e
relatdrios das principais agéncias reguladoras internacionais — conclui-se que: 1) o CBZ nao
provoca danos diretos ao DNA ou mutagdes pontuais, exceto na presenca de impurezas com
relevancia toxicoldgica, as quais devem ter suas concentragdes limitadas a 0,0006 g/kg (DAP) e
0,0005 g/kg (AHP) nos produtos registrados no Brasil; 2) o CBZ ndo causa aberracdes
estruturais, mas induz aberragdes cromossOmicas numéricas em células somaticas e
germinativas de mamiferos, sendo considerado um agente aneugénico; 3) o CBZ se
enquadra quanto a mutagenicidade na Categoria 1B: Produto que presumidamente induz
mutagdes em células germinativas de seres humanos. Ainda, a partir do conjunto de dados de
mutagenicidade, associado aos estudos mecanisticos e de toxicidade reprodutiva também
analisados, conclui-se que nao ha evidéncia que permita estimar uma dose segura in vivo em
que nao se espera a ocorréncia desses danos cromossémicos as células germinativas em
humanos. Isto é, ndo é possivel definir um limiar de dose adequado, capaz de impedir a
ocorréncia dos efeitos aneugénicos induzidos pelo CBZ.

Cabe ressaltar que a conclusao de que o Carbendazim é uma substancia
aneugénica estd alinhada a conclusdo de todas as autoridades regulatdrias consultadas,
conforme pode ser observado no Quadro 8.

Quadro 8. Conclusdes da principais autoridades internacionais sobre a mutagenicidade do Carbendazim.

Autoridade - Resultados a .
L . Conclusao . . Dose de referéncia humana
Regulatdria Experimentais

EFSA (2010) |Aneugénico NOAEL: 50 mg/kg | 0,50 mg/kg
JMPR (2005) |Aneugénico NOAEL: 50 mg/kg | 0,50 mg/kg

N&do definida para aneugénese (avaliagdo de risco de
carcinogenicidade ndo foi por limiar e sim linear, pois
considerou que outro mecanismo pode estar agindo para a
formacdo de tumores).

USEPA (2020) |Aneugénico NOAEL: 50 mg/kg

Nado definida para aneugénese (avaliagdo de risco de
carcinogenicidade ndo foi por limiar e sim linear, pois
considerou que outro mecanismo pode estar agindo para a
formacgdo de tumores).

PMRA (2011) |Aneugénico NOAEL: 50 mg/kg

0,05 mg/kg (limiar ndo experimental, com adogdo de fator de
APVMA (2009) |Aneugénico LOAEL: 50 mg/kg | extrapolagdo extra de 10x para calculo da dose de referéncia
humana).

Ndo ha dose experimental sem efeito aneugénico que possa
ser considerado limiar adequado de acordo com a RDC
n2 294/2019. Além disso, ha evidéncias robustas que
demonstram maior susceptibilidade dos ovécitos humanos a
ANVISA Aneugénico LOAEL: 50 mg/kg | aneuploidia, em comparac¢io aos espermatozoides e as
células somaticas humanas e de roedores. Ainda, espera-se
agravamento decorrente do processo de envelhecimento
caracteristico desse tipo celular e polimofismos de
subpopulagdes.

Portanto, considerando a legislacdo brasileira e com base no acima exposto,
conclui-se que o CBZ preenche os requisitos proibitivos de registro estabelecidos pela Lei n?
7.802, de julho de 1989 e pelo Decreto n2 4.074, de janeiro de 2002; devendo ser classificado
na Categoria 1B em fun¢ao da mutagenicidade, conforme estabelecido na Se¢ao 4, Anexo IV da



RDC n2 294, de 29 de julho de 2019. Em tais dispositivos legais, fica estabelecida a proibi¢ao do
registro de agrotodxicos que apresentem caracteristicas mutagénicas e para os quais ndo seja
possivel determinar um limiar de dose que permita proceder com as demais etapas da avaliacao
do risco.
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Processo n? 25351.945793/2019-57
Interessado: Coordenagdo de Reavaliagdo, Geréncia de Monitoramento e Avaliagdo do Risco, Geréncia-Geral de Toxicologia

Assunto: Analise do potencial carcinogénico do ingrediente ativo Carbendazim.

Avalia o potencial de carcinogenicidade do Carbendazim para os seres
humanos, como parte da reavaliagdo toxicoldgica desse ingrediente
ativo, conforme RDC n° 221, de 28 de margo de 2018.

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Anvisa: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APMVA: Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority (Autoridade Australiana de Pesticidas e Medicina Veterinaria).
CBZ: Carbendazim

CREAV: Coordenacgdo de Reavaliagdo

EChA: European Chemicals Agency (Agéncia Europeia de Quimicos)

EFSA: European Food Safety Authorithy (Autoridade Europeia para Seguranga dos Alimentos)

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizagdo das NagGes Unidas para Agricultura e Alimentag3do).
FSCJ: Food Safety Commission of Japan (Comissdo para Seguranga dos Alimentos do Japdo)

FT: Forga Tarefa do Carbendazim

IA: Ingrediente ativo.

IARC: International Agency for Research on Cancer (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer).

ICAMA: Institute for the Control of Agrochemicals, P.R. China (Instituto para o Controle de Agrotodxicos da Republica Popular da China).
LOAEL: Lowest Observed Adverse Effect Level (Nivel mais Baixo de Efeito Adverso Observado).

NOAEL: No Observed Adverse Effect Level (Nivel de Efeito Adverso ndo Observado).

PMRA: Health Canada's Pest Management Regulatory Agency (Agéncia Reguladora de Controle de Pragas Canadense).

PoD: Point of Departure (Ponto de partida).

USEPA: United States Environmental Protection Agency (Agéncia de Prote¢do Ambiental Americana).

WoE: Weight of evidence (peso da evidéncia).

Resumo

Para avaliagdo do potencial carcinogénico do Carbendazim (CBZ), foram avaliados 14 estudos que foram enviados pelas empresas registrantes, foram
obtidos por uma busca sistematizada de estudos cientificos ou foram apresentados nos documentos das agéncias internacionais envolvidas na
regulacdo de agrotodxicos. Verificou-se que o CBZ estd associado ao desenvolvimento de tumores hepaticos em camundongos das linhagens CD-1 e
Swiss em doses > 22,5 mg/kg p.c./dia. N3o foi possivel estabelecer um NOAEL, pois nas menores doses utilizadas nos estudos foram observados

efeitos pré-neoplasicos (22,5 mg/kg p.c./dia) e carcinoma (75 mg/kg p.c./dia). Os estudos com ratos e cdes foram negativos para a carcinogenicidade.

0O modo de agdo (MoA) foi estabelecido tendo como evento chave a interagdo do CBZ com a beta-tubulina, impedindo a polimerizagdo com alfa-
tubulina e, consequentemente, a formagdo dos microtibulos. Os microtubulos estdo envolvidos em vérios processos metabdlicos das células. A
deficiéncia na formagdo dos microtubulos nos hepatdcitos pode levar a citotoxicidade para as células em intérfase e a aneugénese de células filhas,
ocasionando reposic¢do celular cronica e o surgimento de alteragdes cromossomais. Essas duas condi¢des sdo mecanismos de carcinogenicidade
reconhecidos. A menor capacidade de detoxificagdo do CBZ pelos camundongos, aliada a uma maior susceptibilidade natural das linhagens com
resultados positivos ao desenvolvimento de cancer hepatico, comparadas com ratos e cdes, pode explicar a ocorréncia de tumores apenas nesta
espécie. Por outro lado, o MoA do CBZ ocorre em células humanas, ndao sendo possivel descartar a sua ocorréncia em humanos. A avaliagdo do peso
das evidéncias concluiu que ha evidéncia suficiente de carcinogenicidade em animais experimentais sem evidéncia de carcinogenicidade em seres

humanos. Essa conclusdo classifica o0 CBZ como produto que presumidamente possui potencial carcinogénico para seres humanos (categoria 1B). Com

isso, é necessario o estabelecimento de um limiar de dose para o desfecho carcinogenicidade. A aneugénese é conhecidamente um mecanismo que
apresenta limiar de dose para células somaticas. O LOAEL de 22,5 mg/kg p.c./dia obtido de estudo crénico e de carcinogenicidade em camundongo
pela observagdo de alteragGes celulares pré-neoplasicas foi escolhido como ponto de partida para a derivagdao de uma dose de referéncia humana
para carcinogenicidade (limiar de dose). Apds aplicagdo de fator de incerteza de 1000 vezes (foi utilizado um fator adicional de 10x pelo uso do
LOAEL), foi definido um limiar de dose de 0,0225 mg/kg p.c./dia. Este valor de limiar é suficientemente baixo para o mecanismo de aneugénese do
CBZ, pois baseia-se na observagdo de efeitos ainda ndo considerados carcinogénicos e o LOAEL encontrado para efeito aneugénico em células
somaticas foi de 62,5 mg/kg p.c em estudo com ratos.

1. RELATORIO

O presente parecer objetiva avaliar o potencial carcinogénico do ingrediente ativo Carbendazim (CBZ), a partir do conjunto de evidéncias — in vitro e in

vivo — relevantes disponiveis, quais sejam: estudos de carcinogenicidade e estudos mecanisticos. Foram também considerados relevantes os estudos
realizados com o ingrediente ativo Benomil, cujo principal produto de degradagdo é o CBZ. Todos os estudos aqui discutidos foram obtidos do
relatério apresentado pela Forga Tarefa (FT) do Carbendazim, dos relatérios das principais agéncias reguladoras internacionais e da busca
sistematizada da literatura cientifica conduzida pela Coordenagdo de Reavaliagdo (CREAV).

A metodologia para obten¢do dos estudos e artigos cientificos esta apresentada no PARECER N2 7/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA
(1451178)

2. AVALIACAO
2.1. Avaliacdo do potencial de carcinogenicidade do CBZ pelas agéncias reguladoras de agrotdxicos ou drgdos afins internacionais.
2.1.1. APVMA

A agéncia australiana avaliou um total de sete estudos de longa duragdo, sendo dois estudos regulatdrios em ratos (Sherman, 1972; Til et al, 1976),
trés em camundongos (Beens et al, 1976; Wood et al, 1982; Donaubauer et al, 1982) e outros dois em cdes (Sherman, 1972; Reuzel et al, 1976). Os
detalhes de cada um dos estudos estdo apresentados no Quadro 1. A APVMA concluiu que o CBZ induz a proliferagdo de células hepaticas levando a
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adenomas hepatocelulares em camundongos. Porém, avaliou que as linhagens desta espécie que tiveram resultado positivo ndo sdo consideradas um
modelo adequado para a avaliagdo da formagdo de tumores hepaticos em humanos. Além disso, ndo foram identificadas evidéncias de interagdo
direta do CBZ com o DNA nos testes de genotoxicidade. Logo, a reavaliagdo do CBZ pela APVMA (2009 e 2012) concluiu que ndo ha evidéncias de que
este |A seja carcinogénico.

2.1.2. EFSA

A EFSA (2009) avaliou os mesmos estudos de longa duragdo que a APVMA [dois estudos em ratos (Sherman, 1972; Til et al, 19796), trés em
camundongos (Beens et al, 1976; Wood et al, 1982; Donaubauer et al, 1982) e outros dois em cdes (Sherman, 1972; Reuzel et al, 1976)] e concluiu
gue os animais apresentaram tumor no figado (detalhes no Quadro 2) em dois estudos com camundongos das linhagens CD-1 e Swiss. Porém, por
estes animais serem altamente sensiveis a tumor hepatico induzido por substancias exdgenas, a EFSA considerou que estes achados ndo sdo
relevantes para humanos. Assim, concluiu que o CBZ ndo é carcinogénico para humanos.

2.1.3. Forga Tarefa do Carbendazim

A FT do CBZ avaliou sete estudos de exposi¢do cronica ou carcinogenicidade sendo dois estudos em ratos (Sherman, 1972; Til et al, 19796), trés em
camundongos (Beens et al, 1976; Wood et al, 1982; Donaubauer et al, 1982) e outros dois em cdes (Sherman, 1972; Reuzel et al, 1976). A Forca Tarefa
concluiu que, embora CBZ possua claro efeito genotdxico, ndo possui evidéncias de mecanismo de agdo carcinogénico com relevancia para humanos.
A FT afirmou que foi evidenciado claro efeito hepatotdxico do CBZ nos animais estudados, sendo possivel definir um limiar de seguranca para este
efeito. Sugere que uma ingestdo diaria aceitavel de 0,025 mg/kg/dia pode ser considerada segura para a hepatotoxicidade.

2.1.4. JMPR

A JMPR ndo avaliou o potencial carcinogénico para o CBZ, descrevendo apenas estudos de toxicidade reprodutiva e mutagenicidade (Pfeil e Dellarco,
2005).

2.1.5. PMRA

A PMRA (2011) concluiu que a exposigdo ao CBZ produziu tumores no figado e ovarios em camundongos que receberam doses diarias ao longo de sua
vida. Os estudos foram negativos em ratos e cdes (PMRA, 2011). A PMRA avaliou os seguintes estudos: ratos — Til et al, 1976; cdes — Sherman, 1972;
Reuzel et al, 1976; camundongos — Beems et al, 1976; Wood et al, 1982; Donaubauer et al, 1982.

2.1.6. USEPA

A USEPA (USEPA, 2014; USEPA, 2020) avaliou seis estudos, sendo um em ratos (Sherman, 1972), dois em cdes (Sherman, 1972; USEPA ID n° 00164304,
1986) e trés camundongos (Beens et al, 1976; Wood et al, 1982; Donaubauer et al, 1982). Porém, para camundongos, o estudo de Beens et al (1976)
foi desconsiderado pela Agéncia pela grande quantidade de limitagdes metodoldgicas. A USEPA classificou o CBZ no grupo C — possivel carcinogénico
para humanos, com base na presenga de adenoma e carcinoma hepatocelular em camundongos CD-1 (Wood et al, 1982) e no potencial aneugénico
observado em estudos de genotoxicidade.

2.2. Andlise do estudo in vitro

O estudo de Peyre et al (2014), avaliou o papel do CBZ em trés fenbmenos pro-carcinogénicos: apoptose, desregulagdo do ciclo celular e transigdo de
células epiteliais para mesenquimais.

Apoptose é a morte celular programada e ocorre, por exemplo, quando células sdo infectadas, quando hd danos irreparaveis ao DNA e quando a
célula estd sofrendo transformagdo maligna.

Desregulagdo do ciclo celular refere-se ao fendmeno relacionado ao descontrole do processo de mitose da célula, caracteristico de células tumorais.

A transicdo de células epiteliais para mesenquimais é caracterizada pela mudanga (ou transi¢do) do fenodtipo epitelial para o mesenquimal. Uma
mudanga para o estado mesenquimal modifica as moléculas de adesdo expressas pela célula, permitindo-lhe adotar um comportamento migratério e
invasivo. Células tumorais com essa caracteristica promovem a metdstase do cancer.

Os autores demonstraram que dois desses trés fendmenos foram afetados pelo CBZ e podem estar associados a indu¢do de cancer em células
hepaticas.

Primeiramente, o CBZ promoveu a desregulacdo da via do TGF-por meio da ativagdo de proteinas Smads e possivel ativagdo da -catenina. Esses dois
eventos juntos induzem a transi¢do de células epiteliais para mesenquimais e manutengao da sobrevivéncia das células tumorais.

Uma segunda observagdo é que o CBZ promoveu a fosforilagdo de STAT-3 e de AKT o que evidencia resisténcia a apoptose. Ainda, o CBZ induziu a
atividade da caspase e modulou a expressado de proteinas apoptoticas (XIAP, Bcl-xl, Bax), o que pode estar associado a promogdo de apoptose celular.
Portanto, os autores afirmam que ha fortes evidéncias bioquimicas in vitro para a ocorréncia de efeitos celulares pré-carcinogénicos apds exposi¢cao
crénica ao CBZ.

2.3. Analise dos estudos in vivo

Nesta andlise foram avaliados 13 estudos com animais de laboratério. O Quadro 1 apresenta o resultado da avaliagdo da Anvisa para cada um desses
estudos. Na maior parte dos estudos com estes animais, o figado foi o 6rgao-alvo para os efeitos tdxicos da exposi¢do crénica ao CBZ.

Nos estudos com ratos e caes, a Anvisa concluiu que ndo ha evidéncia de carcinogenicidade.

Trés estudos com camundongos foram considerados adequados para inclusdo na avaliagdo do peso das evidéncias: Beens et al, 1976; Wood et al,
1982; Donaubauer et al, 1982.

No estudo de Beems et al (1976), doses a partir de 22,5 mg/kg p.c./dia foram capazes de induzir aumento na incidéncia de alteragbes celulares pré-
neoplasicas (focos celulares em ambos os sexos), apesar de n3o haver significancia estatistica nas menores doses, apenas na maior dose (750 mg/kg
p.c./dia). Ainda, o CBZ induziu tumores malignos em machos (hepatoblastoma) e nédulos neoplasicos em fémeas desde a menor dose, mas com
significancia estatistica apenas na maior dose. O hepatoblastoma é um tumor muito raro que, em humanos, acomete recém-nascidos e criangas. A
PMRA (2011) também concluiu que em doses > 22,5 mg/kg p.c./dia causaram lesdes pré-neoplésicas e que os tumores malignos apareceram somente
na maior dose (750 mg/kg p.c./dia). A EFSA (2009) considerou que a indugdo de lesbes pré-neoplésicas ocorreu em doses > 45 mg/kg p.c/dia e que os
tumores surgiram apenas na maior dose. A USEPA (2014) considerou o estudo inadequado por causa limitagdes metodoldgicas como auséncia de
dados histéricos, dados microscépicos e dados brutos nos relatérios de patologia para animais individuais, e ndo havia no estudo a garantia de que as
dietas eram analisadas quanto a homogeneidade do composto e estabilidade. Além disso, ndo houve hematologia ou andlise quimica clinica, nem
urinalise e apenas dérgdos ou lesGes suspeitas de apresentar tumores e figados (2 se¢des) foram examinados histologicamente. A FT ndo encontrou
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evidéncias de carcinogenicidade neste estudo. A Anvisa reconhece a limitagdo deste estudo como evidéncia para atribuir propriedades carcinogénicas
ao CBZ. No entanto, quando os dados deste estudo sdo avaliados em conjunto com o estudo de Wood et al (1982), descrito abaixo, os resultados
devem ser considerados no peso das evidéncias.
Em Wood et al (1982), as agéncias reguladoras internacionais APVMA, EFSA, PMRA e USEPA relataram aumento do peso relativo do fgado nas doses >
225 mg/kg p.c./dia e presenca de carcinoma hepatocelular em doses > 75 mg/kg p.c/dia (p<0,05) nas fémeas. O teste de tendéncia apontou clara
relagdo dose-resposta na incidéncia de carcinoma e neoplasma primario hepatocelular. Nos machos, observou-se hepatotoxicidade a partir de 225
mg/kg p.c./dia e presenca de carcinoma hepatocelular na dose de 225 mg/kg p.c./dia (p=0,0066). A dose de 1.125 mg/kg p.c./dia ndo pode ser
testada devido a alta mortalidade no grupo. As agéncias reguladoras internacionais APVMA, EFSA, PMRA e USEPA concluiram pela presenca de efeitos
carcinogénicos do CBZ para este estudo (APVMA, 2009; EFSA, 2009; PMRA, 2011; USEPA, 2014; USEPA, 2020). A FT concluiu que apenas na maior
dose foi observada a presenca de carcinoma hepatocelular. A Anvisa considera que a exposi¢dao ao CBZ esta associada a ocorréncia de carcinoma
hepatico em machos e fémeas, indicando potencial carcinogénico.
Para o estudo de Donaubauer et al (1982) as agéncias reguladoras internacionais APVMA (2009), EFSA (2009), PMRA (2011) e USEPA (2014) relataram
aumento do peso relativo e hepatotoxicidade em ambos os sexos na maior dose. A EFSA destacou ainda a hipertrofia de hepatdcitos centrolobulares e
intermediarios, com abundante necrose de células isoladas e aumento secundario da atividade mitdtica (compensatéria), bem como aumento do
armazenamento de pigmento nas células de Kupffer. A PMRA observou aumento da incidéncia (ndo significativa) de células tumorais granulosas e
luteomas nos ovarios somente na dose de 34,4/41,9 mg/kg p.c./dia. A APVMA, a EFSA, a USEPA e a FT concluiram pela auséncia de sinais de
carcinogenicidade. A PMRA concluiu que o estudo apresenta evidéncias de carcinogenicidade pela exposigdo ao CBZ. Vale ressaltar que a EFSA e a
USEPA consideraram este estudo como evidéncia limitada e inadequada, respectivamente. A Anvisa considerou este estudo adequado e concluiu pela
auséncia de efeitos carcinogénicos.
No estudo de Til et al (1976), a Anvisa considera que ndo foram encontradas evidéncias de carcinogenicidade. APVMA (2009), EFSA (2009) e PMRA
(2011) também chegaram a mesma conclusdo. Os documentos da USEPA (2014 e 2020) n3o descrevem a avaliagdo deste estudo.
Considerando as avaliagBes de outras agéncias internacionais de regulacdo de agrotoxicos e as analises dos estudos regulatdrios, a conclusdo da avaliagdo do
conjunto dos estudos in vivo é que o CBZ esta associado ao desenvolvimento de cancer hepatico em camundongos. Nos estudos com ratos e cdes ndo foi
observado o desenvolvimento de cancer. O figado foi o 6rgdo alvo com maior toxicidade em todos os animais estudados.

Quadro 1. Avaliagdo dos estudos crénicos e de carcinogenicidade em animais para o ingrediente ativo Carbendazim.

Swiss

n =100 fémeas
prenhes10 em cada
grupo de
tratamento e 40 no
grupo controle

prenhez, por
5 dias
consecutivos
Oral
(gavagem)

®  Linfosarcoma na prole:

9/27 tratamento na 12 semana
gestacional

8/15 tratamento na 22 semana
gestacional

7/18 tratamento na 32 semana
gestacional

7/10 tratamento durante toda a
gestagdo

1/256 no controle negativo

®  Tumor avaliado
apenas no sistema
linfatico;

®  Particulas virais
presentes nas
células tumorais.
Tumor foi
transferido apds
filtragdo em filtros
“cell free”.

®  N&o comparado
com controle
histérico.

al, 1976.

Espécie, linhagem | Periodo e NOAEL — P
) ; Pureza | Doses R . Avaliagdo Agéncias .
ID | e nimero de via de %) (mg/ke pc/dia) Resultados relevantes (mg/kg Limitagdes Referéncia internacionais Conclusdo
animais exposi¢do B/ke p p.c./dia)
®  Auséncia de sinais de
carcinogenicidade;
® 500 mg/kg p.c./dia:
0;5;25;125/250/500 ~ .
Ratos SD ou (dose de 1;5 foi/ redugdo de ganho de APVMA, EFSA, Inadequado, pois
1 Charles River 728 dias 50-70 | aumentada para peso, redugio da . o Sherman, Forca Tarefa e usou qrodut,op
N=288 Oral (dieta) par contagem de eritrdcitos, Produto formulado | 1475+ USEPA: nenhum p
250 ou 500 apés a . efeito formulado.
(36/sexo/dose) o hemoglobina e
202 semana) hematécrito carcinogénico;
® :atrofia testicular difusa
®  :prostatite.
®  Auséncia de sinais de
carcinogenicidade;
® 12,4 mg/kg p.c/dia
®  :aumento da ALAT e
SAP; um animal ¢ Produto ®  APVMA, EFSA,
apresentou células formulado; Forca Tarefa,
hepéticas inchadas e ®  Numero de animais PMRA e USEPA:
Cées beagle 728 dias s3e vacuoladas e épequeno parase | gharman nenhumhefglto Inadequado, pois
2 | N=32 Oral (dieta) | 72,2 2,512,563 proliferagdo marginal N avaliar o desfecho | 1g79% carcinogenico; usou produto
(4/sexo/dose) das triades portais com cancer; ®  EFSA: considerou | formulado
infiltragdo celular; ®  Métodos evidéncia
® 63 mg/kg p.c/dia estatisticos n3o limitada.
Redugdo no ganho de foram descritos.
peso; anorexia,
mortalidade.
®  :aumento da ALAT e
SAP e cirrose
Camundongos
Swiss .
728 dias,
n=166 sendo assim N 1as, L.
AN Fémeas ®  Uma Unica dose
distribuidos: prenhes: testad
. : estada.
Grupoi tratados: apenas ® Linfosarcoma: ~ .
A=10 fémeas + - ®  Lesdes avaliadas
durante a Q prenhes: 2/10 X
NaNO2 & apenas no sistema
prenhez, 2x Q (tratamento O
8=10 prenhes por semana; +NaNO2): 6/10 linfitico. Borzsényi &
3 El:l;l\alghzos . Demais Alta 250 3:2/10 - ®  Pparticulas virais Csik, 1975. N3o avaliado Inadequado
NaNO2 grupos 9/d: ®  Adenoma pulmonar pl:leslenttes nas
D=fémeas durante a O (tratamento células tumorais.
Grupos controle: vida, 2x por +NaN02): 1/10 ® N&o comparado
E= 10 fémeas + semana. com controle
NaNO2 Oral histérico.
F=78 fémeas e 38 (gavagem)
machos
4 | Camundongos Durante a Alta 500 - Uma Unica dose testada. Borzsonyi et | Ndo avaliado Inadequado
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®  >22,5mg/kg p.c./dia

Figado - lesGes pré-neoplasicas:
aumento de focos celulares em

Espagamento
grande entre a
dose intermediaria
e a maior dose
auséncia de dados
histéricos;

APVMA e Forga
Tarefa: nenhum
efeito
carcinogénico;
PMRA: evidéncia
de

Foram
observados
aumento de
alteragdes pré-

*120 animais no
grupo controle e na
maior dose.

significativo na
incidéncia de células
tumorais granulosas e
luteoma

® 750 mg/kg p.c./dia

® :aumento do peso
relativo e
hepatotoxicidade em
ambos os sexos;
hipertrofia de
hepatdcitos
centrolobulares e
intermedidrios com
abundante necrose de
células isoladas e
aumento secundario da
atividade mitdtica
(compensatdria), bem
como aumento do
armazenamento de

dos animais antes
de iniciar o
experimento
Histopalogia
limitada a figado,
pulmé@o e érgdos
com achados
patoldgicos

evidéncia de
carcinogenicidade
PMRA: evidéncia
de
carcinogenicidade
EFSA: evidéncia
limitada

USEPA: evidéncia
inadequada.

b ienificanci < 22,5 por carcinogenicidade s
ambos os sexos com significancia observagio de ndo hé informacdo dose dependente neoplasicas nas
Camundongos estatistica apenas na maior dose. o doses >22,5
Swi 560 di alteragdes sobre a B ¢ al em ambos os /K /di
5 wiss as 99% 22,5; 45 ou 750 celulares pré- comprovaggo da eems etal sexos no figado; me/ke p.c/dla e
N=400 Oral (dieta) e P 1976. 8ado; de tumores
® 750 mg/kg p.c/dia neoplasicas estabilidade e . i
(50/sexo/dose) (* homogeneidade do EFSA: presenca hepaticos na dose
olctlJS composto na dicta células tumorais, | de 750 mg/kg
Figado - lesdes neopldsicas: celulares) ) mas consideroua | p.c/dia, indicando
aumento significativo na foram avaliados evidéncia potencial
incidéncia de hepatoblastoma histologicamente limitada. carcinogénico
nos machos e de nédulos apenas os 6rgdos USEPA:
neopldsicos nas fémeas. Aumento suspeitos de inade Auado elas
significativo do peso relativo. apresentarem . q_ P
tumor. limitagdes
: metodoldgicas.
®  Auséncia de sinais de
carcinogenicidade; APVMA, EFSA,
® 500 mg/kg p.c./dia Forga Tarefa e
. Espagamento .
Ratos Wistar . 3 . PMRA: nenhum 5
6 | Neas0 728 dias 99% |75 15: 500 Redugdo d_a . grande entre a Tiletal, feit Nenhum efeito
Oral (dieta) B i hemoglobina em dose int diaria | 1976 eteito carcinogénico.
(60/sexo/dose) fémeas; Reducdo da AST 0se m_ er;ne larla carcinogénico :
e a maior dose.
nos machos USEPA: ndo
® :aumento do peso na avaliado
maior dose;
®  Auséncia de sinais de
carcinogenicidade;
® 125 mg/kg p.c./dia
Redugédo do peso corporal N3o foram APVMA, EFSA,
apresentados Forga Tarefa e
3,8;7,5; 50/125 ®  aumento da atividade dados analiticos PM‘RA: nenhum
Cdes beagle 728 dias (aumento da dose daALPe aumento do sobre a Reuzel et al efe|t_o = Nenhum efeito
7 |N=32 oral (dieta) 99 de 50 para 125 ap6s peso relativo - concentragio de 1976+ carcinogénico carcinogénico.
(4/sexo/dose) asemana 33) ® :prostatite, sendo que CBZ na dieta ou a EFSA: considerou
um animal apresentou estabilidade ou evidéncia limitada
infiltrados de células homogeneidaNde USEPA: ndo
inflamatérias das preparagdes. avaliado
mononucleares
intersticiais e atrofia dos
tabulos.
®  aumento de peso
relativo;
®  >75mg/kg p.c/dia
Figado: necrose,
hipertrofia
hepatocelular e APVMA'
carcinoma hepatocelular carcinoma .
(p<0,05) Teste de hepatocelular;
tendéncia apontou clara EFSA: efeitos
relagdo dose-resposta tumorigénicos no
" na incidéncia de figado Ocorréncia de
75;225;1125 (Ultima carcinoma e neoplasma Forca Tarefa: carcinoma
Camundongos CD- dose reduzida para PRSP <75 Poucos animais § : -
primario hepatocelular d hepatico em
1 728 dias 563 ap6s a semana N (observagdo foram avaliados na | Wood et al, adenoma N
8 99% nas fémeas. hepatocelul machos e fémeas,
N=640 (80/ Oral (dieta) 66 por causa da alta . de carcinoma maior dose devido | 1982* epatocelular e
®  >225mg/kg p.c./dia indicando
sexo/dose) mortalidade) = 8/Kg P-C. hepatocelular) a alta mortalidade, PMRA: evidéncia .
Figado: Yaumento peso ! de potgncna! .
ivo: carcinogénico
;\eel;aag::t‘oicidade carcinogenicidade 8
carcinoma hepatocelular USE"’A: tumores
(p=0,0066). hepaticos
(carcinoma
L]
A d/o;e de 1.125 mg/kg hepatocelular e
p.c./dia para adenomas
carcinogenicidade )
devido a alta
mortalidade.
9 | Camundongos 672 dias 99 7,5; 22,5; 45; 750 - Donaubauer Nenhum efeito
NMRKFf . etal carcinogénico.
° . .
N=1.080 (100- >45 mg/kg p.c./dia Nao h? relato (?a (1982)* APVMA, EFSA e
120*/sexo/dose). ®  aumento ndo situagdo de saude USEPA: sem
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pigmento nas células de
Kupffer.
®  Auséncia de sinais de
carcinogenicidade; ®  Histologia realizada
®  >16 mg/kg p.c./dia apenas no figado e
rins;
Rato Wistar 90 dias Aumento peso relativo do ®  Estudo subcrénico | janardhan N ‘ Inadequado para
10 n=§0 (_10 Oral (dieta?) 98% 16,32 e 64 pulm3o, préstata, Gtero, bexigae |- (90 dias de etal 1987 Néo avaliado avall.agao d.e.
animais/sexo/dose) cérebro. observagio nio é carcinogenicidade
adequado para
®  >32mg/kg p.c./dia avall.agao d.e-
carcinogenicidade).
Leucopenia, aumento da
bilirrubina sérica
®  Auséncia de sinais de
carcinogenicidade; ® Histologia realizada
® 20 mg/kg p.c./dia: apenas no figado e
® infiltrado celular e rins; deauad
Cdes N o P Inadequado para
90 dias lipidico, extensa ®  Estudo subcronico | janardhan . A L
11| n=24 (.3/ " Oral (dieta?) | %8% 20,4080 congestso, inflamagioe |~ (90 dias de etal, 1088 | N30 avaliado avaliagao d.eu g
animais/sexo/dose) alteragdes observagio ndo & carcinogenicidade
degenerativas. adequado para
Hepatotoxicidade grave; avaliagdo de
® fibrose e congestio carcinogenicidade).
vascular
®  Auséncia de sinais de
carcinogenicidade;
® 150 mg/kg p.c./dia ® Histologia realizada
O congestio, apenas no figado e
Ratos Wistar Swiss infiltrado ée rins;
n=50 (10 por grupo 105 dias células ®  Estudo subcrénico | seimanoglu Inadequado para
- 9 _ = . .
12 U::":imoeer:az:f;) Oral (dieta?) 98% 150,300 € 600 mononucleares (105 dias de et al, 2001 Néo avaliado 2::';?2:;'13“
i d‘|p 't e degeneragdo observagdo ndo é 8
apenas ao diluente. hidropica; adequado para
* Rinsdegeneragdo Eorcimagencidade)
tubular, fibrose, 8 :
congestdo e infiltragdo
de células
mononucleares
®  Auséncia de sinais de ® Histologia r?alizada
Ratos Wistar Swiss carcinogenicidade; apenas no timo;
N=50 (10 por grupo 105 dias ® 150 mg/kg p.c./dia: ® Estudo_ subcrénico Songiir et Inadequado para
13 | — somente machos) Oral (dieta?) 98% 150, 300 e 600 . fib " - (105 dias de . 2005 N3o avaliado avaliagdo de
Um grupo exposto ral {dietar i Tibrose e edema observagdo ndo é al, ' carcinogenicidade
apenas ao diluente causado pelo aumento adequado para
r!a den5|d.ade de avaliagio de
fibronectina carcinogenicidade).
*Estudos avaliados segundo a descrigdo detalhada obtida dos documentos de agéncias reguladoras internacionais a seguir: APVMA (2009), EFSA (2009), PMRA (2011) e USEPA (2014).

2.4, Avaliagdo dos estudos epidemioldgicos

N&o foram encontrados estudos epidemioldgicos com desenho de estudo analitico para compor esta avaliagdo.

2.5. Mecanismos de carcinogenicidade relacionados ao CBZ

A1ARC (2019) lista dez caracteristicas chave de substancias carcinogénicas que podem atuar no desenvolvimento do cancer, a saber:
. E eletrofilica ou pode ser ativada metabolicamente para substancia eletrofilica;
. E genotoxica;

. Altera o reparo do DNA ou causa instabilidade gendmica;

. Induz alteragGes epigenéticas;

. Induz estresse oxidativo;

. Induz inflamagdo croénica;

.E imunossupressiva;

. Modula efeitos mediados por receptor;

. Causa imortalizagdo;

10. Altera a proliferagdo celular, morte celular ou fornecimento de nutrientes;

OCOoONOOULE WN -

O CBZ tem comprovadamente uma agdo aneugénica devido a sua propriedade de inibir a formag&o dos microtibulos. O mecanismo de agdo (MoA)
pelo qual o CBZ inibe a formagdo de microtibulos nos fungos é a sua propriedade de impedir a ligagdo da GTP a beta-tubulina (McCarroll et al., 2002).
O CBZ parece se ligar na beta-tubulina em um sitio préximo ao sitio de ligagdo da GTP. Isso faz com que a beta-tubulina sofra uma mudanga
conformacional que impede que a GTP se ligue ao seu sitio de ligagdo natural na beta-tubulina (Vela-Corcia, 2018). Sem a ligagdo da beta-tubulina
com a GTP, as tubulinas ndo vao polimerizar, ndo havendo, portanto, a formagdo dos microtubulos ou a sua formagao é interrompida. Esse mecanismo
de formagdo dos microtubulos é semelhante em toda a cadeia evolutiva dos eucariotos. Portanto, o CBZ atua da mesma maneira nas células dos
fungos e dos mamiferos.

Trés consequéncias podem ocorrem nas células somaticas que tem a formagdo dos microtubulos prejudicada: 1) as células em intérfase sofrem
apoptose, pois sem a adequada formagdo dos microtubulos, sua sobrevivéncia é inviabilizada; 2) as células em mitose dardo origem a células filhas
com aberragdes cromossdmicas (efeito aneugénico) que sofrem apoptose (Thomas et al., 2009); 3) as células em mitose dardo origem a células filhas
com aberragdes cromossdmicas (efeito aneugénico) capazes de levar a progressdo tumoral.
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O CBZ é capaz de induzir a formagdo de micronucleos em células somaticas de camundongos. O parecer N2
1/2021/SEI/CREAV/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI n° 1309909), que avalia o potencial mutagénico do CBZ, avaliou estudos que demonstraram a
formacgdo de micronucleos em hepatdcitos de camundongos ( apds tratamento com CBZ em doses a partir de e 62,5 mg/

A EFSA (2009) concluiu que o desenvolvimento de tumores hepaticos nos camundongos é derivado das consequéncias 1 e 2 descritas acima: o CBZ
leva a uma toxicidade celular que resulta na morte da célula. A morte celular cronica e intensa leva a proliferagdo celular cronica para repor as perdas
celulares por apoptose, o que aumenta a probabilidade de surgimento de células tumorais (mecanismo n° 10 da IARC). McCarroll et al (2002)
apontam como uma das etapas precursoras para a formacgdo de tumor de figado induzida por CBZ em camundongos a inibigdo de polimerizagdo da
tubulina, interrupc¢do da formagio do fuso, segregacdo imprecisa de cromossomos e atraso e/ou perda de cromossomos nas células do figado
(aneuploidia). A formacgdo do tumor segue como resultado do aumento da hipertrofia celular, proliferagdo celular e aumento do peso do figado
(mecanismo n2 10). Este mecanismo de progressdo tumoral é reafirmado pela PMRA (2011). Porém, este mecanismo, segundo McCarroll et al (2002),
ndo explica a auséncia de tumores em ratos e cdes, que sdo as outras duas espécies de animais envolvidas em estudos crénicos com o CBZ. A EFSA
(2009) argumenta que as linhagens de camundongos CD-1 e Swiss, nas quais os estudos cronicos foram positivos para carcinogenicidade, sdo muito
susceptiveis ao surgimento de tumores hepaticos espontaneos. Portanto, o CBZ induziu o aumento da incidéncia de tumores hepaticos nas linhagens
mais susceptiveis porque causou hepatotoxicidade crénica, com ocorréncia de morte celular que levou a um processo degenerativo, cuja regeneragao
é realizada pelo aumento de proliferagdo celular. O aumento da taxa de proliferagdo celular € um mecanismo de carcinogenicidade conhecido
(mecanismo n° 10 da IARC). De fato, mesmo em baixas doses, é possivel verificar a presenca de lesdes microscdpicas indicativas de hepatotoxicidade e
lesOes pré-neoplasicas em camundongos das linhagens mais susceptiveis nos estudos com exposicdo cronica (Beems et al, 1976; Wood et al, 1982
apud EFSA, 2009). Nos camundongos da linhagem resistente (NMRKf), a hepatotoxicidade esta presente macro e microscopicamente, mas apenas na
dose mais alta de 750 mg/kg p.c./dia (Donaubauer.et al, 1982 apud EFSA, 2009). A hepatotoxicidade também foi um efeito relatado em cdes
(Sherman, 1972 apud EFSA 2009; Reuzel et al, 1976 apud EFSA 2009) e ratos (Janardhan et al, 1988; Selmanoglu et al, 2001; Til et al, 1976).

No PARECER N2 10/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (1463526) que versa sobre a toxicocinética do CBZ e outros efeitos tdxicos,
verificou-se que, em relagdo aos parametros toxicocinéticos, esse ingrediente ativo (IA) possui rapida absorgdo pelo trato gastrointestinal (TGI), com
elevada biodisponibilidade (85% ap6s dose Unica via oral). E extensamente metabolizado pelo sistema microssomal hepatico, formando como
principal metabdlito o 5-hidroxi-carbendazim (5-HBC). Em menor escala (2-4%), ocorre a formagdo de 2-aminobenzimidazol (2-AB), no plasma
sanguineo e outros 6rgdos. Ndo ha relato de acumulagdo tecidual do CBZ — ou de seus metabdlitos. Maiores niveis foram observados no figado. Ndo
foi relatada diferenga mensuravel quanto ao perfil de metabdlitos do CBZ em ratos e camundongos, embora tenha ocorrido a saturagdao do
mecanismo de desintoxica¢do hepatica de forma mais pronunciada em camundongos, quando tratados com altas doses (300 mg/kg p.c./dia) por 29
dias, o que acarretou sinais de hepatotoxicidade. Em ratos, por outro lado, observou-se um aumento dessa capacidade de detoxificagdo com a
exposicdo repetida, com maior taxa de eliminagdo. A etapa de excre¢do ocorre de forma rdpida, predominantemente pela urina; e pelas fezes com o
aumento da dose.

Esses achados toxicocinéticos de maior capacidade dos ratos para a detoxificagdo hepatica do CBZ em comparagdo aos camundongos, aliados a maior
susceptibilidade das linhagens CD-1 e Swiss ao desenvolvimento de tumores hepaticos reforga a possibilidade de que o desenvolvimento de tumores
em camundongos esteja relacionado as circunstancias 1 e 2.

Em relagdo a circunstancia 3, a USEPA (2014) concorda que os efeitos aneugénicos do CBZ podem ser considerados como um mecanismo de
carcinogenicidade no figado de camundongos. McCarroll et al (2002) afirma que o desenvolvimento do cancer é um processo multiestagio e que a
aneuploidia tem sido considerada como um mecanismo chave em certos processos neoplasticos. A Anvisa constatou que aneuploidia ocorre em
células hepaticas de animais expostos ao CBZ (parecer N2 1/2021/SEI/CREAV/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA - SEI n° 1309909). Portanto, a
propriedade do CBZ de induzir aneuplodia ndo pode ser descartada como um MoA para a indugdo de tumores hepaticos (mecanismo n° 2 da IARC).
Por fim, o CBZ induziu nas células hepaticas, in vitro, a desregulagdo molecular em caminhos que levam a indugdo da transi¢do de células epiteliais
para mesenquimais, um passo relevante para que uma célula se torne invasiva. Interferiu também em processos metabdlicos celulares que conferem
resisténcia a apoptose, que pode levar a imortalidade das células (Peyre et al, 2014). Substancias com essas caracteristicas sdo indutoras de cancer e o
CBZ poderia também atuar como carcinégeno pelo mecanismo n° 9.

Em resumo, o MoA do CBZ para o desenvolvimento de cancer hepatico em camundongos esta relacionado a sua propriedade de interferir no correto
funcionamento dos microtubulos, levando a citotoxicidade (hipdtese mais provavel) e aneuploidia de células filhas.

3. ANALISE DO PESO DAS EVIDENCIAS

A evidéncia da associagdo da exposigdo ao CBZ e a ocorréncia de cdncer em humanos é considerada inadequada pela auséncia de estudos
epidemioldgicos.

Em animais, cinco estudos foram considerados adequados para a avaliagdo do potencial carcinogénico do CBZ, sendo um com cdes, um com ratos e
trés com camundongos. Dois estudos com camundongos foram positivos para a exposi¢do ao CBZ e o desenvolvimento de tumores. Nesses dois
estudos, lesdes pré-neoplasicas e/ou tumores foram observados desde as doses mais baixas. Em um dos estudos,foi observada a ocorréncia de um
tumor raro (hepatoblastoma). Embora este estudo possua limitagdes metodoldgicas relevantes, ele foi considerado relevante para a caracterizagdo da
carcinogenicidade do CBZ, conforme discutido no item 2.3. O outro estudo, no qual se observou carcinomas hepatocelulares, ndo apresenta
limitagdes metodoldgicas.

O MoA caracterizado para o CBZ é compativel com as mecanismos-chaves de desenvolvimento de tumores descritos pela IARC (2019): genotoxicidade
(efeito aneugénico observado in vivo), e alteragdo a proliferagdo celular, morte celular ou fornecimento de nutrientes (efeito observado in vivo e
indiretamente in vitro). Ainda, ha indicios de que o CBZ pode promover imortalizagdo (efeito indiretamente observado in vitro).

Os camundongos das duas linhagens com resultados positivos para carcinogenicidade sdo considerados espécies que naturalmente apresentam maior
sensibilidade ao surgimento de tumores hepaticos e 0 aumento da sua incidéncia pode ter sido influenciado pela menor capacidade de detoxificagdo
de altas doses de CBZ por essa espécie. Isso, somado as limitagdes metodoldgicas observadas em um dos estudos com resultados positivos, leva a
conclusdo de que a evidéncia de carcinogenicidade em animais nos estudos crénicos é limitada.

Por outro lado, os mecanismos associados a carcinogenicidade para esse ingrediente ativo foram bem caracterizados experimentalmente e podem
explicar os tumores observados em camundongos. Ainda, apesar da maior sensibilidade de camundongos, também se espera a ocorréncia desses
mesmos mecanismos em humanos. O PARECER N2 1/2021/SEI/CREAV/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA apresenta diversos estudos com resultados
positivos para aneugénese em linfécitos humanos obtidos por cultura primaria e incubados com o CBZ.

Logo, os dados mecanisticos explicam o aparecimento de tumores e conferem maior forga as evidéncias de desenvolvimento de tumores em
camundongos e, por isso, conclui-se que ha evidéncia suficiente de carcinogenicidade em animais experimentais. Assim, considerando o peso das
evidéncias, o CBZ deve ser classificado como presumidamente carcinogénico para humanos (Categoria 1B), conforme critérios dispostos na RDC n2
294/2019. Essa classificagdo é baseada em evidéncia suficiente de carcinogenicidade em animais experimentais sem evidéncia de carcinogenicidade
em seres humanos.

4. DERIVACAO DA DOSE DE REFERENCIA PARA CANCER
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A RDC n2 294/2019, no seu artigo 33, determina que a avaliagdo de risco apenas sera conduzida quando as etapas de identificacdo do perigo e de
avaliagdo dose-resposta indicarem evidéncias suficientes para os produtos serem categorizados como conhecidos ou presumidamente carcinogénicos
e for possivel determinar um limiar de dose que permita proceder com as demais etapas da avaliagdo do risco.

O CBZ deve ser classificado na categoria 1B para carcinogenicidade, sendo necessario avaliar se é possivel determinar um limiar de dose para o
desfecho cancer.

A USEPA e a PMRA consideraram o CBZ carcinogénico, porém ndo determinaram limiar e sim optaram por fazer uma extrapolagdo linear para baixas
doses com base na incidéncia de adenoma hepatocelular/carcinoma em camundongos machos. Essas agéncias utilizam a abordagem linear como
padrdo, assumindo-se um crescimento dose-resposta linear a partir da dose/efeito zero. Essa abordagem é utilizada na auséncia ou na insuficiéncia de
informacgGes sobre o MoA ou, ainda, quando o MoA indica uma dose-resposta linear. Esse ndo é o caso do CBZ, que neste parecer teve o seu MoA
com dose-resposta ndo-linear caracterizado para células somaticas.

A aneuploidia é o resultado de mecanismos indiretos de genotoxicidade. Em contraste com os mutagénicos de ligagdo ao DNA, para as substancias
genotoxicas que induzem seus efeitos por meio de mecanismos de ndo ligagdo ao DNA, espera-se que apresente uma curva dose-resposta sigmoidal
(curva de concentragdo-efeito sublinear) e atuam por meio de um valor limite ou limiar de dose (em inglés threshold limit value -TLV). Isso significa
que para substancias aneugénicas, experimentos com baixas dosagens, em geral, nenhum efeito serd induzido e/ou visto por causa da multiplicidade
dos alvos envolvidos no processo de divisdo. Conforme as doses do aneugénico aumentam, o aparelho de divisdo celular torna-se mais
comprometido, resultando em células com desequilibrios cromossémicos e o potencial para os efeitos da aneuploidia podem ser detectados. Em
doses mais altas, os disturbios podem ser tdo graves que afetam a sobrevivéncia ou propagacao celular (Lynch et al, 2019).

Portanto, a aneugénese causada pelo CBZ é um mecanismo que ocorre por limiar de dose em células somaticas, pois depende de suficiente
concentragdo de CBZ para interagdo com a tubulina em um nivel capaz de inibir sua polimerizagdo e promover erros de segregagdo durante a mitose
ou efeitos citotdxicos.

Corroborando essa constatagdo, observa-se que os estudos com cdes e ratos ndo mostraram evidéncias de carcinogenicidade, apesar da ocorréncia de
hepatotoxicidade. Isso indica que o CBZ, mesmo em altas doses, ndo leva ao surgimento de tumores nestas espécies. Uma explicagdo para essa
observagdo seria a maior capacidade de detoxificagdo do CBZ pelos ratos, aliada a maior susceptibilidade natural dos camundongos das linhagens
Swiss e CD-1 a incidéncia de cancer. Portanto, conclui-se que é possivel estabelecer um limiar conservador para o CBZ para humanos ao utilizar os
resultados de estudos com camundongos, que, além de mais sensiveis para esse desfecho, resultaram em limiar inferior ao do préprio mecanismo de
aneugénese quando o desfecho escohido ainda ndo sdo considerados neoplasicos.

Os dois estudos com resultados positivos em camundongos para o desfecho cancer ndo encontraram um NOAEL. Para Beems et al (1976), o LOAEL foi
de 22,5 mg/kg p.c./dia para a presenca de lesdes pré-neoplasicas (focos celulares) e para Wood et al (1982) apud EFSA (2009), o LOAEL foi de 75
mg/kg p.c./dia para a presenca de carcinoma. O LOAEL de 22,5 mg/kg p.c./dia serd utilizado para o calculo do limiar. Considerando que o menor
LOAEL encontrado para o MoA do CBZ para o desfecho cancer, que € o efeito aneugénico, foi de 62,5 mg/kg p.c (teste de microntcleo em hepatdcitos
de ratos — Itoh, 2015a,b - citado no PARECER N2 1/2021/SEI/CREAV/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA), o LOAEL de 22,5 mg/kg p.c./dia é considerado
suficientemente baixo para prevenir esse evento-chave inicial. Pelo uso do LOAEL ao invés de um NOAEL, deve-se adicionar um fator de incerteza
adicional de 10 vezes, o que resulta na utilizagdo de um fator total de incerteza de 1.000 vezes para a deriva¢cdo de uma dose de referéncia humana.
Logo, obteve-se um limiar de dose para a carcinogenicidade do CBZ de 0,0225 mg/kg p.c./dia. Este valor é 2,7 vezes menor que o valor obtido para o
evento chave aneugénese em células hepaticas (0,0625 mg/kg p.c.).

5. CONCLUSOES
5.1. Classificagdo do CBZ quanto ao potencial carcinogénico.

O CBZ deve ser classificado na Categoria 1B — Produto que presumidamente possui potencial carcinogénico para seres humanos por causar cancer em
camundongos e possuir propriedade aneugénica.

5.2. Defini¢do da dose de referéncia humana para o desfecho carcinogenicidade
O limiar de dose de exposi¢do humana ao CBZ para o desfecho cancer é de 0,0225 mg/kg p.c./dia.

5.3. Quadro comparativo da classificagdo do CBZ pela Anvisa e pelas autoridades reguladoras de agrotoxicos e érgdos afins internacionais
guanto a carcinogenicidade.

Conclus@es das principais autoridades internacionais sobre a carcinogenicidade do Carbendazim.
Autoridade
Regulatdria
APVMA (2012) N3o é carcinogénico - -

Conclusdo Resultados Experimentais Limiar humano

Nio & —
EFSA (2009) do é carcinogénico para ) )

humanos
. N Defini¢do de um fator potencial de Limiar ndo determinado. Extrapolagdo linear com base em
PMRA (2011) Possivelmente carcinogénico . ¢ L P . A polac
carcinogenicidade efeitos aneugénicos.
. s Defini¢do de um fator potencial de Limiar ndo determinado. Extrapolagdo linear com base em
USEPA (2020) Possivelmente carcinogénico . ¢ . P . N polac
carcinogenicidade efeitos aneugénicos.

Presumidamente carcinogénico 0,0225 mg/kg p.c./dia (com base em efeitos mais sensiveis que

ANVISA Defini¢do de um limiar . o
para humanos efeitos aneugénicos)

6. RECOMENDAGOES

6.1. AlteragGes na monografia do Carbendazim:

Classificagdo como “Produto que presumidamente possui potencial carcinogénico para seres humanos (categoria 1B)”".
6.2. AlteragGes de rétulo e bula dos produtos formulados:

Inclusdo da classificagdo do produto na classe de perigo carcinogenicidade, categoria 1B, pictograma especifico, palavra de adverténcia “Perigo”,
seguida da frase de perigo “Pode provocar cancer em doses acima de 0,0225 mg/kg p.c./dia”.
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PARECER N2 12/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA

Processo n? 25351.945793/2019-57

Interessado: Coordenacao de Reavaliacdao, Geréncia de Monitoramento e Avaliacao do Risco,

GGTOX

Assunto: Andlise do potencial de toxicidade para a fisiologia reprodutiva do ingrediente ativo

Carbendazim.

Avalia os estudos cientificos, o relatério da Forca-
Tarefa Carbendazim e os de outras agéncias
reguladoras de agrotéxicos acerca do potencial de
toxicidade para a fisiologia reprodutiva do
Carbendazim, como parte da reavaliagdo
toxicolégica desse ingrediente ativo, conforme

RDC n® 221, de 28 de mar¢o de 2018.

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
Anvisa: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APMVA: Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority (Autoridade Australiana de
Pesticidas e Medicamentos Veterinarios).

CBZ: Carbendazim

CDPR: California Department of Pesticide Regulation (Departamento de regulacdo de
pesticidas da Califérnia)

Creav: Coordenacao de Reavaliacao

DAG: Distancia anogenital

DG: Dia gestacional

DMT: Dose maxima toleravel

EFSA: European Food Safety Authorithy (Autoridade Europeia para Seguranca dos Alimentos)

EOGRTS: Extended One-Generation Reproductive Toxicity Study (Estudo de toxicidade
reprodutiva de uma geracao estendida)

FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizacao das Nacgdes
Unidas para Agricultura e Alimentacao)

FT: Forca Tarefa do Carbendazim

IA: Ingrediente ativo

ip: Via intraperitoneal

it: Via intratesticular

LOAEL: Lowest observed adverse effect level (Dose mais baixa de efeito adverso observavel)

MN: Micronucleo



MT: Microtubulo
NOAEL: No observed adverse effect level (Dose sem efeito adverso observavel)
NOAEL: No Observed Adverse Effect Level (Nivel sem Efeito Adverso Observavel)

OECD: Organization for Economic Co-operation and Development (Organizacado para a
Cooperacgao e Desenvolvimento Econdmico)

PMRA: Health Canada's Pest Management Regulatory Agency (Agéncia Reguladora de
Controle de Pragas Canadense)

sg: Significativo
TR: Toxicidade reprodutiva

USEPA: United States Environmental Protection Agency (Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana)

WoE: Weight of Evidence (Peso da evidéncia)

vo: Via oral

RESUMO

O Carbendazim (CBZ) é um fungicida sistémico de amplo espectro, pertencente a classe
dos benzimidazdis, cuja acao pesticida decorre da inibicdo da polimerizacdo de B-tubulina, o
que impede a formacdo adequada do fuso acromatico e, consequentemente, prejudica o
processo de divisao celular. Na avaliagao do potencial de toxicidade reprodutiva (TR) do CBZ,
foram considerados estudos regulatérios apresentados pela Forga-Tarefa, estudos da
literatura cientifica obtidos mediante revisao sistematica e relatdrios das principais agéncias
reguladoras internacionais. A partir deles, verificou-se que, quanto aos efeitos sobre a
fisiologia reprodutiva, o CBZ acarreta efeitos adversos na funcao sexual ou capacidade
reprodutiva masculina e feminina. No sexo masculino, verificou-se que o testiculo € um érgao-
alvo, em roedores e caes, apds exposicao Unica ou repetida ao CBZ, com ocorréncia de varios
efeitos adversos de curto e longo prazo, inclusive irreversiveis. Dentre esses efeitos, estdo: 1)
resposta testicular reversivel, induzida principalmente por dosagens baixas a moderadas (50 -
100 mg/kg), causando danos diretos ao epitélio seminifero, com consequente descamacao de
células germinativas imaturas, necrose de células em divisdao e alteracdes na formacao do
nucleo de espermatides; e 2) oclusado irreversivel dos ductos eferentes, induzida por doses
moderadas a altas (100 - 800 mg/kg), com acumulo de fluido, estase de espermatozoides,
aumento do peso testicular, dano epitelial, resposta inflamatéria, fibrose tecidual, formagao
de ductos anormais, atrofia do epitélio seminifero e do testiculo, seguida de infertilidade
permanente. Nao foi possivel a definicdo de um NOAEL para a TR no sexo masculino, posto
que, ja na menor dose testada (0,1 mg/kg p.c./kg), foram verificados efeitos adversos. Com
relacdo aos efeitos no sexo feminino, foram relatados redug¢ao no ganho de peso corporal
materno, no tamanho da ninhada e na viabilidade fetal, atraso/interrup¢do no
desenvolvimento embrionario pré-implantagao, redugao nos sitios de implantagao, além de
alteragdes morfoldgicas nos dvulos apds a fertilizagdo. A extensao da perda gestacional e da
aneuploidia em zigotos foi maior com a administracdao de CBZ no proestro, o que indica que o
odcito parece ser mais sensivel aos efeitos induzidos pelo CBZ durante a formacao do fuso
(maturacao do odcito) do que apds ele ter sido formado. O mecanismo de acao subjacente



aos efeitos relatados em ambos os sexos é a interrupg¢ao da polimerizagao dos microtubulos
pela ligacao do CBZ a B-tubulina, inclusive com AOP ja caracterizado (AOP 106) para a geracao
de odcitos aneupldides apds exposicao ao CBZ. Tais odcitos, quando fertilizados, vao gerar
descendentes aneupldides, com incidéncia aumentada de sindromes na prole, o que
corresponde ao evento adverso observavel. Também nao foi possivel o estabelecimento de
um NOAEL para os efeitos do CBZ no sexo feminino, pois as doses testadas em todos os
estudos disponiveis foram muito altas, e em todas foram observados efeitos adversos (2250
mg/kg p.c.). Diante desses resultados, conclui-se o CBZ deve ser classificado na Categoria 1B e
que ndo é possivel o estabelecimento de limiar para a ocorréncia dos efeitos adversos sobre a
reproducao, em ambos 0s sexos.

INTRODUCAO

O presente parecer objetiva avaliar o potencial de toxicidade reprodutiva (TR) do
ingrediente ativo (IA) Carbendazim (CBZ), a partir do conjunto de evidéncias relevantes
disponiveis, quais sejam: estudos regulatdorios multigeracionais e de toxicidade para o
desenvolvimento pré-natal em ratos e coelhos e estudos de reproducdo/desenvolvimento
disponiveis na literatura cientifica, apresentados pela Forg¢a-Tarefa Carbendazim ou ainda
obtidos dos relatérios das principais agéncias reguladoras de agrotdxicos internacionais
(USEPA, PMRA, EFSA, APMVA, FAO).

Entdao, como parte do processo de reavaliacao desse IA, foi conduzida uma busca
sistematica da literatura cientifica para identificar estudos com evidéncias de TR associada a
exposicdo ao CBZ, a fim de integrar esses dados aos estudos regulatérios disponibilizados pelas
empresas registrantes, por meio de uma andlise de peso da evidéncia (WoE), seguindo
critérios também adotados por diversas autoridades regulatdrias internacionais, para fins de
tomada de decisdao. O detalhamento dessa busca sistematica consta no Parecer n2
7/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI n® 1451178). E relevante mencionar
que nao foram avaliados estudos conduzidos com produtos formulados a base de CBZ
(Upadhyay et al, 2019; Akbarsha et al., 2000; Akbarsha et al., 2001).

ANALISE
Efeitos adversos na funcao sexual ou capacidade reprodutiva masculina e feminina

Com base nos relatdrios de todas as agéncias reguladoras consultadas e no
proprio relatério da FT, ndo ha duvida quanto ao potencial do CBZ em induzir efeitos na funcao
sexual ou na capacidade reprodutiva masculina e feminina em animais. Contraditoriamente
ao grande numero de estudos da literatura com evidéncias de TR, nenhum efeito adverso
sobre a reproducao foi identificado no estudo multigeracional de Til et al (1976) apresentado
pela FT (Quadro 1). Entretanto, assim como discutido pela EFSA (2009) e pela PMRA (2011), a
CREAV considerou que esse estudo possui varias limitagdes em relagdao ao protocolo previsto
na Diretriz OECD 416, principalmente com relacdo a auséncia de analise ou de fornecimento
de dados de varios parametros importantes de reproducdo/desenvolvimento, tais como: ciclo
estral, parametros espermaticos (contagem, morfologia e motilidade de
espermatozoides); dosagem de niveis hormonais (LH, FSH, testosterona, estrogénio,
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progesterona, prolactina), medicdo da distancia anogenital (DAG), registro de marcos de
desenvolvimento (idade de abertura vaginal e separagdao prepucial) e
parametros funcionais na prole (atividade motora, funcdo sensorial, ontogenia de reflexos);
histopatologia de 6érgdos reprodutivos (ovarios e testiculos) e da hipdfise. Além disso, ndo
foram disponibilizados dados analiticos sobre a confirmagao dos niveis dietéticos de CBZ, o
que impossibilita uma determinacao precisa da dose a qual os animais foram efetivamente
expostos. Outro estudo multigeracional mais recente (uma geracdo estendida — EOGRTS,
2014), segundo avaliacdao da USEPA (2020) e da PMRA (2019), indicou auséncia de efeito
degenerativo significativo nos testiculos ou alteracdes espermaticas apds exposicao dietética
ao CBZ, em oposicao aos dados fornecidos pelos estudos da literatura, com administragao via
gavagem, nos quais foram relatados efeitos adversos apds exposi¢ao Unica em niveis de doses
comparaveis (> 100 mg/kg p.c.) e apds exposicdo repetida a doses inferiores (20 mg/kg
p.c./dia), por 2 ou 7 dias (Breslin et al., 2013). Esse estudo regulatério também foi incluido no
Quadro 1, porém com informag¢des muito resumidas (auséncia de detalhamento de diversos
parametros e de dados brutos), obtidas somente dos relatérios da USEPA (2020) e PMRA
(2019), uma vez que a Anvisa nao teve acesso ao estudo. Ainda, houve divergéncias entre
essas duas agéncias com relacao as descricdes de alguns resultados: a USEPA relatou auséncia
de qualquer efeito adverso reprodutivo, considerando um NOAEL de 2.000 ppm (maior dose
testada); enquanto a PMRA relatou alterag¢des significativas em alguns parametros (redugao
no peso testicular, atrofia testicular, aumento da motilidade espermatica) nesse nivel de dose,
considerando a dose de 1.000 ppm como NOAEL. Esse conjunto de fatores
impossibilita qualquer conclusao da Anvisa com base apenas nas informacgdes fornecidas por
esses relatorios.



Quadro 1. Avaliagdo dos potenciais efeitos na fungao sexual ou capacidade reprodutiva masculina e feminina em ratos apds exposicao dietética ao ingrediente ativo
Carbendazim nos estudos multigeracionais.

Referéncia

Til et al., 1976

Estudo
regulatorio
protocolado
na Anvisa.

Também
avaliado por
APVMA,
2009

EFSA, 2009
PMRA, 2011

Protocolo

Pureza: 99%;

Linhagem:
Ratos Wistar albinos;

Delineamento:
Estudo de 3 geracdes:

Geragao Fo: n =105 e
20%/grupo): Administracdo
dietética de CBZ (0, 150, 300
ou 2000 ppm; 0, 7,5, 15 ou
100 mg/kg p.c./dia).
Acasalamento: 5&

e 109/grupo; 2 ninhadas
sucessivas (Fla e F1b).
Eutanasia de Fla no
desmame; Acasalamento de
F1b (105 e 20%/grupo): 2
ninhadas sucessivas (F2a e
F2b).

Eutandsia de F2a no
desmame; Acasalamento de
F2b (105 e 20%9/grupo): 2
ninhadas sucessivas (F3a e
F3b).

Estudo dietético de 4
semanas:

Prole F3b (105 e 109 -
mesmas doses que Fo) —
analise histopatolégica

Resultados segundo autor

Estudo de reproducao:

Parental:

- S/ anormalidades nas condi¢gdes ou comportamento
(Fo, F1b e F2b);

- Mortalidade na maior dose (2000ppm) - Fo (19) e F1
(29);

- M* p.c. nos animais Fo (? - 150 e 300ppm), F1 e F2
(? e & - 3 niveis de dose), que foi (considerado sem
significado toxicolégico, uma vez que ndo existe
tendéncia dose-resposta ou evidéncia histopatolégica
ou explicacdo relatada para embasar um efeito
relacionado ao tratamento;

-S/  fertilidade (% fémeas com ninhadas); s/
diferencgas na razdo entre sexos;

- Pequenas alteragGes no tamanho da ninhada (sem
relacdo com tratamento);

Estudo dietético de 4 semanas:

- S/ 6bitos ou anormalidades de condicdo ou
comportamento;

- M* p.c. (? - 150 e 300ppm) — s/ relagdo dose-
resposta;

- Ningestdo alimentos (&' - todos os grupos) — s/
relagdo com tratamento;

- M* peso relativo do figado e | * peso relativo do
baco (? - 2000ppm);

- U * pesos relativos dos ovdrios (todos as doses), mas
s/ relagcdo com o nivel de CBZ na dieta (inversamente
proporcional a dose);

- Histopatologia: evidéncias comuns na linhagem usada
nesse estudo, quase igualmente distribuidas entre o
grupo tratado e controle.

LimitagGes, inconsisténcias e

. ~ Conclusao
consideragdes relevantes
A parte deste estudo relativa a avaliagdo
pré-natal (teratogenicidade) ou pds-natal de
parametros exclusivos do desenvolvimento
estd descrita no Parecer SEI n°® 1505782.
Desvios em relagdo a Diretriz OECD 416: nao
foram registrados dados de consumo
alimentar (exceto para o estudo com
prole .F3b),‘entao a ingestdo o.Ie CBZ (mg/kg NEGATIVO
p.c./dia) foi calculada por meio de um fator (reproducdo/
de 0,05 (200 g p.c./ 10 g consumo alimentar/ ferfilidad;e)
dia) (RD OECD: registro semanal); auséncia
f:lej (.iados sob.re 9 estado de salde e a idade NOAEL = 100
inicial dos animais (RD OECD: 5-9 semanas); .
~ . . mg/kg p.c./dia
observacOes gerais realizadas .
“ ” o s (maior dose
regularmente” (RD OECD: avalia¢do diaria);
; . . testada)
registro quinzenal do p.c., a partir da 22
semana (RD OECD: registro semanal), a ~
. 0 (Conclusao
partir do 1° d de adm.; acasalamento com .
~ n alinhada a
propor¢do de 5:10 (macho/ fémea) (RD
OECD: 1:1); ndo foram analisados todos os EFSA e
Co PMRA)

parametros previstos na diretriz (ciclo estral,
parametros espermaticos; niveis hormonais;
nao ha dados analiticos disponiveis sobre a
confirmacgao dos niveis dietéticos de CBZ;
nao foram fornecidos dados de
histopatologia de drgaos reprodutivos
(ovarios e testiculos) ou da hipdfise, nem
dados individuais no relatério original.

e RD OECD 416: em estudos dietéticos, o

intervalo de doses ndo deve exceder 3x (ndo
foi apresentado racional para selecdo de
doses).


https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=protocolo_visualizar&id_protocolo=1684320&id_procedimento_atual=964159&infra_sistema=100000100&infra_unidade_atual=110000123&infra_hash=ee46d26394d14a74f10ac1bd45977f08ee1509571dd17907ed43783285ea3b5c

Quadro 1. Avaliagdo dos potenciais efeitos na fungao sexual ou capacidade reprodutiva masculina e feminina em ratos apds exposicao dietética ao ingrediente ativo
Carbendazim nos estudos multigeracionais.

Referéncia

Estudo de
uma geragao
estendida
(EOGRTS,
2014)

Estudo
regulatorio
nao
protocolado
na Anvisa.
Nossa analise
foi baseada
nas
descri¢des
efetuadas
pela USEPA (2
020) e PMRA
(2019).

Protocolo

somente da maior
dose (2000 ppm).
Pureza: 99,5%;

Linhagem: Ratos Wistar
Hannover [CrI:WI (HAN)]

Delineamento:

Estudo in vivo de uma
geracdo estendida.
Geracdo P: Administragdo
dietética de CBZ (n = 30/
sexo/ dose; 0, 250, 1000 ou
2000 ppm (equivalente a
dose média diaria pré-
acasalamento na geragdo P
de 0; 13,9; 53,2 ou 106,7
mg/kg p.c./diaem S e 0;
16,2; 67,6 ou 136,8 mg/kg
p.c./dia em @) por 4 semanas
antes do acasalamento, por
14 dias de acasalamento e
até DPNgs (S) ou até o
desmame da prole F1 no
DLzz (Q),

Geracado F1: Administracao
dietética do desmame ao
término do estudo.

Coorte 1a
(22/sexo/

sistémica
dose)

Resultados segundo autor

LimitagGes, inconsisténcias e

. ~ Conclusao
consideragdes relevantes

Toxicidade parental (P e F1 adultos):

e Auséncia de mortalidade; s/ alteragdes clinicas,
no p.c. ou ganho de p.c., no consumo de
alimentos, parametros hematolégicos,
bioquimicos ou de uroandlise.

e >1000ppm: | * triglicerideos em @ F1 e ?P (ndo
considerado adverso pois ndo teve evidéncia de
alteragdo histoldgica relacionada); { sutil
testosterona plasmdtica em &P;

e 2000ppm: ' mondcitos em &P (dentro do
controle histérico); ™* contagem de leucdcitos,
linfécitos e neutrdfilos segmentados em @ F1
coorte 1b (dentro do controle histérico); { sutil
peso testicular (4% abaixo do controle) e leve
atrofia testicular (3/30) em &P (ndo
considerado adverso devido a alteragao
marginal e auséncia de efeitos reprodutivos);

Toxicidade reprodutiva:

e S/ alteragdes nos indices reprodutivos,
intervalos pré-acasalamento, duracdo da
gestacdo, desenvolvimento sexual, ciclo estral,
contagem de foliculos ovarianos, parametros .
espermaticos, parto, lactagdo ou tecidos e
orgdos do sistema reprodutivo (USEPA).

e 2000ppm: | peso testiculos (P e F1 desmame e
adulto), M atrofia testicular (somente em P), P
motilidade espermatica; | testosterona (ndo
adversa, somente em P1) (PMRA).

Prole (toxicidade sistémica e marcos do
desenvolvimento):

A parte deste estudo relativa a avaliagao
pré-natal (teratogenicidade) ou pds-natal de
parametros exclusivos do desenvolvimento
estd descrita no Parecer SEI n°® 1505782.

A parte deste estudo relativa a avaliacdo dos
parametros tireoidianos (coorte 3) esta
descrita no Parecer SEI n® 1463526.

Estudo ndo satisfaz totalmente a RD OECD
443, a qual foi modificada para testar a
toxicidade para reproducao, tireoide e DNT,
sendo adequada para avaliar esses
parametros. A coorte 3 ndo foi empregada
para imunotoxicidade, mas para a avalia¢do
de efeitos tireoidianos. No entanto, o
estudo, conforme conduzido, ndo mostra
evidéncias de potencial imunotdxico do CBZ
com base na auséncia de efeitos observados
na hematologia, peso do érgao ou
histopatologia.

Nao foram feitos ajustes de dose na dieta
durante o curso do estudo. Como resultado,
a ingestdo da ST em @ durante a lactagdo foi
até 2 vezes superior que em outros grupos
de dose.

ND
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Quadro 1. Avaliagdo dos potenciais efeitos na fungao sexual ou capacidade reprodutiva masculina e feminina em ratos apds exposicao dietética ao ingrediente ativo

Carbendazim nos estudos multigeracionais.

Referéncia

Protocolo

Acasalamento no
DPNgo; eutanasia no
DPNy4s (3).

Coorte 1b
(20/sexo/ | TR

dose)

Acasalamento no
DPNgg; eutandsia no
DPNi7s (d) e no

DLy (?); eutanasia da
prole F2 no DPNy3(n
= 12/sexo/dose —
dosagem de
hormonio
tireoidiano,
necropsia e patologia
do d6rgdo-alvo) e no
DPNgs (209/dose -
abertura vaginal e
dosagem de
hormonio
tireoidiano).

Coorte 3 | Tox.sisté
(12/sexo/ | mica/
dose) tireoide
Dosagem do
hormonio
tireoidiano,
necropsia e patologia
do d6rgdo-alvo no
DPN 2.

Resultados segundo autor

S/ alteracdes na DAG, consumo de alimentos ou
histopatologia dos filhotes F1 e F2;

>1000ppm: T peso figado (?/5 - PMRA); | p.c.

e ganho de p.c. (F1d);

2000ppm: atraso na abertura vaginal (F1 e F2)

(PMRA).

LimitagGes, inconsisténcias e
consideragdes relevantes

Conclusao



Legenda: *= alteragdo estatisticamente significativa; CBZ= Carbendazim; ST= substancia teste; ctl= controle; DG= dia gestacional; DPN= dia pds-natal; DAG= distancia
anogenital; DNT= neurotoxicidade para o desenvolvimento; ND= ndo determinado; NI = ndo informado; p.c.= peso corpoéreo.




Conforme discutido pelas agéncias reguladoras (EFSA, 2010; PMRA, 2011; USEPA,
2020; APMVA, 2009), essa diferenca na ocorréncia de efeitos adversos entre os estudos
regulatorios e os da literatura pode ser decorrente da via de administracao — dietética ou por
gavagem. Nos estudos dietéticos, os valores de NOAEL/LOAEL foram superiores e os efeitos
adversos foram menos acentuados ou severos. Um perfil semelhante foi observado nos
estudos conduzidos com Benomil. Essa diferenca também interfere nos efeitos para o
desenvolvimento e parece decorrer de mudancas no perfil toxicocinético quanto a essas duas
formas de administracdo. Entretanto, considerando que as diretrizes OECD 416 e 414 preveem
a administracdo da ST via gavagem; e considerando ainda que, com relagao aos estudos
dietéticos, um deles apresenta vdrias limitacdes (Til et al., 1976), como falado anteriormente,
e o outro foi somente avaliado pela USEPA (2020) e PMRA (2019), de modo que a Anvisa ndo
teve acesso diretamente ao estudo para analise dos dados; os estudos conduzidos via
gavagem, provenientes da literatura cientifica, foram considerados na avaliacdo do potencial
de TR pela Anvisa, a despeito dessa diferenca levantada pelas agéncias reguladoras.

Entdo, a seguir serao discutidas as evidéncias de TR fornecidas pelos estudos da
literatura e pelos relatérios das agéncias reguladoras, quanto aos efeitos observados no sexo
masculino (Quadros 2 e 3) e feminino (Quadro 4).

Ainda, na busca sistematica foi identificado um estudo epidemioldgico
transversal (Petrelli et al, 2003), o qual buscou avaliar o risco de aborto espontaneo em casais
com registro de exposicdao ocupacional ou doméstica nos meses antecedentes a primeira
gravidez (Quadro 5). No entanto, por ser apenas descritivo e apresentar iniUmeras limitacdes
inerentes ao desenho desse tipo de estudo, nao foi possivel tirar qualquer conclusao de seus
resultados, sendo essa evidéncia descartada da andlise do WoE.

Efeitos observados no sexo masculino

Conforme discutido no Parecer ne 10/2021/SEI/CREAV
/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI n°® 1463526), que trata da toxicocinética, toxicidade
aguda, neurotoxicidade, imunotoxicidade e outros efeitos a saude relacionados ao
Carbendazim, o testiculo € um drgao-alvo, em roedores e caes, apds exposicdo Unica ou
repetida ao CBZ, com ocorréncia de varios efeitos adversos de curto e longo prazo, inclusive
irreversiveis. Uma série de estudos investigou os efeitos reprodutivos masculinos, dose e
tempo-dependentes, induzidos apds administracdao Unica de CBZ via oral em ratos (Nakai et
al., 1992, 1993, 1994, 1995, 1997a, 1997b, 1998a, 1998b, 2002; Hess & Nakai, 2000; Moffit et
al., 2007; Markelewicz, 2004, Kadalmani et al., 2002; Kawata et al., 2020). A partir desse
conjunto de dados, verificou-se que a exposicdo ao CBZ produz dois efeitos patoldgicos
diferentes no sistema reprodutor masculino: 1) resposta testicular, com efeitos diretos no
epitélio seminifero que causam descamacgao de células germinativas imaturas, necrose de
células em divisao e alteracdes na formacao do nucleo de espermatides; e 2) oclusao dos
ductos eferentes.

Os primeiros efeitos foram reversiveis e induzidos principalmente por dosagens
baixas a moderadas (50 - 100 mg/kg p.c/dia). Eles incluiram: a) inibicdo da formagdo de



microtubulos (MT) na regido do corpo das células de Sertoli, com consequente descamacao
do epitélio seminifero apical e liberacao rapida e massiva de células germinativas imaturas,
levando a reducao na contagem de espermatozoides testiculares (em 2-4h), evento associado
ao aumento significativo no peso testicular (inicio em 8h); b) alteracdes morfoldgicas de
espermatides (nucleo, acrossomo e manchete) e inducao de assincronia do desenvolvimento
de espermatides nas fases iniciais da espermiogénese; c) interrupcdao do processo de
espermatogénese ao causar necrose das células em divisdao, durante a mitose ou meiose, e
impedir espermatécitos em paquiteno de completar a segunda divisdao meidtica; d) inducao
da formacdo de megaespermatides (estruturalmente normais, mas 30% maiores que o
tamanho normal). O peso testicular permaneceu elevado até 96h pds-exposicdo, com
posterior reducao rapida.

O segundo grupo de efeitos ocorreu em niveis de dose moderada a alta (100 -
800 mg/kg) e foram irreversiveis. A oclusdo dos ductos eferentes foi verificada rapidamente
apos a exposicao (75% em 12h e 85% em 24h), alinhada ao aumento do peso testicular
observado em 8h pds-tratamento. Essa oclusdo, a qual parece ocorrer por a¢ao direta do CBZ
nos ductos eferentes, é completa em 6-8h, seguida por acumulo de fluido, estase de
espermatozoides e aumento do peso testicular. Isso gera dano epitelial, uma consequente
resposta inflamatdria mediada por neutréfilos (em 2-4h pds-oclusao), fibrose tecidual com
formacao de multiplos ductos anormais (microcanais), indicando uma tentativa de
recanalizacdo em 16 dias pds-tratamento. Andlises efetuadas em 70 dias pds-exposicao
indicaram azoospermia associada a formacdao desses ductos anormais. Os ultimos eventos
relatados foram atrofia do epitélio seminifero e do testiculo, seguida de infertilidade
permanente.

Ainda, demonstrou-se que a oclusao dos ductos eferentes pode ter relagao com
os efeitos deletérios nos tubulos seminiferos, posto que o niumero de tubulos atrdéficos foi bem
maior nos testiculos com total oclusao desses ductos. Com isso, os autores concluiram que a
capacidade dos testiculos em resistir aos efeitos deletérios de longo prazo do CBZ depende da
permeabilidade dos ductos eferentes (Gotoh et. al., 1999).

Ja a exposicdo oral repetida por 10 dias, a 400 mg/kg p.c./dia, resultou em um
percentual de 21% de testiculos com atrofia total de tubulos seminiferos em 70 dias pds-
tratamento e de 50% apds 245 dias. Isso sugere que a regressao tubular seminifera continua
por um longo periodo apds o término da exposicao ou que as doses adicionais contribuiram
para um espalhamento dos danos a um maior nimero de ductos eferentes. Nesse estudo,
também foi relatada infertilidade em aproximadamente 50% dos animais na primeira semana,
com agravamento até a 52 semana (70%). Houve recuperacao da fertilidade em 25% dos
animais entre 5 - 11 semanas. O restante deles permaneceu infértil até o término das 32
semanas de analise e seu exame histopatoldgico revelou atrofia em mais de 85% dos tubulos
seminiferos. Nos machos com fertilidade recuperada, houve grande variagao no numero de
tubulos seminiferos atroficos, variando de 13 a 85% (Carter et al., 1987).

Em outros estudos de exposicao repetida, com duragao entre 2 a 90 dias, foram
evidenciadas tanto as alterag¢des histopatoldgicas ja descritas, quanto efeitos nos parametros
espermaticos e hormonais, em doses inferiores aquelas empregadas nos estudos de exposicao
Unica (< 50mg/kg p.c./dia) (Dere et al., 2016; Salihu et al., 2017a; 2017b; Breslin et al., 2013).
Breslin et al (2013) relataram varios danos histopatoldgicos testiculares e epididimarios em
ratos, causados pela administragdo oral de 20 mg/kg p.c./dia, por 2 ou 7 dias. Essas alteracdes,



com incidéncia e gravidade progressivas em relagdo a dose/duragao, incluiram: nos testiculos
— dilatagao e degeneragao tubular, esfoliagao de células germinativas, vacuolizagao de células
de Sertoli; e nos epididimos — edema, presenca de detritos celulares e reducao de
espermatozoides intratubulares. Similarmente, no estudo de Dere et al (2016), também foram
demonstradas alteragbes histopatoldgicas testiculares (dano ao epitélio seminifero,
vacuolizacdo de células de Sertoli, retencdo da cabeca de espermatides) em ratos, apds
exposicdo subcrdnica via oral a baixas doses (= 30 mg/kg/dia — sem significancia estatistica na
menor dose, mas com indicacdo de efeito dose-dependente). Salihu et al relataram os
seguintes efeitos adversos em ratos expostos a 50 mg/kg p.c./dia via gavagem por 14 dias: |)
alteragdes na morfometria —reducgao significativa da altura do epitélio dos tubulos seminiferos
e do epididimo, além de reducao significativa do comprimento tubular total por testiculo e do
comprimento tubular por grama de testiculo, efeitos relacionados principalmente a
descamacdo das células germinativas localizadas no epitélio seminifero; Il) alteracdes de
marcadores enzimaticos de metabolismo energético e funcdo testicular — fosfatase acida
testicular, fosfatase alcalina, glicose-6-fosfato desidrogenase, lactato desidrogenase, ALT e
AST; essenciais para a ocorréncia de espermatogénese e maturacdo espermatica; e lll)
alteracdes no espermograma — reducdao na motilidade espermatica e na contagem de
espermatozoides testiculares e epididimarios. Similarmente, também foram evidenciadas
alteragdes nos parametros espermaticos apds exposicao oral de camundongos a baixas doses
(0,1 a 10 mg/kg/dia) por 5 semanas (Liu et al., 2019; Li et al., 2020). Ou seja, esse conjunto de
estudos indica que o CBZ afeta a espermatogénese em baixos niveis de dose, bastante
inferiores a 50 mg/kg p.c./dia (500 vezes).

Gray et al (1989, 1990) correlacionaram parametros enddcrinos e espermaticos
com a performance reprodutiva em ratos expostos durante todo o ciclo espermatogénico (do
desmame ao acasalamento). Nesse estudo, verificou-se que a maturag¢do/ comportamento
sexual, o acasalamento e o parto nao foram afetados pela exposicao ao CBZ. Entretanto, em
ratos machos, foram verificadas alteracdes na histopatologia testicular e na morfologia dos
espermatozoides, além de reducao na contagem espermatica do epididimo caudal, nas doses
de 50 e 100 mg/kg p.c./dia, as quais sdo inferiores aquelas associadas a reducdo de fertilidade.
Nos maiores niveis de dose (200 e 400 mg/kg p.c./dia), relatou-se diminuicdo significativa do
potencial reprodutivo, atribuido aos efeitos nos machos, com agrupamento dos animais em
duas categorias: 1) manutencao da fertilidade: reducdo em 77% de reservas de
espermatozoides caudais e em 50% no n° de espermatozoides testiculares, reducdo na
motilidade espermatica e em 25% no peso testicular, aumento de detritos nas amostras de
espermatozoides caudais, sem alteracdo em hormonios sexuais e hipofisarios; Il) infertilidade:
reducdao a 1% nas reservas de espermatozoides caudais e em 90% no numero de
espermatozoides testiculares, redugao em 50% no peso testicular, presenca de atrofia
testicular moderada/ severa em 5-6 de 8 animais; aumento nos niveis de FSH séricos e de
proteina de ligagdo de androgénio. Nesse mesmo estudo, dados obtidos em hamsters
submetidos ao mesmo protocolo de exposicdo (somente na dose de 400 mg/kg p.c./dia),
indicaram que essa espécie apresenta uma menor sensibilidade aos efeitos tdxicos do CBZ
para a reprodugao, em comparagao aos ratos tratados com a mesma dose. Verificou-se um
menor impacto sobre o desempenho reprodutivo de hamsters, sem perda da fertilidade. Esse
conjunto de evidéncias indica que o CBZ induz infertilidade por meio de um mecanismo direto
de toxicidade testicular, sendo necessaria uma reducao severa na contagem espermatica para
que isso ocorra em roedores.



Yu et al (2009) relataram uma reducdo dose-dependente significativa do indice
de fertilidade, do peso absoluto e relativo dos testiculos, e da contagem e motilidade
espermaticas, além de varias alteracdes histopatoldgicas, apds administracdo de doses >
100mg/kg p.c./dia por 80 dias em ratos (verificagdo de tendéncia na menor dose de 20 mg/kg
p.c./dia). Essas evidéncias foram associadas a dados de citometria de fluxo, os quais indicaram
que a exposicdo ao CBZ interfere na espermatogénese ao inibir a transformacao meidtica de
espermatogbnia para espermatdcito primario.

Um estudo comparativo relatou uma sensibilidade diferenciada entre ratos e
camundongos, com evidéncias de que o CBZ, apds administracdo intraperitoneal, alcancou o
testiculo e ndao causou danos teciduais aparentes ao epitélio seminifero do camundongo,
mesmo quando administrado em dose superior a 10 vezes aquela associada a descamacao
macica em testiculos de ratos (Correa et al., 2002). Similarmente, a administracdo de CBZ em
camundongos via gavagem por 5 dias ndo causou efeitos adversos na menor dose testada (250
mg/kg p.c./dia) (Evenson et al., 1987). Por outro lado, nos estudos de Liu e colaboradores
(2019) e de Li e colaboradores (2020), também conduzidos em camundongos, foram
encontradas alteragdes nos parametros espermaticos, inclusive com redu¢ao na motilidade
espermatica em doses > 0,1 mg/kg p.c./dia (menor dose testada). A divergéncia observada
entre os resultados obtidos pelos dois primeiros e pelos dois ultimos estudos citados pode ser
decorrente nao de uma sensibilidade diferenciada entre ratos e camundongos, mas de alguns
fatores relativos ao desenho experimental destes estudos: um periodo de exposicdo mais
prolongado (5 semanas), um maior grupo amostral (30 animais/grupo, o que confere um
maior poder estatistico) e a mensuragao de parametros bastante sensiveis para a avaliacao da
toxicidade no aparelho reprodutor masculino, como a motilidade espermatica (ndo avaliada
nos estudos de Correia et. al., 2002 e Evenson et. al., 1987).

Além dos estudos in vivo acima discutidos, dois estudos ex vivo (Durand et al.,
2017; Pisani et al., 2016), efetuados em culturas de tubulos seminiferos de ratos incubadas
com CBZ, relataram efeitos adversos na espermatogénese como: reducdao de espermatides
redondas - precursores dos espermatozéides; alteracdao na migracdo de células germinativas
pelo epitélio seminifero, interferéncia hormonal (estrégenos/ andrégenos) e interrupgdo da
meiose.

Com relacdo aos efeitos hormonais, os dados da literatura mostraram que a
exposicdo ao CBZ promoveu alteracdes nos niveis séricos de varios hormonios (testosterona,
LH, FSH, GnRH, T3, T4, TSH) em associacao aos efeitos adversos sobre a fisiologia reprodutiva
acima discutidos. Entretanto, alguns dados foram divergentes entre os diferentes estudos. Os
niveis séricos de LH e testosterona, por exemplo, permaneceram inalterados em alguns
estudos e sofreram redugao em outros. Essas discrepancias podem ser atribuidas a diferentes
protocolos experimentais, bem como ao complexo controle do eixo hipotalamo-hipodfise-
gbnada (Rama et al., 2014).

A PMRA (2011) considerou que as alteragdes relatadas em alguns estudos da
literatura (Goldman et al., 1989; Rehnberg et al., 1989) foram secunddrias aos efeitos téxicos
diretos do CBZ sobre as gbnadas, de forma compensatéria na regulacdao hipotalamica e
hipofisaria do testiculo. Isto é, os efeitos hormonais pareceram ocorrer indiretamente, como
resultado de dano testicular induzido por CBZ, e ndo por interferéncia hormonal direta.



Yamada et al (2005) relataram auséncia de efeito androgénico/antiandrogénico
e estrogénico associado ao Benomil e discutiram que a alteracdao observada no peso dos
orgaos deve estar associada a mecanismos que ndao sao mediados por receptor de esteroide,
mas sim a interferéncia na montagem de microtubulos. Similarmente, Rama et al. (2014)
também relataram auséncia de efeito estrogénico, antiestrogénico e antiandrogénico. Além
disso, como mencionado anteriormente, o controle do eixo hipotalamo-hipdfise-gbnada é
bastante complexo e pode ser modulado diferencialmente, dependendo dos niveis
plasmaticos de compostos quimicos com um modo de ac¢ao endécrino.

Adicionalmente, verificou-se que o CBZ afetou negativamente a esteroidogénese
testicular: uma uUnica dose (200 mg/kg p.c./dia via gavagem) reduziu a expressdo da proteina
reguladora aguda esteroidogénica (StAR) e da proteina de ligacdo a andrégenos (ABP), com
redugao concomitante da atividade das enzimas esteroidogénicas (Adedara et al., 2013). Em
oposicao, apds exposicao repetida por 85 dias via gavagem, verificou-se aumento no nivel
testicular e sérico de ABP e no nivel de testosterona testicular, sem alteracdao no seu nivel
sérico, em doses > 200 mg/kg p.c./dia (Rehnberg et al., 1989).

Goldman et al (1989) relataram infertilidade associada ao aumento nos niveis de
FSH sérico (somente nos animais inférteis), em ratos expostos a doses > 200 mg/kg p.c./dia, a
partir do desmame por 85 dias, sem alteracdao nas dosagens de prolactina, TSH e testosterona.
Adicionalmente, esse estudo relatou aumento de LH hipofisario sem alteracdo no nivel sérico
(somente na maior dose e sem distincdo entre férteis e inférteis) e aumento de GnRH
hipotalamico (somente na menor dose). Esses resultados foram atribuidos tanto aos sinais
de feedback entre a célula de Sertoli-hipdfise (reduc¢ao na producao de inibina-B pela célula
de Sertoli induz liberacao de FSH pela hipdéfise) quanto aos efeitos diretos do CBZ no sistema
nervoso central (LH e GnRH).

Gray et al (1990) discutiram que o CBZ nao parece atuar diretamente no eixo
hipotalamo-hipdfise, mas sim por meio de efeitos diretos na célula de Sertoli, posto que nao
foram verificadas alteracdes no desenvolvimento puberal, indicando maturacdao normal do
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. Além disso, o perfil de alteragdes enddcrinas relatado
nos machos foi caracteristico de compostos que afetam a espermatogénese e induzem a
“sindrome de células de Sertoli” (aplasia germinativa), na qual se verifica niveis normais de LH
e testosterona séricos, com reducdo nos niveis de inibina-B e consequente aumento no FSH
sérico. Alguns estudos também indicaram perfil hormonal semelhante (Pacheco et al., 2012;
Erdos et al., 2013; Breslin et al, 2013), enquanto outros indicaram reducdo de testosterona
sérica (Salihu et al., 2017b; Rajeswary et al., 2007) e auséncia de alteracao nos niveis séricos
de FSH (Yu et al., 2009; Moffit, et al., 2013).

Rajeswary et al (2007) relataram que o CBZ ndo alterou LH e prolactina, mas
reduziu testosterona e estradiol séricos, além de induzir reducao significativa na atividade das
enzimas esteroidogénicas e antioxidantes nas células de Leydig, apds administracdao de CBZ
via gavagem (25 mg/kg p.c./dia) por 48 dias. Esse estudo demonstrou que a exposi¢do cronica
a baixas doses de CBZ é capaz de induzir TR por meio de um efeito direto nos testiculos, com
indugdo de estresse oxidativo nas células de Leydig. Essas alteragdes foram transitérias, com
retorno ao estado basal em 48 dias sem exposicdo. Similarmente, Salihu et al (2017b) também
relataram que as dosagens de LH e prolactina nao foram afetadas apds exposicdo via gavagem
a 50 mg/kg p.c./dia por 14 dias. Porém, descreveram um aumento nos niveis plasmaticos de
FSH e reducao de testosterona.



Mecanismos de toxicidade no sexo masculino

O maior numero de evidéncias atribui a TR induzida pelo CBZ a sua capacidade
de interagao a B-tubulina, com consequente impedimento da montagem de MT. Entdo, sabe-
se que o CBZ afeta a espermatogénese, inclusive a etapa de espermiogénese, sendo esses
efeitos observados em diferentes tipos celulares: nas células da linhagem espermatogénica e
nas células de Sertoli. Os principais eventos-chave afetados pela interagao de CBZ com [-
tubulina, e suas consequéncias em cada estdgio da espermatogénese, sao: 1) formacao
inadequada do fuso acromatico durante a mitose das espermatogobnias e durante as meioses
| e Il de espermatdcitos, resultando em gametas masculinos aneupldides (conforme ja
discutido no Parecer n? 1/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA - SEI n°® 1309909);
2) problemas durante a diferenciacao das espermatides (alteracdes no nucleo, acrossomo e
manchete) e reducdo da motilidade durante a espermiogénese, as quais podem ser
resultantes de anormalidades morfolégicas decorrentes da aneuploidia induzida nos
espermatozoides, bem como por efeito direto sobre os MT presentes no flagelo; 3)
descamacao precoce de células germinativas imaturas e de fragmentos de células de Sertoli
no limen dos tubulos seminiferos, levando a um aumento do diametro do tubulo e atrofia
(Rama et al., 2014; Pisani, 2016). Quanto ao item 2, o CBZ afeta a estrutura das manchetes,
anéis de MT responsaveis pela diferenciacdao celular de espermatides redondas para
alongadas. Estudos demonstraram anomalias no formato do nucleo e na morfologia dos
acrossomas nas espermatides, resultando em acrossomas descontinuos, multivesiculares ou
ausentes, sendo essa configuracao anormal decorrente da estrutura irregular das manchetes
(Nakai et al., 1997a, Nakai et al., 1998b). Ainda com relacdo ao item 3, Nakai & Hess (1994)
relataram que, apds exposicdao ao CBZ, o numero de MT é reduzido na por¢ao basal das células
de Sertoli e aumentado na regiao apical. Consequentemente, as células germinativas perdem
aderéncia ao tubulo e sofrem descamacao juntamente com o citoplasma apical das células de
Sertoli, sendo, portanto, esse efeito também dependente dos MT.

Além disso, o CBZ afeta tanto os ductos intratesticulares, como os ductos
eferentes, quanto os ductos extratesticulares, como o ducto epididimario. O conjunto de
evidéncias indica que, em poucas horas apds exposicdao, ocorre oclusao dos ductos pela
presenca de células germinativas imaturas descamadas e espermatozoides, o que acarreta um
processo inflamatdério. Posteriormente, observa-se distensao dos ductos por conteddo luminal
altamente compactado, severa desorganizacao epitelial e presenca de células inflamatorias.
Por fim, ocorre proliferacao epitelial e formacao de microcanais (ductos pequenos anormais)
ao redor do limen original, o qual é preenchido por tecido conjuntivo fibrético (Nakai, 1993).
Essas alteragdes podem ser secundarias aos efeitos nos testiculos.

Adicionalmente, alguns estudos mecanisticos indicaram que os efeitos de TR
atribuidos ao CBZ podem estar associados a indugdo de estresse oxidativo, com redugao de
varias enzimas antioxidantes e aumento de marcadores de peroxidacdo lipidica (Adedara,
2013; Rajeswary et al., 2007; Sakr e Shalaby, 2014), como também a inducao de apoptose de
células germinativas masculinas (Adedara, 2013) pelo CBZ. Entretanto, esses efeitos podem
ser secundarios ao dano testicular causado pelo mecanismo de a¢do discutido nos paragrafos
acima e ja bem estabelecido para o CBZ. Outros estudos ainda investigaram um potencial
mecanismo de a¢ao enddcrino para a indugao desses efeitos, conforme discutido no item
anterior. Porém, essas evidéncias sugerem que os efeitos hormonais parecem ocorrer



indiretamente, em resposta ao dano testicular induzido por CBZ, e nao por interferéncia
hormonal direta.

Limiar para os efeitos no sexo masculino

Na avaliacdo quantitativa da dose-resposta associada aos desfechos de TR,
presume-se a ocorréncia de um padrao nao linear (existéncia de limiar), a menos que dados
mecanisticos indiquem o contrario (USEPA, 1996). Essa abordagem se fundamenta na
existéncia de mecanismos homeostaticos, compensatdrios ou adaptativos que acontecem em
etapas anteriores a manifestacao do efeito toxico e sao utilizados pelas células e drgaos do
sistema reprodutivo. Nessa abordagem nao-linear, os valores de referéncia sdao derivados por
meio da aplicacao de fatores de incerteza adequados a um ponto de partida (PoD) — NOAEL,
LOAEL ou BMD (benchmark dose), de modo a se obter um nivel minimo de exposicao no qual
a probabilidade de ocorréncia do desfecho seja baixa (USEPA, 1996).

Entretanto, a partir dos dados disponiveis, ndo é possivel a determinacao de um
limiar para a ocorréncia dos efeitos adversos sobre a fisiologia reprodutiva masculina. A
principio porque, considerando os efeitos de TR nas células germinativas que sao
consequéncia da acdo aneugénica do CBZ e, conforme discutido no Parecer n¢?
1/2021/SEI/CREAV/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI n°® 1309909), n3do ha evidéncia
disponivel que permita estimar uma dose segura in vivo na qual nao se espere a ocorréncia
desses danos cromossomicos as células germinativas em humanos, posto que foi verificada
aneuploidia em espermatides de ratos ja na menor dose testada, com definicdo de um valor
de LOAEL igual a 50 mg/kg p.c..

Essa conclusao alcancada para o potencial mutagénico ja seria suficiente para,
em alinhamento, se optar pela impossibilidade de determinacdao de um limiar de dose seguro
para o CBZ capaz de impedir a ocorréncia dos efeitos de TR aqui detalhados. Porém, em
acréscimo, também cabe mencionar que nao é possivel a definicado de um NOAEL para os
efeitos de TR no sexo masculino porque estes ja foram relatados nas menores doses testadas
em todos os estudos analisados. Isto é, foram encontradas alteragGes histopatoldgicas no
testiculo e epididimo de ratos em doses > 20 mg/kg p.c./dia, administrada por gavagem por 2
ou 7 dias (Breslin et al., 2013); e, em doses ainda menores em camundongos (0,1 a 10 mg/kg
p.c./kg, via gavagem por 5 semanas) foram verificadas alteracbes em parametros mais sutis
de dano testicular, com reducdo na motilidade espermatica inclusive na dose de 0,1 mg/kg
p.c./dia (Liu et al, 2019; Li et al., 2020). A motilidade espermatica pode ser um dos primeiros
e mais sensiveis parametros para avaliacdo da toxicidade no aparelho reprodutor masculino
(Hood, 2012). Portanto, a menor dose testada dentre todos os estudos realizados com
roedores (0,1 mg/kg p.c./kg) ja foi capaz de causar efeitos adversos no aparelho reprodutor
masculino, sendo esta 500 vezes inferior ao LOAEL definido para aneugenicidade em células
germinativas (50 mg/kg p.c.).

Isso reforca que outros mecanismos relacionados a despolimerizagao dos
microtubulos, e ndo somente seu efeito antimitdtico, podem estar atuando. De fato, conforme
evidenciado nos estudos mecanisticos ja discutidos, o CBZ interfere em outras fung¢des além
da divisdo celular, como na diferenciacdo das espermatides em espermatozoides
(espermiogénese) e na estrutura das células de Sertoli, em cujas reentrancias as células da
linhagem espermatogénica se alojam e que ainda realizam as fung¢des de produgao de fluido



e fagocitose de corpos residuais das espermatides. Esses efeitos sdo também decorrentes da
interacao do CBZ com a B-tubulina, pois, além da formacao adequada do fuso acromatico, os
MT desempenham diversas e importantes funcdes nas células, quais sejam: localizacao do
centro da célula e posicionamento de diferentes organelas (aparelho de Golgi, reticulo
endoplasmatico, mitocondrias, dentre outras) no interior da célula; manutencao do formato
e migracao celular, transporte de carga dentro das células etc (Alberts et al, 2017). Entao,
todos esses efeitos, que ocorrem em conjunto, dificultam ainda mais a definicao de um limiar
de dose seguro para o CBZ.



Quadro 2: Avaliacdo dos potenciais efeitos na fun¢do sexual ou capacidade reprodutiva masculina apds exposicado Unica ao CBZ.

Referénci
a

Nakai et al.,
1998a

Nakai et al.,
1997a

Protocolo

Pureza: Ndo informada.

Linhagem: Ratos Wistar &'

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado em dose Unica (100 mg/kg
p.c.; via gavagem) a animais de 25 a 30
dias de idade (n= 18). Eutandasia em

D3 (n=5), Das (n=6) eDys (n=7) pC')S-
tratamento. Grupo ctl (n=3): 25 e 26
dias de idade; eutandsia em D3 e D7s.

Andlise histopatoldgica.

Pureza: Ndo informada;

Linhagem: Ratos Sprague-Dawley J;

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado em dose Unica (100 mg/kg
p.c.; via gavagem; n= 5-6/ grupo);
eutanasia, coleta e preparo histolédgico
nos D7,5; Dgs; D10 € D1gs pds-tratamento;
grupo controle: D7s. Andlise tecidual
por microscopia 6ptica e eletronica de

transmissao.

Resultados segundo autor

M* incidéncia de espermatides redondas mega e
binucleadas, em animais pré-puberes expostos ao
CBZ, com o seguinte detalhamento quanto aos
estdgios de tubulos seminiferos e intervalos pds-
tratamento:

Ds: ™* em todos os estagios (~ 85% no grupo lI-l11);
Da4s: T * nos estagios IV-V e VI-VII (~ 72% no grupo
IV-V);

D7s: T * no grupo VI-VII (~ 66%); L * no ll-lll; e ¢
no IV-V, indicando que essas alteracdes parecem
ser limitadas as primeiras geracdes de
espermatides;

Dados indicam que, provavelmente, o CBZ atua
sobre espermatdcitos imediatamente antes e
durante a divisdo meidtica (estagio XIV), bem como
em espermatides de etapa 1-5, em testiculos pré-
puberes.

Anormalidades no nucleo: 1) distor¢des nucleares
em espermatides alongadas (estagios X-XI nos

Do € Dio,s): nucleos com contorno ondulado ou
irregular, circundados por agregados densos de
manchete de MT; distor¢ao nuclear também
observada em células binucleadas. Il) diferentes
tipos de invaginagdes nucleares: em espermatides
mono, binucleadas e deficientes em acrossomo
(estagios IX-XI nos intervalos a partir Dgs); Ill)
alteragdo no envoltério nuclear.

Anormalidades no acrossomo: |) fragmentacdo/
descontinuidade: D75 (espermatide redonda no
estdagio VII); Do e D1os (espermatide alongada nos
estagios X-XI); retardo na espermiogénese (estagio
Xl no Dig;5), observado em nucleos de

LimitagGes, inconsisténcias e
consideragdes relevantes

Sem informagdes quanto a
toxicidade sistémica.
Impossibilidade de avaliar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado.
Numero reduzido de animais para
analise.

Classificacdo dos tubulos
seminiferos em grupos
representativos de trés estagios (II-
1, IV-V e VI-VII); avaliacdo quanto
a presenca de uma ou mais
espermatides mega (nucleo
aumentado) e/ou binucleadas, com
registro do % tubulos
apresentando essas
anormalidades.

Sem informagdes quanto a
toxicidade sistémica.
Impossibilidade de avaliar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado.
Algumas alteragdes foram
especificas para o tratamento com
CBZ — células com multiplas
cavidades nucleares e envelope
nuclear modificado; acrossomo
com aparéncia granular —
enqguanto as demais relatadas
foram comuns a demais compostos
gue também induzem

Conclusao

POSITIVO

LOAEL = 100
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL = 100
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)



Nakai et al.,
1995

Nakai et al.,
1992

Apud
APMVA,
2009; PMRA,
2011, EFSA,
2009;
USEPA, 2020

Pureza: Ndo informada;
Linhagem: Ratos Sprague-Dawley d;

Delineamento: Estudo in vivo — grupo
exposto (n=8) a dose Unica (400 mg/kg
p.c.; via gavagem); grupo ctl (n=7); em
3h pds-tratamento: eutandsia, coleta e
preparo histoldgico dos testiculos,
analise tecidual por microscopia dptica
e reconstru¢do computacional
tridimensional.

Pureza: Ndo informada;

Linhagem: Ratos Sprague-Dawley o

Delineamento: Estudo in vivo: CBZ
administrado em dose Unica, via
gavagem.

Protocolo 1: Tempo-resposta (n = 8/
tempo): eutanasia em 2, 4, 8 ou 24
horas e 4, 8, 16 ou 32 dias pos-
exposicdo (0 e 400 mg/kg p.c.);

megaspermatides redondas com acrossomos
fragmentados; Il) auséncia de acrossomo em
espermatides (estagios VII-X nos D7,5-D1o);
Anormalidades na manchete: posicionamento
irregular das manchetes de MT (estagios IX-XI a
partir de Dgs), resultando em invaginagdes
nucleares.

CBZ induziu T™* n° tubulos seminiferos com
descamacdo de espermatides imaturas alongadas;
Alteracao no perfil nuclear das células de Sertoli: )
nos casos de descamacgéo: { * n° de nucleos com
posicionamento paralelo e perpendicular; T * n°
nucleos com formato circular (predominantes), em
relacdo ao controle; Il) nos casos sem descamacao:
M* n° ndcleos com posicionamento perpendicular
e | * n®de nucleos com posicionamento paralelo
(em relagdo ao controle e ao grupo com
descamacdo);

Alteracdo no formato do corpo das células de
Sertoli: nos casos de descamacdo, | * n° células
com formato colunar alto e predominancia de
células com formato coénico, sugerindo um
deslocamento do citoplasma em dire¢do a porg¢ao
basal, o que resulta em clivagem na regido apical e
liberacdo de espermatides imaturas para o lumen
do tubulo seminifero.

Protocolo 1:

Em 8h pds-exposicdo; 400 mg/kg p.c.: T peso dos
testiculos e posterior |, n° espermétides e na %
espermatozoides caudais morfologicamente
normais, com duragdo desses efeitos pelos 32 dias
de andlise.

Protocolo 2:

2d pos-exposicdo: 50mg/kg - liberagdo de células
germinativas imaturas (espermatides redondas de
estagio | e Il; espermatides alongadas de estagio
VII); 2 100mg/kg - TN dose-dependente no peso
testicular, de oclusdes nos ductos eferentes

anormalidades espermaticas
(colchicina, taxol, dentre outros).

Sem informacgdes quanto a
toxicidade sistémica.
Impossibilidade de avaliar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado.
Alteragao no formato nuclear das
células de Sertoli mesmo na
auséncia de descamacao induzida
pelo CBZ (dados ndo discutidos
satisfatoriamente).

Nenhum NOAEL foi estabelecido
devido a toxicidade testicular
observada na menor dose
(liberacdo prematura de células
germinativas imaturas em 2d pos-
exposicao, atrofia dos tubulos
seminiferos e oclusdo dos dutos
eferentes). Esses efeitos
persistiram por pelo menos 70
dias.

POSITIVO

LOAEL =400
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL =50mg
/kg p.c.

(alinhada com
APMVA e
PMRA)

(EFSA
considerou
NOAEL =50



Nakai et al.,
1998b

Protocolo 2: Dose-resposta: eutanasia
em 2d (n = 8/dose) e 70d (h=12/dose)
pds-exposicao (0, 50, 100, 200, 400 ou

800 mg/kg).

Pureza: N3o informada;
Linhagem: Ratos Sprague-Dawley J;

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado em dose Unica (100 mg/kg

p.c.; gavagem).

Eutanasia, coleta e preparo histolégico
pos-tratamento (n =4 - 5): Dys5; D3,

D45 e Dypgs.

Grupo ctl: amostragem em D7s. Analise
tecidual por microscopia eletrénica e
Imunocitoquimica (1CQ).

(severa inflamacdo e desorganizagdo do epitélio;
>50% ductos ocluidos), causadas por contetudo
luminal compactado, granulomas espermaticos,
mineralizagdo e obliteragao do limen original por
tecido conjuntivo fibrético; auséncia de células
germinativas; = 200mg/kg - auséncia de células
germinativas na maioria dos estdgios de tubulos
seminiferos; > 400mg/kg - 1M didmetro médio dos
tubulos seminiferos;

e 70d pds-exposicdo: |, dose-dependente no peso
testicular e no didmetro dos tubulos seminiferos,
com efeitos minimos associados a menor dose
testada. Atrofia de tubulos seminiferos (contendo
principalmente células de Sertoli e poucas
espermatogonias e circundados por membrana
basal espessa) parece ser decorrente do processo
de oclusdo associado a exposi¢do as maiores doses
(= 100mg/kg).

¢ Anormalidades no desenvolvimento acrossémico
de espermatides observadas nos trés intervalos
estudados:

Das: a) tubulos em estagio lll — espermatides de etapa 1

apresentando vesiculas proacrosémicas com granulos,

sem a presenca de vesicula acrossémica evidente;
espermatides de etapa 3 apresentando nucleo com
recuo de vesiculas acrossomicas;

b) tdbulos em estagio V — espermatides de etapa 5

apresentando conexdes diretas entre a face trans das

pilhas de Golgi e a membrana acrossomal externa;

Das: a) tubulos em estdagios IV e V — espermatides com

acrossomos menos desenvolvidos (etapas 1 e 3) e com

multiplas vesiculas acrossémicas;

b) tubulos em estagio V e VIl — espermatides de etapa

5 e 7, respectivamente, apresentando conexdes diretas

entre a face trans das pilhas de Golgi e a membrana

acrossomal externa;

Dy;s: tubulos em estagio VIl — espermatides sem

formagado de acrossomo, bem como nas etapas 3-5 de

Pequeno grupo amostral;
Utilizagdo de somente 2-3 animais
na anadlise ICQ para detecg¢do da
proteina MN7 (associada ao
processo de desenvolvimento

acrossémico);

Classificacdo da espermatogénese
de testiculos de rato em 14
estagios, com base nas associacées
de células germinativas dentro dos
tubulos seminiferos; espermatides
em cada um desses estagios
mostram um desenvolvimento
sincronizado de acrossomo.

mg/kg;
alteragGes
minimas
observadas
nessa dose
foram
consideradas
de relevancia
toxicoldgica
equivoca)

POSITIVO

LOAEL =100
mg/kg
(dnica dose
testada)



Nakai et al.,
1994

Nakai et al.,
2002

Pureza: Ndo informada;
Linhagem: Ratos Sprague-Dawley &;

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado em dose Unica (gavagem;
400 mg/kg p.c.; n=5); grupo ctl (n = 4);
em 3h pds-tratamento: eutanasia,
coleta e preparo histolégico dos
testiculos, andlise tecidual por
microscopia éptica e eletronica.

Pureza: Ndo informada;

Linhagem: Ratos Sprague - Dawley (10-
13 semanas);

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado em dose Unica (gavagem;

400 mg/kg p.c.); Intervalos de avaliagdo:

45 min (n=2), 60 min (n=6), 90 min
(n=4), 120 min (n=8), 150 min (n=2) e
180 min (n=3) pds-tratamento. Analise
histopatoldgica de 100 tubulos
seminiferos/ testiculo.

desenvolvimento; espermatides de etapa 7
apresentando conexdes diretas entre a face trans das
pilhas de Golgi e a membrana acrossomal externa;
Padrdo anormal de imunomarcagao (mMMN7) em
espermatides expostas ao CBZ: ocorre perturbagdo do
suprimento de material do complexo de Golgi para os
acrossomos, possivelmente causando desenvolvimento
anormal durante a fase precoce da espermiogénese.

e Descamacgdo de espermatides maduras (maioria); e
de células germinativas imaturas (espermatides
arredondadas e espermatdcitos) junto com o
citoplasma apical das células de Sertoli (com
manutencdo do formato original e dos MT), em
todos os estagios da espermatogénese, exceto nos
1-V;

e Alteracdo na distribuicdo de mitocondrias, corpos
densos e RE — ao invés de estarem ao longo dos
microtubulos, foram encontrados em agregados;

e Mecanismo: Redugdo no n° de MT na regido do
corpo das células de Sertoli, sem alteracao nos MT
presentes nas regides apicais, 0 que causou
clivagem pela retragdo de organelas
citoplasmaticas na regidao basal e inchago do RE.

e 90 min: Lacunas entre espermatides alongadas e
redondas no final do estdgio VI até inicio de VII
(indica pré-descamagao); | tubulina em tubulos
seminiferos com pré-descamacao e nivel normal
em tubulos sem alteragdes. Microscopia eletronica
(ME) indicou presenca de alguns microtubulos
intactos.

e 120 e 150 min: descamacdo no final do estagio VI
até inicio do VIl e do XIlI-XIV; ¢ tubulina em
tubulos seminiferos com descamacdo; ME indicou
poucos microtubulos.

e 180 min: descamacdo no estagio |, final do estagio
VI até inicio do VII, estagios IX-XI e do XIlI-XIV;

e Desfecho é dependente da susceptibilidade dos
microtubulos no estagio especifico de

Pequeno grupo amostral;
Impossibilidade de observar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado.
Alta dose aguda.

N3ao foi relatado racional para
escolha da dose ou dados de
outros efeitos adversos
observados, para possibilitar
conclusdo quanto a toxicidade
sistémica.

Pequeno grupo amostral em
determinados tempos de
exposicao;

Avaliacdo semiquantitativa
(frequéncia)/ qualitativa.
Imunocitoquimica ndo
quantitativa.

Alta dose aguda.

POSITIVO

LOAEL =400

mg/kg
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL =400
mg/kg
(Unica dose
testada)



Correa et al.,
2002

Nakai et al.,
1993

Pureza: Ndo informada;

Linhagem: Camundongos Swiss
Webster e ratos Sprague-Dawley &

Delineamento:

Grupo 1 (n = 4; camundongos): CBZ
administrado (2000 mg/kg p.c. - via i.p.)
em dose Unica. Eutanasia em 2, 3 ou 6h
pos-tratamento para andlise
microscopica (100 se¢des de tubulo
seminifero/ testiculo) e IHQ (a- e B-
tubulina); eutanasia em 5, 15, 30, 60, 90
e 120 min pos-tratamento para
determinacdo dos niveis testiculares de
CBZ.

Grupo 2 (n = 3; ratos): CBZ administrado
(164 mg/kg p.c.; viai.p.) em dose Unica,
com coleta de testiculos em 15 min pos-
tratamento.

Pureza: N3o informada;
Linhagem: Ratos Sprague-Dawley &

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado (gavagem; 0, 100, 200,
400 ou 800mg/kg p.c.); eutanasia no

D, (n =8) e D7 (n = 12) pds-tratamento;
grupo adicional (n = 4): CBZ
administrado (400 mg/kg p.c.) com
eutandsia no D4, Dg, D1 € D3, pds-
tratamento. Analise tecidual por

espermatogénese. Hipoteses: 1) acdo sobre as

proteinas associadas aos MT (promovem

estabilizacdo do MT e competem com o CBZ pela
ligacdo a tubulina) e 2) modificagdo da tubulina,

levando a despolimerizacao de MT.

Auséncia de diferenca na histopatologia e

marcacgao imunohistoquimica, na comparagao
entre camundongos controle e tratados (em todos
os tempos de analise), indicando que CBZ nao
induz descamacao de células germinativas ou
perda da estrutura dos MT no testiculo de

camundongos;

Controle positivo (grupo 2): testiculos de ratos
apresentaram descamacado macica, com diferenca

significativa em relacdo ao grupo controle
correspondente;

Tempo para concentracdao maxima foi de 5min pds-
tratamento, em camundongos, e de 15min pos-
tratamento, em ratos; com perfis ao longo do
tempo muito semelhantes entre as espécies

animais.

D,: obstrucdo e distensdo dos ductos eferentes por
células germinativas imaturas descamadas e
espermatozoides, com sinais de inflamacao;
D, e Ds: distensdo dos ductos por contetdo luminal

altamente compactado, com severa

desorganizacao epitelial e presenca de células

inflamatorias;
D1s: proliferacdo epitelial e presenca de

microcanais (ductos pequenos anormais) ao redor

do limen original;

Ds; e Dyo: preenchimento do lumen ocluido por
tecido conjuntivo fibrético, circundado por ductos

anormais;

Pequeno grupo amostral;
Impossibilidade de observar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado;
Dose aguda muito alta via i.p. para
camundongos;

Autores relataram que ainda é
desconhecido o mecanismo
subjacente a sensibilidade
diferenciada entre ratos e
camundongos, tendo em vista as
evidéncias de que o CBZ esta
presente no testiculo do
camundongo em concentragdes
maiores ou iguais aquelas
verificadas no testiculo de ratos.

Pequeno grupo amostral em alguns
grupos;

Doses altas;

Nao foram relatados dados de
outros efeitos adversos
observados, para possibilitar
conclusdo quanto a toxicidade
sistémica.

NEGATIVO

NOAEL = 2000
mg/kg

(Unica dose
testada)

POSITIVO

NOAEL /
LOAEL=ND

(estudo ndo
detalha a
dose em que
se observou
cada efeito)



Nakai e
Hess, 1997b

Moffit et al.,
2007

Kadalmani et
al., 2002

microscopia dptica e eletronica
(epididimo e ducto eferente).

Pureza: Ndo informada;

Linhagem: Ratos Sprague-Dawley (90 a
100 dias);

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado (gavagem; 100 mg/kg p.c.;
n = 5-6) em dose Unica. Histopatologia
dos testiculos em 8 horas e 1,5; 4,5; 7,5;
10,5 e 20 dias pds-tratamento.

Pureza: Alta pureza;

Linhagem: Ratos Fischer & adultos;

Delineamento: Estudo in vivo: CBZ
administrado (n = 6-10/ grupo; gavagem
—40, 67, 100 ou 200 mg/kg p.c.) em
dose Unica. Eutandsia em 24h pos-
tratamento; analise histopatoldgica e da
inducdo de apoptose.

Pureza: Alta pureza;

Linhagem: Ratos Wistar;

Ductos eferentes ocluidos foram capazes de
formar novos ductos, os quais, entretanto, sao
anormais e ainda exibem azoospermia no Dyo.

8 horas: descamacao de espermatides alongadas;
necrose de espermatdcitos em divisdo nos tubulos
estdgio XIV;

1,5 dias: espacgos vazios nos tubulos de estagio |
(auséncia de espermatides imaturas);

4,5 e 7,5 dias: auséncia de espermatides redondas
e alongadas normais, presenca de
megaespermatides (nucleo 33% maior do que o
normal) e espermatides binucleadas;

10,5 dias: auséncia de espermatides alongadas,
espermatides de diferentes estagios na mesma
secdo de tubulo, espermatides binucleadas,
alongadas com forma anormal, com cabeca
distorcida e invaginacdo nuclear com agregados de
microtubulos;

20 dias: espagos vazios com auséncia de
espermatocitos;

Efeito direto na meiose de espermatdcitos e
efeitos latentes nas espermatides, levando a
anormalidades e falha da espermiogénese. Os
efeitos foram observados independentemente da
ocorréncia de oclusdes nos ductos deferentes.

M* dose-depedente no peso testicular, na indugdo
de apoptose de células germinativas, no diametro
de tubulos seminiferos e na % tubulos com
descamacdo do epitélio seminifero (267 mg/kg);

N %tubulos com > 3 cabecas de espermatides
retidas (=200 mg/kg);

Inducdo de toxicidade para células de Sertoli:
“Mvacuolizacdo (267 mg/kg).

Perda de espermatdcitos em paquiteno nos
tubulos de estagio Il a V;

Pequeno grupo amostral.
Impossibilidade de observar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado.

OBS: Analise de 50 tubulos
seminiferos/ testiculo — registro de
descamacdo, presenca de vacuolos
e retencao da cabeca de
espermatides (% tubulos totais
afetados).

Sem informacdes quanto a
toxicidade sistémica;

POSITIVO
LOAEL = 100
mg/kg

(Unica dose
testada)

POSITIVO

NOAEL = 40
mg/kg

POSITIVO



Markelewicz,
2004

Kawata et
al., 2020

Gotoh et al.,
1999

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado em dose Unica (gavagem,
400 mg/kg p.c., n=10). Eutanasia e
histopatologia em 48h pds-tratamento.

Pureza: Alta pureza;
Linhagem: Ratos Fischer;

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado em dose Unica (gavagem;
200 mg/kg, n = 7-9). Eutanasia e
avaliacdo do testiculo em 24h pds-
tratamento.

Pureza: Alta pureza;

Linhagem: Ratos machos Sprague-
Dawley;

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado via gavagem (400 mg/kg
p.c.; n = 3-5 animais/grupo) em dose
Unica. Avaliagdo de parametros séricos
(ALT, BUN, CPK, creatina),
histopatologia e de miRNA em 24 horas
pos-exposicao.

Pureza: Ndo informado;

Linhagem: Ratos Sprague-
Dawley & (90-100 dias de idade);

Delineamento: Estudo in vivo: 1) CBZ
administrado via gavagem (dose Unica
de 100 mg/kg p.c.) com andlise em 8,

Perda de espermatides alongadas em tubulos do
estdgio XIV;

Assincronia da espermatogénese, com células
meidticas do estagio XIV e espermatdcitos em
dipléteno com nucléolo proeminente,
caracteristico de estagio Xlll;

Descamacao de células germinativas e fibrose em
alguns tubulos seminiferos.

‘M* vacuolizacdo e descamacdo;
4 * didmetro tibulos seminiferos.

Histopatologia: degenerag¢do de espermatdcitos,
vacuolizagdo de células de Sertoli, dilatagdo de
tubulos seminiferos;

Parametros séricos: Sem diferenca estatistica;
miRNA: sele¢do de candidatos como
biomarcadores para dano testicular que precisarao
ser avaliados em ensaios clinicos.

M* peso médio dos testiculos com ductos
eferentes (DE) parcialmente permeaveis; | * peso
médio dos testiculos com DE totalmente ocluidos;
Histolopatologia: a maior parte dos tubulos
seminiferos dos testiculos com DE intactos foram
normais, enquanto os testiculos com DE
parcialmente permedveis continham tubulos
seminiferos normais, degenerativos e atroficos em

e Impossibilidade de avaliar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado.

e Impossibilidade de avaliar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado;

e Pequeno grupo amostral.

e Pequeno grupo amostral.

e Impossibilidade de avaliar efeito
dose-dependente, pois somente
um nivel de dose foi utilizado.

e Alta dose.

e 100 tubulos seminiferos foram
examinados quanto a presenca de
anormalidades;

e Estudo objetivou demonstrar como
o dano testicular de longo prazo
depende da permeabilidade de
ductos eferentes (DE).

LOAEL =
400mg/kg
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL = 200
mg/kg
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL =400

mg/kg
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL = 100
mg/kg p.c.
(Unica dose
testada)



Lim and
Miller, 1997a

Lim et al,,
1997b

16, 32 e 70d pds-tratamento (n = 5-6/
grupo); controle analisado em 8d (n = 3)
e em 70d (n = 3) pds-tratamento. Coleta
e analise de testiculos e epididimos.

Pureza: > 97%;

Linhagem: Ratos Sprague-Dawley pré-
puberais (23-28 dias) e pds (83-90 dias);

Delineamento: Administracdo de CBZ
(viai.p.; 164 mg/kg p.c.) em dose Unica
a ratos poés e pré-puberais. Coleta de
sangue (5, 15, 30, 60 e 120 min, n = 4).
Nivel testicular (5, 15, 30, 60 e 120 min;
n=3).

Obtencao de tubulina testicular de ratos
pds (n=5) e pré-puberais (n=10) para
avaliacdo da montagem de MT (CBZ5 e
10 uM pré-incubado com tubulina por
20 minutos).

Pureza: Benomil (>95%; contaminagdo
10% CBZ); CBZ (ndo informado);

Linhagem: Ratos Sprague-Dawley &;

Delineamento:

Estudo in vivo:

Adm. de benomil (250 mg/kg ip; 400ug
intratesticular) e CBZ (164 mg/kg ip;
262ug intratesticular); eutanasia (1-2h
pds-tratamento) com coleta de testiculo

varias frequéncias, dependendo do niumero de DE
permeaveis; 'n° DE permedveis com ' n° tubulos
seminiferos normais, em qualquer intervalo de
andlise; n° tubulos seminiferos normais aumentou
progressivamente a medida que o intervalo pds-
tratamento aumentou, independentemente da
permeabilidade dos DE. Nos testiculos com total
oclusdo dos DE, tubulos seminiferos atréficos
foram os mais numerosos.

e Pré-puberais: dano testicular leve;

e Pds-puberais: descamacdo do epitélio seminifero,

vacuolizacdo e isg de tubulos seminiferos.

Aumento de severidade dose dependente;

A inibicdo da associacdo de MT pelo CBZ foi similar

para tubulina de ratos pré e pds puberais;

Os niveis sanguineos de CBZ nos ratos pré-puberais

atingiram valores menores mais rapidamente do

que nos pds-puberais. Animais mais jovens

eliminaram o CBZ mais rapidamente;

Maior concentracdo de CBZ foi encontrada no

testiculo de animais adultos (210, 52 x 67,77

nmol/g);

Quando o CBZ foi administrado diretamente nos

testiculos, animais mais jovens também

apresentaram mais danos testiculares, porém sem

descamacdo (ndo esperada, ja que os animais

jovens ndo possuem espermatides alongadas).

In vivo:

Histopatologia (n=4)
4 * % tubulos normais; T™* % tubulos com
vacuolizagdo e descolamento do epitélio
seminifero, seguido de descamacéo de células
germinativas imaturas (em 1 e 2h pds-
tratamento ip e it);
Severidade do dano aumentou com concentragao
testicular de CBZ e com intervalo pds-tratamento;

Dosagem nos testiculos (n=3):

Exposicdo intraperitoneal e
intratesticular;

Pequeno grupo amostral;
Diferencas nos resultados podem
decorrer apenas da
farmacocinética diferencial entre
jovens e adultos e da auséncia de
espermatides alongadas.

Grupo amostral pequeno;

Foram investigados desfechos in
vivo e in vitro; efetuada correlacao
da resposta com os niveis

testiculares reais de benomil e CBZ;

Histopatologia: andlise de 100-150
seccBes de tubulo seminifero/
animal;

Autores informaram que, apesar
dos desfechos verificados in

vitro e in vivo, tal estudo ndo pode

POSITIVO

LOAEL =164

mg/kg p.c.
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL = 164
mg/kg p.c.
(Unica dose
testada)



Adedara et
al., 2013

Campion et
al., 2012

para histopatologia, dosagem de
benomil, CBZ e outros metabdlitos

(medicdo em 5, 15, 30, 60, 90 e 120min

pds-tratamento);

Estudo in vitro:

Purificacdo de tubulina testicular (n =8

ratos) e andlise da inibicdo da

montagem de MT apds incubagdo com
benomil (10,50 e 100 uM) e CBZ (5 e

10uM — como contaminante do
benomil).

Pureza: 97%;

Linhagem: Ratos Wistar & (70 dias de

idade);

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ

administrado (gavagem; 200 mg/kg

p.c./dia) em dose Unica. Eutandsia em

24h pés-tratamento.
Pureza: NI;

Linhagem: Ratos Fischer 344;

Delineamento: Avaliacao da exposicao
concomitante de hexadiona (HD) e CBZ
na transcricdo e expressao génica (n=4).
Exposicdo via oral a HD (0,33 ou 1%) por
18 dias, seguida de CBZ no 172 dia por
gavagem (67 ou 200 mg/kg). Amostras
testiculares coletadas apds 3h ou 24

Apds injecdo ip de benomil: detec¢do de CBZ nos
testiculos em menos de 5min, com pico inferior
(99,1 nmol/g) ao verificado apds administragdo do
préprio CBZ (281,3 nmol/g);
Apds injecdo intratesticular de benomil: detecgdo
rapida de CBZ, indicando que testiculos tém
capacidade de metabolizacdo; pico de CBZ inferior
(123,7 nmol/g) ao verificado apds administracdo
do préprio CBZ (390,4 nmol/g); 4 mais rapida de
CBZ em comparacao a via ip;
e Correlagao linear entre % descamagao e
concentracdo testicular de CBZ;

In vitro:

Identificacdo de subunidades a e B-tubulina;
Inibicdo concentracdo-dependente na montagem
de MT (n=3): IC50 de 75uM (Benomil) e 5uM (CBZ),
indicando que o efeito da exposicao ao benomil foi
quase que completamente decorrente do CBZ.

J * atividades da superdxido dismutase e catalase;

M* concentracgdo de 4acido sidlico e peroxidagdo

lipidica nos testiculos;

J expressdo da proteina reguladora aguda de

esteroides (StAR) e da proteina de ligacdo a

andrégenos (ABP), com |, concomitante nas

atividades de enzimas esteroidogénicas;

e Inducdo de apoptose de células germinativas
(confirmada pelo ensaio TUNEL).

Nao foi verificada diferenca significativa nos niveis
de RNAm ou expressdo génica para o CBZ. Houve
alteracdo mais perceptivel para a exposi¢do
combinada de CBZ e HD;

CBZ e a HD interagem de forma agonista ou
sinérgica em relagdo a expressdo génica, com
expressao proteica (imunohistoquimica) refletindo
as alteragdes génicas (microarray e qRT-PCR).

concluir que existe uma relagao
direta entre a inibicdo in vitro da

polimerizacao dos MT testiculares
por CBZ e a descamacdo de células

germinativas observada in vivo;
Somente os resultados referentes
ao CBZ foram detalhados aqui, os
quais evidenciaram toxicidade
testicular muito mais severa, em
comparacao a exposicao ao
benomil.

CBZ usado como modelo de TR.
CBZ induziu supressdo da
esteroidogénese, indugao de
estresse oxidativo e apoptose
(envolvendo vias mediadas por
mitocondrias e FasL).

Grupo amostral pequeno;
Exposicdo aguda (dose Unica);
Estudo conduzido para identificar
marcadores génicos de dano
testicular.

CBZ usado como modelo de dano
testicular.

POSITIVO

> 200 mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

ND

(Evidéncia
inadequada
para analise
de desfechos
reprodutivos
induzidos
pelo CBZ)



horas. Ainda, foi avaliado grupo sem
tratamento e grupos expostos apenas a
HD ou CBZ.

Legenda: *= alteracdo estatisticamente significativa; sg= significativa; CBZ= Carbendazim; ST= substancia teste; ctl= controle; D= dia; DG= dia gestacional; DPN= dia pds-
natal; DAG= distancia anogenital; ip= intraperitoneal; it= intratesticular; vo= via oral; ND= ndo determinado; NI = ndo informado; IHQ= imunohistoquimica; MT=
mictotubulo; p.c.= peso corpdreo; ERO= espécies reativas de oxigénio; TR= toxicidade reprodutiva.

Quadro 3: Avaliacdo dos potenciais efeitos na fungdo sexual ou capacidade reprodutiva masculina apds exposicao repetida ao CBZ.
LimitagGes, inconsisténcias e

Referéncia Protocolo Resultados segundo autor . ~ Conclusao
consideragdes relevantes
Pureza: >97%;
, - . . POSITIVO
] . 4 * peso testicular e epididimal (= 70 mg/ kg p.c./dia); e Estudo conduzido para
Linhagem: Ratos Fischer 344 & (63 - . o ~ . oo .o
69 dias)- Histopatologia: alteragdes sg dose-dependentes = 50 mg/ kg identificar possiveis LOAEL = 30
ias); p.c./dia — dano ao epitélio seminifero, vacuolizacdo de células marcadores génicos de dano me/k -
Dere et al., . L de Sertoli, retencdo da cabeca de espermatides (relatada em testicular; & g
Delineamento: Estudo in vivo: CBZ . - oL L . p.c./dia
2016 dministrado ( 130,50 2/6 animais na menor dose, s/ sg estatistica); e Avaliacdo histopatoldgica em (menor
administrado gfavagem, » 2L ou Alteracdes nos niveis de RNAm - 6 marcadores considerados somente 6 animais/grupo;
70 mg/kg p.c./dia; n = 12/grupo) por . .o . . . . dose
i . L, indicadores sensiveis de dano testicular apds exposi¢do a baixas |¢ CBZ usado como modelo de
3 meses. Analise histopatoldgica, da . . testada)
expressio de RNAm e de doses de CBZ. toxicidade testicular.
marcadores de metilagdo no DNA.
M* indice organo-somatico dos testiculos e diametro tubular
Pureza: 97%; seminifero; Impossibilidade de avaliar
[ ]
J * da altura do epitélio dos tubulos seminiferos e do efeFi)to dose-dependente
Linhagem: Ratos Wistar o’adultos epididimo; | * do comprimento tubular total/ testiculo e do ois somente upm nivel d’e POSITIVO
(10 semanas de idade); comprimento tubular/ grama de testiculo; ZOSe foi utilizado:
/M* atividade da fosfatase acida testicular e J * atividade e CBZ usado como ’modelo de LOAEL =
Salihu et al., | Delineamento: Estudo in vivo: CBZ testicular da fosfatase alcalina, glicose-6-fosfato desidrogenase . . 50mg/kg
toxicidade testicular;
2017a administrado (n = 10/ grupo; e lactato desidrogenase; \,* ALT e AST nos testiculos e e Calculo do indice or ,ano- p.c./dia
avagem — 50mg/kg p.c./dia) por 14 epididimo; . ore (Unica dose
gavag g/kep P somatico dos testiculos ou
dias. Eutanasia em 24h pods- { * contagem de espermatozoides testiculares e epididimarios testada)

tratamento; analise histopatoldgica,
bioquimica e morfométrica do
testiculo e epididimo.

e motilidade espermatica;

Degeneracdo do epitélio seminifero, do limen de alguns
tubulos e dos vasos intersticiais; epididimo com degeneragao
de forma e poucos espermatozoides.

epididimo: 100 x peso das
gbnadas (g) / peso corporal

(8).



Salihu et al.,
2017b

Breslin et al.,
2013

Liu et al.,
2019

Pureza: 97%;

Linhagem: Ratos Wistar o"adultos
(10 semanas de idade);

Delineamento: Estudo in vivo: CBZ
administrado (gavagem — 50mg/kg
p.c./dia; n = 10) por 14 dias.
Eutandsia em 24h pds-tratamento;
analise histopatoldgica e status
antioxidante (testiculo e epididimo),
dosagens hormonal (TSH, Ts, T4,
prolactina, testosterona, LH, FSH) e
bioquimica.

Pureza: 97%;
Linhagem: ratos Sprague-Dawley &,

Delineamento: Estudo in

vivo (n=10): CBZ 1x dia via gavagem
(20 e 400 mg/ kg/ dia) por 2 ou 7
dias. Analise: observacdo clinica
diaria; pesagem corporal (Ds) e
consumo alimentar (D1s); coleta de
amostras para dosagem hormonal
(Inibina-B, LH, FSH, testosterona);
necropsia, coleta, pesagem e
preparo tecidual (testiculos,
epididimos e outros 6rgdos) para
histopatologia pds-eutandsia.
Pureza: Ndo informada;

Linhagem: Camundongos ICR &

Delineamento: Estudo in vivo —
administracao didria de CBZ

M* pesos absoluto e relativo dos testiculos; sem efeitos no

ganho de peso corporal e nos pesos absoluto e relativo do
epididimo, vesicula seminal e prdstata;

4 * motilidade, contagem de espermatozoides testiculares e
epididimais, alteragcdes morfoldgicas (cabegas sem cauda, pecas | o
intermediarias curvadas e dobradas);

Reducdo da capacidade antioxidante com inducdo de estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica ({ * catalase, GST e GSH e M*
H,0,, ™* MDA) nos testiculos e epididimo;

J * dos niveis plasmaticos de testosterona, TSH, T3, T4; T* FSH

sem afetar LH e prolactina;

AlteracdOes histopatoldgicas: epitélio seminifero degenerado
com poucos espermatozoides, presenca de células
espermatogénicas descamadas no lUmen de alguns tubulos;
congestdo severa dos vasos intersticiais; epididimo com
formato irregular e poucos espermatozoides.

J * peso corporal (somente grupo de 400 mg/ kg/dia por 7d);
M* peso testicular absoluto (somente grupo de 400 mg/ kg/dia

por 2d);

J * nivel Inibina B e * nivel FSH (somente grupo de 400 mg/

kg/dia por 7d);
Histopatologia:

Testicular: incidéncia e gravidade progressivas em relacdo a
dose/ duragdo (= 20 mg/kg p.c./dia). Dilatagdo tubular,
vacuolizacdo de células de Sertoli, presenca de espermatides
gigantes multinucleadas. Com o aumento da dura¢do/ dose,
houve progressdo dessas alteragdes - degeneragdo/ atrofia
tubular, com degeneracdo de células germinativas;

Epididimal: detritos celulares intratubulares, edema intersticial,
reducdo de espermatozoides e degeneracao epitelial, sem
relacdo clara entre severidade e dose/ duragdo.

{ motilidade espermatica (todas as doses testadas) e |,
contagem espermatica (maior nivel de dose - 10 mg/kg p.c.);
J peso corporal (10 mg/kg p.c.);

{ proteinas de regulacdo da espermatogénese (VASA, B-myb,
PGK2, CREM) e s marcadores espermaticos (acrosina e PNA),

nas doses 1 e 10 mg/kg p.c.;

Impossibilidade de avaliar
efeito dose-dependente,
pois somente um nivel de
dose foi utilizado;

CBZ usado como modelo de
toxicidade testicular;
Andlise morfoldgica de 400
espermatozoides/animal;

Doses selecionadas a partir
de estudos prévios de
toxicidade testicular
induzida por exposi¢do de
curto prazo ao CBz;
Somente eventos de
toxicidade severa, associada
a perda significativa de
epitélio espermatogénico
(400 mg/kg/dia), foram
correlacionados com | *
nivel Inibina B.

Auséncia de controle
positivo;

Nos métodos, foi incluida
anadlise de morfologia
espermatica, mas esses

POSITIVO

LOAEL =
50mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL =
20mg/kg
p.c./dia
(menor
dose
testada)

POSITIVO

LOAEL=0,1
mg/kg
p.c./dia



(gavagem - 0; 0,1; 1,0 e 10 mg/kg e n°células de Leydig positivas para ERa e |, proteinas de dados nao foram descritos (menor

p.c./dia; n=30) por 5 semanas. producdo de hormdnios esteroides, nas doses 1 e 10 mg/kg nos resultados/ discuss3o. dose
Avaliacdo de parametros p.c.; testada)
espermaticos; dosagem de e Alteracdo nos niveis testiculares de marcadores de metilagdo de

hormonios esteroidais e de ALT e histonas e de DNA, indicando que o CBZ afetou adversamente

AST plasmaticas; IMF para proteinas esses marcadores epigenéticos, acarretando disturbio na

testiculares. espermatogénese;

e Dados indicaram que CBZ causou inibicdo da espermatogénese
por meio da via ERa.
e Sem 6bitos ou outros sinais de toxicidade sistémica; sem
alteracdo no p.c. e no ganho de p.c,;
Pureza: >98%; e ‘M indice de acasalamento, | dose-dependente do indice de
fertilidade; 1 peso absoluto e relativo dos testiculos; |,
Linhagem: Ratos Wistar & (30 - 35 contagem de espermatozoide e motilidade (tendéncia na
dias): menor dose; alteracbes sg > 100 mg/kg p.c./dia);
e Niveis de LH com tendéncia de reducgao (sg apenas em 200

. ~ ;. POSITIVO
Yuetal, Delineamento: Estudo in vivo: CBZ mg/kg p.c./dia). Sem alteracdo nos niveis de FSH e e N3o foi feita anilise
2009 administrado (gavagem; 0, 20, 100 e testosterona; - e . estatistica de tendéncia. NOAEL=20m
200 mg/kg p.c./dia, n = 24-25/ . Hlstopatglogla: tdbulos ser;mnlfero§ atrdficos, ‘\l/cglulas o/kg p.c./dia
. germinativas, M descamacéo das células germinativas;
grupo) por 80 dias a G} . . L ~ o
. e Citometria de fluxo: inibigdo da transformagdo meidtica e
acasalamento por 5d com ? ndo interferéncia na espermatogénese (tendéncia na menor dose;
exposta. Eutandasia das @ no alteracdes sg > 100 mg/kg p.c./dia);
DGy (16 a 23 acasalamentos). e Asalteragdes na espermatogénese resultam na reducdo de
fertilidade em machos em doses sem sinais de toxicidade
sistémica.
Pureza: 98,1%; e Redugdo em cerca de 25% no peso testicular, na maior dose e Pequeno grupo amostral;
testada (1000 mg / kg), em 7 e 24d, com recuperagdo e Andlise morfolégica da
Linhagem: Camundongos C57BL/6) observada em 39d pds-tratamento; cabeca de 350
x C3H/Hel F1 g; e Medidas de citometria de fluxo em células testiculares espermatozoides POSITIVO
mostraram diferencas, em relagdo ao controle, no % relativo de intactos/animal (4 animais/
Evenson et Delineamento: Estudo in vivo — CBZ espermatides redondas ("), em alongamento e alongadas (), dose/ intervalo) (RD=200- |NOAEL=
al., 1987 administrado via gavagem (250, 500 em 7 e 24d, com retorno aos niveis basais em 39d pos- 400 células). 250mg/kg
e 1000 mg/kg p.c.) por 5d; subgrupo tratamento; e 200 células avaliadas por p.c./dia
de 4 animais/ dose: eutanasia, e M % médio de anormalidades morfoldgicas (cabeca) de citometria de fluxo;
pesagem, coleta e preparo espermatozoides do epididimo caudal e I na susceptibilidade |e Determinagdo do nivel de
histoldgico (testiculos e epididimo de desnaturagdo do DNA nuclear, em 7, 24 (1000 mg/kg) e 39d desnaturacdo do DNA por

caudal) em 7d, 24d e 39d pds- pds-tratamento (500 e 1000 mg/kg), provavelmente associadas citometria de fluxo:



tratamento; Andlise por a alteragdes na estrutura da cromatina espermaética induzidas mudan¢a metacromatica da

microscopia éptica e citometria de pelo CBZ; fluorescéncia verde (DNA

fluxo. e Dados sugerem uma maior susceptibilidade das células ao CBZ original) para vermelho
em determinados periodos da espermatogénese (diacinese (DNA de fita simples);
entre meiose | e Il durante 2-5d de exposi¢do ao CBZ). e Autores exibiram um

diagrama com
representacao dos estagios
espermatogoniais durante
5d de exposicao ao CBZ, os
quais originaram
espermatides arredondadas,
em alongamento, alongadas
e espermatozoides do
epididimo caudal observados
em 7, 24 e 39d pOs-

tratamento.
Pureza: 99%; e Falta de diversas
informacdes relevantes na
Linhagem: Ratos Sprague- descricdo dos materiais e

1) Reproducdo (675 mg/kg p.c./dia): )
, - métodos do estudo (n°
e J peso absoluto do testiculo, sem alteragdo do peso do s utilizad tud
epididimo; alteracOes histopatoldgicas testiculares (atrofia de animais utifizacos ho €stUdo - g gy

. ., , - , de inducdo de receptor, DPN
tubulos seminiferos, | de células espermaticas e I células ¢ ptor,
em que foram observadas as

Dawley 2/J (3-4 semanas de
idade);

Delineamento: Estudo in vivo:

~ igantes multinucleares) e epididimais ({,concentragdo de
1) Reproducdo: CBZ (675 mg/kg g8 . Jeep ) (v ‘ _ malformag&es na prole LOAEL x
- . _ espermatozoides ou azoospermia nos ductos eferentes); . reprodugdo
p.c./dia) administrado a ratos (n=5/ . L feminina, se houve
. | 2) Desenvolvimento (200 mg/kg p.c./dia): , =675 mg/kg
grupo) &' via gavagem por 28 dias; ~ . g . acompanhamento do dia de .
¢ e Sem alteracdo testicular ou epididimaria da prole masculina (27 . p.c./dia
Lu et al. 2004 2) Desenvolvimento: CBZ (200 & de 5 ninhadas); abertura do canal vaginal e (tinica dose
Y mg/kg p.c./dia) administrado € > ninhadas); . L. verificagdo do dia do ciclo
9/3 (n=5/ / i e Os autores relataram terem encontrado alteragGes nos 6rgaos estral nas fémeas que j testada)
a N = >/ SEX0/grupoj via reprodutivos das fémeas (vagina, corto uterino, uretra), mas a LOAEL

estavam com o canal

incidéncia foi esporddica, além do nimero de animais avaliados aberto); desenvolvi
’

gavagem por 28 dias antes do
acasalamento; Observagao de

. o ser muito baixo para qualquer conclusao. . mento =
parametros gestacionais e da prole ~ , e Apenas uma dose avaliada
66 de idad 3) Inducdo receptor de andrégeno: nos estudo de reproduciio e 200 mg/kg
ate b semanas de idade. e M* dose-dependente nas concentragdes de receptor de p.c./dia

de desenvolvimento;
e Dose muito alta parao
estudo de reproducgao;

3) Inducédo receptor de andrégeno
(por 5a-DHT): CBZ (25, 50, 100, 200,
400 e 800 mg/kg p.c./dia)

administrado a ratos &' via gavagem e NCanimais insuficiente para
por 56 dias. analise da toxicidade para o

andrégeno nos testiculos e epididimo (225 mg/kg p.c./dia),
sugestivas de a¢do do CBZ como desregulador enddcrino.



Pacheco et
al., 2012

Erdos et al.,
2013

Pureza: > 97%;

Linhagem: Ratos Fischer 344 (63-69
dias);

Delineamento: Exposi¢do a CBZ por
gavagem (50 mg/kg p.c./dia, n = 6)
por 3 meses. Avaliacdo da
transcricdo génica, retencdo da
cabeca da espermatide e niveis
séricos de inibina B.

Pureza: 97%;

Linhagem: Ratos Wistar-Han (10
semanas);

Delineamento: Exposi¢cdo a CBZ
(gavagem; n = 8; 100 ou 400 mg/kg

Ndo houve alteragao no peso corporal, testicular ou do
epididimo;

N * espermatides com retencdo de cabeca e | * inibina B.
Alteracdo significativa na expressao de oito transcritos - RNAm
espermaticos podem ser utilizados como indicadores de dano
testicular.

Histopatologia: Degeneragdo dos tubulos seminiferos;

Niveis inibina B: inalterados;

Degeneracdo dos tubulos seminiferos e de células intersticiais,
vacuolizagdo dos tubulos seminiferos e aspermatogénese.
Correlagdo entre a reducdo dos niveis de inibina B com a
toxicidade as células de Sertoli para a maioria dos ensaios.

desenvolvimento (apenas 5
ninhadas/ grupo), o que
torna os resultados muito
limitados;

Reversdo da toxicidade
reprodutiva/
desenvolvimento induzida
por CBZ nos grupos de
cotratamento com
flutamida, antagonista de
receptor androgénico;
Autores sugerem que
mecanismos dependentes
de andrdégenos e de
receptores de andrégenos
estdo possivelmente
envolvidos na toxicidade
reprodutiva induzida por
CBZ.

Grupo amostral pequeno;
Somente uma dose testada;
Estudo conduzido para
identificar possiveis
marcadores génicos de dano
testicular;

CBZ usado como modelo de
dano testicular;

50 mg/kg/dia foi
considerada baixa dose
(minimos efeitos
testiculares).

Grupo amostral pequeno;
CBZ usado como modelo de
toxicidade testicular;

Estudo conduzido para
caracterizar a inibina B como
marcador de dano testicular.

POSITIVO

LOAEL =50
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL =100

mg/kg
p.c./dia



Sakr e
Shalaby, 2014

Moffit et al.,
2013

Gray et al.,
1989, 1990

Também
avaliado por
APMVA,
2009; EFSA,
2010; e

p.c./dia) por 2 dias. Coleta de
plasma por 24 horas; correlagao
entre altera¢des plasmaticas da
inibina B e avaliagdo da toxicidade
para a célula de Sertoli.

Pureza: NI (aparentemente grau
técnico).

Linhagem: Ratos
albinos Wistar sexualmente
maduros.

Delineamento: Exposi¢cdo ao CBZ
(gavagem; n = 25; 100 mg/kg

p.c./dia) 3x/semana por 8 semanas.

Pureza: > 97%;
Linhagem: Ratos Wistar Han IGS &,

Delineamento: Estudo in vivo: CBZ
1x dia via gavagem (200 mg/kg
p.c./dia). Esquema de dosagem e
analise (n = 10/ grupo): 4 semanas
de exposi¢do (D1 — D), seguida de
4 semanas de recuperagao (D3 —
Dsg). Andlise (em Ds, ng e Dsg)C
pesagem corporal e testicular;
dosagem sérica de Inibina B, FSH e
LH; analise histopatoldgica dos
testiculos.

Pureza: >95%;

Linhagem: Ratos Long-Evans e
Hamsters Sirios;

Delineamento: Estudo in vivo:

1) Ratos:

U * peso testicular e didmetro/altura do epitélio seminifero;
Degeneracgado dos tubulos seminiferos, perda espermatogénica
e apoptose;

Lumen tubular com células gigantes multinucleadas, o que
pode indicar falha em completar a citocinese durante a divisdo
mitética ou meidtica das espermatogonias;

M* peroxidagdo lipidica (malondialdeido) e (| * de atividades
de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase e a
catalase.

Nenhuma alteracdo no peso corporal e testicular, nem nos
niveis de Inibina B, LH e FSH, nos 3 intervalos de andlise;
Alteragdes histopatoldgicas: a) dilatagdo no tubulo seminifero,
com adelgagamento do epitélio seminifero e maturagao
espermatogénica aparentemente normal (Dse Ds); b)
degeneracdo de células germinativas, com espermatdcitos
redondos destacados e hipercromaticos (Ds e Das); ¢) necrose
tubular associada a perda do epitélio tubular, evidenciada por
detritos celulares necrdéticos descamados preenchendo o Iimen
do tubulo seminifero (todos os intervalos).

Estudo 1 - Ratos

Geragcao P :

Sem alteragdo nos marcos de desenvolvimento (?/J); no peso e
histologia dos ovarios e demais érgdos (ndo-reprodutivos)
analisados;

> 50 mg/kg p.c./dia: |, dose-dependente na contagem de
espermatozoides do epididimo caudal (sg 2100 mg/kg p.c./dia);
atrofia testicular leve em 2-3 de 8 animais; M * alteracGes na

Nao foi feito controle
negativo apenas com veiculo

por gavagem;

CBZ usado como modelo de
dano testicular;
Somente uma dose utilizada.

Esquema de dosagem
semelhante a um estudo de
ensaio clinico de Fase | em
roedores, com fase pré-
tratamento adicional;
Autores discutiram que o
inicio precoce da disfungao
testicular pode ter modulado
as respostas da Inibina B
antes do primeiro intervalo
de analise (Ds).

Estudo de 1989 corresponde
a um artigo de revisdao com
descricao breve dos dados
posteriormente
apresentados no artigo de

1990;

(menor
dose
testada)

POSITIVO

LOAEL =100
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL =200
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL
reprodutivo
/ parental =
50 mg/kg
p.c./dia;



PMRA, 2011
(considerado
suplementar)

Carter et al.,
1987

Geracdo P) grupo ctl: n =12/ sexo;
grupos tratados: 8/ sexo/ dose; CBZ
administrado (gavagem -0, 50, 100

200 ou 400 mg/kg p.c./dia) do

desmame (D,1) ao DPNy (?) ou até

a necropsia (" - 104 a 106d).
Prole F1) Monitoramento da

reproducado: 20 pares ctl e 22 pares
expostos apenas durante gestagdo e
lactacdo (via placenta e leite) (100

mg/kg p.c./dia).

2) Hamsters: CBZ (0, 400 mg/kg
p.c./dia) administrado via gavagem
(n=12 a 15/sexo) do desmame

(D22) ao parto (?) ou até a necropsia

().

Pureza: 98%;

morfologia espermatica; s/ alteracdo nos hormaonios
testiculares e hipofisarios. Manutencao da fertilidade nas duas
menores doses;

> 200 mg/kg p.c./dia: | * e dose-dependente de ganho p.c.
materno; | * tamanho ninhada e viabilidade fetal; | * peso
prole no Dsy; | * potencial reprodutivo atribuido aos efeitos nos
d', com agrupamento em duas categorias: |) férteis: { * em 77%
de reservas de espermatozoides caudais e em 50% no n°®
espermatozoides testiculares, | * motilidade espermatica, | *
em 25% no peso testicular, I detritos nas amostras de
espermatozoides caudais; s/ alteracdo em hormdnios sexuais e
hipofisarios; Il) inférteis: {, a 1% de reservas de
espermatozoides caudais e em 90% no n° espermatozoides
testiculares, |\, em 50% no peso testicular, ™ FSH séricos;
atrofia testicular moderada/ severa em 5-6 de 8 animais;

400 mg/kg p.c./dia: ™* perda pds-implantagdo (sem ninhadas
vidveis, reabsorcdo de todos os fetos), atribuida ao
acasalamento com machos com severa atrofia testicular.

Prole F1:

Crescimento, viabilidade e desempenho reprodutivo ndo foram
afetados em 100 mg/kg p.c./dia;

Malformacdo fetal (hidrocefalia e cauda retorcida) em 2/7
ninhadas (100 mg/kg p.c./dia) e 1/3 ninhadas (200 mg/kg
p.c./dia);

Estudo 2 - Hamsters

Geracao P:

Nenhuma alteragdo nas ?; Em &, desempenho reprodutivo bem
menos afetado, em comparagao a ratos no mesmo nivel de
dose: | * na contagem de espermatozoides no testiculo e
epididimo caudal, altera¢cdes na morfologia espermatica (4/ 12
animais), mas sem reducdo da fertilidade.

Prole F1:

{ * peso de testiculos e de vesiculas seminais, de contagem
espermatozoides no epididimo caudal; | * peso prole no D; e
Ds.

Jfertilidade masculina ({, n® fémeas prenhes), com
agravamento entre a 12 (10/24 & inférteis) e a 52 (16/23 &
inférteis) semana; recuperacdo da fertilidade em apenas 4/ 16

Numero insuficiente de
animais parentais/ grupo;
Ndo utilizaram a ninhada
como unidade experimental,
formando mais de um par de
acasalamento dentro do
mesmo nivel de dose;
Protocolo de exposicao
diferente da RD 416:
exposicao da prole F1
apenas via placenta e leite,
sem administragao da ST
apos esse periodo;

d férteis: no minimo, 65
milhdes espermatozoides/
testiculo e 20 milhdes de
espermatozoides de reserva
caudal; & inférteis: 2,7 a
43,6 milhdes
espermatozoides/ testiculo e
0 a 6 milhdes de
espermatozoides de reserva
caudal.

Técnica de reproducgdo em
série usada para avaliar a
fertilidade dos machos;

LOAEL prole
=100 mg/kg
p.c./dia
(menor
dose
testada)

(PMRA ndo
estabeleceu
valores de
NOAEL -
estudo
considerado
suplementa

r)

POSITIVO



apud APMVA,
2009; e
PMRA, 2011
(considerado
suplementar);
EFSA, 2009.

Durand et al.,
2017

Pisani et al.,
2016

Linhagem: Ratos Sprague-
Dawley &

Delineamento: Estudo in vivo: CBZ
administrado (gavagem; 0 ou 400
mg/kg p.c./dia; n = 24) por 10 dias
consecutivos. Acasalamento de
cada macho com uma nova fémea:
em 3d apds inicio do tratamento e
por até 32 semanas apds o ultimo
dia de tratamento; avaliacdo das
fémeas, em 12 dias pds-
acasalamento (periodo gestacional
médio); e dos machos, em 35
semanas poés-tratamento.

Pureza: NI;

Linhagem: Ratos Sprague- Dawley —
cultura de tubulo seminifero

Delineamento: Estudo ex vivo:
cultura de tubulos seminiferos
incubada com CBZ (50nM) por 3
semanas.

Pureza: 99,2%;

Linhagem: Ratos Sprague-Dawley -
cultura de tubulos seminiferos;

Delineamento: Estudo ex

vivo: eutanadsia de ratos (23 dias de
idade) ndo tratados, coleta de
tubulos seminiferos e semeadura
(Do), originando culturas ctl e
expostas ao CBZ (50nM ou 500nM)
(n=3). Intervalos de coleta: D7; Dy e
D.i; analise transcriptdmica (com
microarranjo) e citogenética

d apds 5-11 periodos consecutivos de reproduc¢do, mas os 12
animais restantes permaneceram inférteis durante o restante
do periodo (32 semanas pds-tratamento);

Histopatologia: atrofia severa de tubulos seminiferos (> 85%),
com epitélio contendo apenas células de Sertoli, reducdo de
espermatogonias e membrana basal espessa; menos de 2% dos
tubulos continha espermatozoides; nos animais com
recuperacao da fertilidade, 13-85% dos tubulos permaneceram
atroficos, em 245 dias pds-tratamento.

N RNAm TP1 e TP2 dependentes de andrégeno e { RNAm ERa,
ERR;

Alteragdo na espermatogénese - | espermatides redondas
(precursores dos espermatozoides).

Analise transcriptdmica: verificagdo de resposta tempo-
dependente; Dis: M * transcritos up-regulados (50nM); Dy TM*
transcritos down-regulados (50nM e 500nM);

Analise citogenética:

o Alteragdo na cronologia da préfase | (50nM): | * zigéteno
(D7) e dipléteno (D7 e Dia);

o Anormalidades observadas no complexo sinaptonemal de
espermatdcitos (50nM; D; e Dis): asinapse (auséncia de
pareamento cromossOmico) e fragmentacdo bivalente;

Analise protedGmica:

o D7: maior n° proteinas diferencialmente expressas, em
relagdo a cultura controle;

o Dia: L * proteinas CLUS e FUCO (relacionadas a disfungdo
testicular);

Impossibilidade de avaliar
efeito dose-dependente,
pois somente um nivel de
dose foi utilizado.

A fim de contrabalangar a
variacdo interanimal,
agrupou-se testiculos de 8
ratos/ cultura; utilizou-se a
mesma populagdo para
semeadura em culturas
controle e tratadas;
Periodo de andlise por 3
semanas corresponde ao
desenvolvimento da
espermatogénese e, em
particular, mimetiza a
puberdade;

LOAEL = 400
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

POSITIVO

>50nM
(estudo ex
vivo)

POSITIVO

>50nM
(estudo ex
vivo)



Goldman et
al., 1989

Yamada et al.
2005

(marcacgdo imunocitoldgica do o
complexo sinaptonemal), em células
de Sertoli e germinativas; analise
proteémica (espectrometria de

massa) nas porgoes apical e basal

do meio de cultura.

Pureza: 98,1%;
Linhagem: Ratos Long-Evans

Delineamento: Estudo in vivo
—administragdo de CBZ (n=7-8; o
gavagem; 50, 100, 200 ou 400 .
mg/kg p.c./dia) a partir do

desmame (21° dia), por 85 dias,

com posterior acasalamento com @ | ®
nao expostas por 20 dias para
avaliacdo da fertilidade. Grupo ctl (n | ®
=12). Eutanasia em 24h pos- o
tratamento para dosagens
hormonais e analise da hipdéfise e
hipotalamo.

Pureza: 98,9% (CBZ) e >98%
(Benomil); .

Linhagem: Ratos Crj:CD(SD)IGS @
(13 dias) e & (4-5 semanas);

Delineamento:
Estudo in vivo — Administracao de
benomil (gavagem; 100, 300 ou .

Autores concluiram que CBZ inibe a espermatogénese ao atuar
nos seguintes eventos moleculares: 1) sinalizacdo de resposta
de fase aguda (D14 e D;1); 2) alteracdo da migracdo de células
germinativas pelo epitélio seminifero (Dise D21);

3) desregulacdo enddcrina pela alteracdo da esteroidogénese
(D1s € D21); 4) interrupgdo da meiose na préfase | (D7; Dia e Da1);
5) comprometimento dos futuros espermatozoides, com
motilidade espermatica (Dise D21).

50mg/kg p.c./dia: TNGnRH hipotdlamo anterior somente na
menor dose;

> 100mg/kg p.c./dia: TLH hipdfise anterior

> 200mg/kg p.c./dia: infertilidade em 4/8 animais com T* FSH
sérico nos animais inférteis; I LH sérico (somente em 200
mg/kg);

> 400 mg/kg p.c./dia: ™* LH hipofisario (sem distin¢do entre
férteis e inférteis);

S/ alteracdo na prolactina, TSH e testosterona;

Sem alteragdo no peso da hipdfise.

Estudo in vivo

Benomil ndo apresentou atividade androgénica, mas induziu
atenuacgdo sg dos aumentos induzidos por testosterona nos
pesos da prostata ventral e vesiculas seminais (> 100mg/kg
p.c./dia);

Benomil ndo apresentou efeito estrogénico (ao invés de
aumento no peso, induziu |, * peso Utero na maior dose;
tendéncia de redugdo nas demais doses);

Benomil ndo alterou os niveis de andrégenos séricos.

Analise em triplicata, para
cada dose e intervalo de
analise;

Analise imunocitolégica em
100-200 nucleos de
espermatdcitos:
quantificacao do % de
nucleos em cada estagio da

profase (leptéteno, zigdteno,

paquiteno, dipléteno) e de
nucleos com anormalidades
no complexo sinaptonemal.

Estudo buscou investigar se
influéncias enddcrinas
extragonadais contribuem
para a TR induzida por CBZ,
com enfoque nos
componentes do hipotalamo
e hipdfise do eixo
reprodutivo masculino.

POSITIVO

LOAEL =50
mg/kg
p.c./dia
(menor
dose
testada)

NEGATIVO

(Auséncia
de efeito
estrogénico
e
androgénico

).



Rama et al,
2014

Rajeswary et
al., 2007

1000 mg/kg p.c./dian=6) por 3 ou
10 dias, para avaliacdo da
estrogenicidade (ensaio
uterotréfico) e da androgenicidade
e antiandrogenicidade (ensaio de
Hershberger), respectivamente.
Perfil de expressao génica da
prostata.

Estudo in vitro — Transativacao dos
receptores de estréogeno e
andrégeno (antagonistas e
agonistas) (Benomil e CBZ: 10, 100,
500 e 1000 nM).

Pureza: 97%;

Linhagem: Ratos Wistar 5/%;

Delineamento: Estudo in vivo: 1)
Ensaio uterotréfico — ratos DPNys; n
= 5-7: administracdo de CBZ isolado
(200, 400, 800 mg/kg p.c./dia) ou
associado ao estradiol (0,3 mg/kg
p.c./dia) via gavagem por 3 dias;

2) Ensaio de Hershberger — ratos
DPNyg; n = 5-6: administracao de
CBZ isolado (100, 200, 400 mg/kg
p.c./dia) ou associado a
testosterona (0,4 mg/kg p.c./dia) via
gavagem por 10 dias.

Pureza: 99%;

Linhagem: Ratos Wistar & (90 dias);

Delineamento: Estudo in vivo — CBZ
administrado via gavagem (n = 10/
grupo). Grupo 1: ctl; Grupo 2: 25
mg/kg p.c./dia (48 dias); Grupo 3:

e Altera¢do no padrdo de expressdo génica, mas bem distinta de
flutamida e dicloroetileno;

e Autores discutem que a reducdo nos pesos de érgaos induzida
por Benomil ndo esta relacionada a sua acao sobre receptor
estrogénico/androgénico.

Estudo in vitro

e CBZe Benomil s/ atividade agonista ou antagonista de
receptores androgénicos e estrogénicos.

1) Ensaio de Hershberger:

e Efeito androgénico: M * peso prostata (somente em 100 mg/kg
p.c./dia), sem alterar o peso de outros tecidos dependentes de
testosterona;

e Auséncia de efeito antiandrogénico;

2) Ensaio uterotrdfico:
e Sem evidéncia de efeito estrogénico ou antiestrogénico.

Grupo 2:

Nenhuma alteragdo no peso corporal, LH e prolactina; { * peso
testicular; J * testosterona e estradiol séricos; |, * atividade
enzimas esteroidogénicas e antioxidantes; | * antioxidantes ndo
enzimaticos; M * peroxidacao lipidica e EROs.

Grupo 3: Nenhuma alteracgao.

Conducdo de dois ensaios:
uterotrdéfico — avaliacdo da
estrogenicidade/
antiestrogenicidade; e
Hershberger — avaliacdo da
androgenicidade/
antiandrogenicidade;
Ensaios conduzidos
conforme Diretrizes OPPTS
890.1400 e OPPTS 890.1600
(USEPA, 2009);

Exclusdo do grupo de maior
dose (800 mg/kg p.c./dia) no
ensaio uterotréfico por
acentuada toxicidade
sistémica.

Apenas uma dose testada;
Pouco tempo de avaliagdo
para verificar alteragdo de
LH.

POSITIVO

(Evidéncia
de efeito
androgénico
somente na
menor
dose;
Auséncia de
efeito
estrogénico
e
antiestrogé
nico)

POSITIVO

LOAEL = 25
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)



Li et al., 2020

Zari e Al-
Attar, 2011

25 mg/kg p.c./dia (48 dias + 48 dias

s/ dosagem). Dosagem de
hormonios séricos, enzimas
esteroidogénicas antioxidantes,
antioxidantes ndo enzimaticos,
peroxidacao lipidica e ERO em
células de Leydig.

Pureza: NI;

Linhagem: espermatozoides de
javali (in vitro) e
camundongos ICR & (in vivo);

Delineamento:

In vitro: espermatozoides
incubados com CBZ (1, 10 ou 100
uM) por 24h.

In vivo: CBZ administrado via
gavagem (0,1, 1 ou 10 mg/kg
p.c./dia; n = 30) por 5 semanas;

Pureza: Alta pureza;

Linhagem: Ratos (NI);

Delineamento: CBZ administrado

via gavagem (200 mg/kg p.c./dia; n

=10) por um més.

Exposicdo cronica de baixa dose induziu toxicidade reprodutiva
transitdria (retorno aos niveis basais em 48 dias sem exposicao),
por meio de estresse oxidativo, com aumento de EROs e de

peroxidacgao lipidica e danos as enzimas esteroidogénicas e a defesa

celular antioxidante nas células de Leydig.

In vitro:

Ndo afetou a motilidade espermatica ou a integridade
acrossomica;

M sutil no nivel de EROs e de caspase 8 (marcador apoptose)
em 100 uM;

In vivo:

> 0,1 mg/kg p.c./dia: \ * motilidade espermatica e dos niveis
de proteinas espermaticas VASA e A-myb;

> 1 mg/kg p.c./dia: J * marcadores espermaticos PNA e
acrosina e de células de Leydig positivas para 5-metilcitosina
(marcador de metilagdo no DNA relevante na
espermatogénese); | * células de Leydig positivas para
receptor de estrégeno a.

10 mg/kg p.c./dia:  * concentragdo de espermatozoide.

Auséncia de espermatdcitos, espermatides e espermatozoides
e perdas do processo espermatogénico;

Auséncia de controle
positivo para estudo in vitro;
Resultados indicam que
baixas doses de CBZ inibem a
espermatogénese em
camundongos,
possivelmente envolvendo
as vias de receptores
estrogénicos e metilacdo de
DNA.

CBZ usado como modelo de
dano testicular;
Exposicdo subaguda

POSITIVO

LOAEL =
0,1 mg/kg
p.c./dia
(menor
dose
testada)

POSITIVO

LOAEL = 200
mg/kg
p.c./dia
(Unica dose
testada)

Legenda: *= alteracdo estatisticamente significativa; sg= significativa; CBZ= Carbendazim; ST= substancia teste; ctl= controle; D= dia; DG= dia gestacional; DPN= dia pos-
natal; DAG= distancia anogenital; ip= intraperitoneal; it= intratesticular; vo= via oral; ND= ndo determinado; NI = ndo informado; IHQ= imunohistoquimica; MT=
mictotubulo; p.c.= peso corpdreo; ERO= espécies reativas de oxigénio.



Efeitos observados no sexo feminino

Ha um menor numero de estudos disponiveis com investigacdo de parametros
reprodutivos no sexo feminino. No estudo de Gray et al (1990), descrito no item anterior,
verificou-se somente uma redugao significativa e dose-dependente no ganho de peso corporal
materno, além de redu¢ao no tamanho da ninhada e da viabilidade fetal, a partir da dose de
200 mg/kg p.c./dia. O desenvolvimento puberal e a ciclicidade estral ndo foram alterados, o
que indica que o CBZ nao afetou adversamente a funcdao enddcrina hipotalamo-hipodfise-
gonadal. A auséncia de efeito sobre o peso ovariano, em comparacdo com o testiculo, pode
ser decorrente, em parte, das diferencas sexuais no desenvolvimento e fung¢ao gonadal.
Primeiramente, o epitélio germinativo com seus elementos espermatogénicos compreende a
maior parte dos testiculos, enquanto no ovario os odcitos sdao um componente menor em
relacdo ao peso da gbnada. Por esse motivo, pode ocorrer uma reducao no niumero de odécitos
sem afetar imediatamente o peso ovariano. Em segundo lugar, no sexo feminino, a ovogénese
se inicia durante o desenvolvimento intrauterino, sendo interrompida em meiose | antes do
nascimento, a qual se completa somente na fase puberal, com maturacdo em ovdcito Il e
ovulagao. Em contraste, no rato adulto macho, as células-tronco estdao continuamente
produzindo espermatogonias.

Outros estudos investigaram, em fémeas de hamsters sirios, a janela critica de
exposicao ao CBZ associada a inducao de perda gestacional precoce. Perreault et al (1992)
verificaram que a exposicao anterior ao acasalamento, na tarde do proestro — correspondente
a maturacado do odcito (condensacdo cromossémica, formacao do fuso e conclusdo da meiose
I) — ou no inicio da manha do estro, apds o acasalamento noturno — quando a presenca de
espermatozoides induz a segunda divisdao meidtica, resultam em perda gestacional precoce
(no menor nivel de dose testada - 250 mg/kg p.c.), decorrente das perdas pré-implantacdo e
pos-implantacdao precoce. Entretanto, esse efeito adverso ndao ocorreu quando o CBZ foi
administrado um pouco depois (08:00 ou 09:00 h), apds a ocorréncia dos eventos de
fertilizacao dependentes de microtubulos.

Zuelke & Perreault (1995) também demonstraram que a exposi¢ao in vivo ou in
vitro de odcitos de hamster a CBZ durante o periodo de fertilizacao pode levar a perda
gestacional decorrente de aneuploidia zigdtica ou de arrasto na meiose. Ainda, Jeffay et al
(1996) administraram CBZ em dose Unica via gavagem (1.000 mg/kg p.c.), na tarde do
proestro, e relataram atraso/ interrupcdo no desenvolvimento embrionario pré-implantacdo
e reducdo nos sitios de implantagdo, além de alteragcdes morfoldgicas nos dvulos apds a
fertilizacao — aparecimento de multiplos pronudcleos e multiplos corpos polares secundarios
em um pequeno, mas significativo, nimero de zigotos. Essas anormalidades morfoldgicas,
também observadas em zigotos apds a exposi¢do in vitro ao CBZ de odcitos na metafase Il
(Zuelke & Perreault, 1995), foram consideradas resultantes do mecanismo de a¢dao do CBZ no
processo de montagem dos microtubulos, posto que também se verificou indugdao de
aneuploidia em ovdcitos de metafase Il, durante a sua maturagao. Isso constitui uma evidéncia
indireta de que o CBZ alcancou os ovarios e causou danos a formacdao do fuso meidtico,
conforme discussao apresentada no Parecer n2
1/2021/SEI/CREAV/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI n° 1309909). O conjunto de dados
indicou que os efeitos observados foram decorrentes de toxicidade direta aos ovdcitos,



descartando alteragdes enddcrinas na ovulagao, uma vez que o numero de ovécitos ovulados
foi semelhante entre animais tratados e controle. Ademais, verificou-se que ndao houve
impacto sobre a taxa de fertilizacdo de ovdcitos, o que indica que, aparentemente, o CBZ nao
afetou a fertilizacdo em si (Jeffay et al., 1996).

Ou seja, 0o mesmo tratamento agudo com CBZ, mas programado para coincidir
com a fertilizagao (exposi¢ao durante a meiose Il), também resultou numa redu¢ao no nimero
de fetos, com perda pré e pds-implantacdo (Perreault et al., 1992), e produziu um aumento
significativo de zigotos aneupldides avaliados na metafase da primeira divisao de clivagem
(Zuelke & Perreault, 1995). No entanto, a extensdo da perda gestacional e da aneuploidia em
zigotos foi maior com a administracao de CBZ no proestro, o que indica que o odcito parece
ser mais sensivel aos efeitos induzidos pelo CBZ durante a formacdo do fuso (maturacdo do
o6cito) do que apds ele ter sido formado, com interrupgcao do odcito em metafase Il (Jeffay et
al., 1996).

Por fim, a PMRA (2019) relatou atraso na abertura vaginal de fémeas F1 e F2 na
maior dose testada no estudo de uma geracao estendida (EOGRTS, 2014) (Quadro 1), o Unico
que avaliou esse parametro. Entre as causas de aumento da idade de abertura vaginal podem
estar o antagonismo estrogénico ou a inibicdo da esteroidogénese. No entanto, a USEPA
(2020) nao relatou esse resultado para o mesmo estudo, concluindo que nao houve efeitos
relacionados a exposicao nos marcos de desenvolvimento. Como a CREAV nao teve acesso ao
estudo, que foi descrito muito resumidamente por essas duas agéncias, nao é possivel se tirar
uma conclusdo assertiva com base nesse resultado.

Mecanismos de toxicidade no sexo feminino

Estudos mecanisticos in vitro corroboram a ocorréncia de danos ao fuso
induzidos por CBZ, por meio de marcagdao imunofluorescente de a-tubulina durante a
maturacdo de odcitos em camundongos (Can & Albertini, 1997) e a fertilizacdo in vitro em
hamsters (Zuelke & Perreault, 1995). Tais resultados indicam que o CBZ afeta adversamente a
montagem do fuso durante a maturacao de odcitos e a integridade do fuso em odcitos em
metafase Il. Como resultado, a meiose pode ser interrompida ou pode dar origem a zigotos
com anormalidades, como as descritas acima.

Essa relacdo entre a exposicao a compostos que se ligam a tubulina, como o CBZ,
e a inducao de aneuploidia na prole, ja foi bem caracterizada na AOP 106
(https://aopwiki.org/aops/106 - Figura 1), onde a ligacdo quimica a tubulina consiste no
evento molecular iniciador (EMI) e os eventos-chave (EC) sdao: despolimerizacdo dos
microtubulos, desorganizacdao do fuso meidtico, alteragao do alinhamento e da segregacao
cromossémica, com geracdao de odcitos aneupldides. Tais odcitos, por sua vez, podem ser
fertilizados e gerar descendentes aneupldides, com incidéncia aumentada de sindromes na
prole, o que corresponde ao evento adverso observavel (adverse outcome - AO).



https://aopwiki.org/aops/106

Event lecul R
vento mofecuiar RESPOSTA CELULAR (eventos chaves) esportta L
iniciador organismo

| CELULAS GERMINATIIVAS FEMININAS |
. DI %0 d " Mutagdo
ngagnﬁu .da. TR Anormalidades Alt?ragao 12 Aneuploidia hereditaria
substéncia a dindmica dos » - dindmica dos ‘ g
. . . nos fusos nos ovocitos EFEITO ADVERSO
tubulina microtibulos Cromossomos
Cb CONSEQUENCIA
EC1 EC2 EC3 T EC4 PARA A PROLE:
Aumento de

sindromes
aneuploides

Figura 1.Via de Efeito Adverso para efeitos aneugénicos na prole decorrentes do evento
molecular indicador (ligacdo de substancias quimicas a tubulina). Setas azuis representam a
relacdo entre os eventos-chaves (EC). Essa relacdo pode ser adjacente (um evento-chave
desencadeia a ocorréncia do evento seguinte) ou ndo-adjacente (um evento-chave desencadeia
outros eventos-chaves paralelamente a via principal).
Adaptado de: https://aopwiki.orqg/aops/106

O EMI foi devidamente investigado para o CBZ, incluido na AOP como exemplo
de substancia capaz de desencaded-lo. Além disso, esse IA também foi associado ao EC de
inducdo de aneuploidia em ovécitos de hamsters, conforme exposto nos paragrafos
anteriores. Nessa AOP, estabeleceu-se como janela de sensibilidade para a inducdo de
aneuploidia a exposi¢cdao no periodo préximo a ovulacdo. Relatou-se ainda que, a depender da
dose e do tempo de exposicao, os compostos inibidores do fuso podem induzir aneuploidia
em quase 100% dos odcitos. Entao, os dados corroboram que a interrupgao na dinamica dos
fusos é um alvo bastante sensivel nas células germinativas femininas e que pode ocorrer tanto
na meiose | quanto na meiose Il.

Ha ampla evidéncia que embasa essa AOP e o peso geral da evidéncia é forte. A
etiologia da aneuploidia humana ainda ndo é bem compreendida, embora existam fortes
evidéncias de uma ocorréncia preferencial durante a meiose feminina | e uma correlagao
positiva com a idade materna. As semelhangas na oogénese entre roedores e humanos
sugerem que o EMI e EC sdao conservados e ocorreriam em odcitos humanos também. Além
disso, a sequéncia temporal dos eventos, desde as interagdes bioquimicas iniciais (EMI), que
ocorrem dentro de segundos a minutos de exposicao; passando pela ocorréncia de danos ao
fuso (EC2) e falha no alinhamento e segregacdao cromossdmica na meiose (EC3), o que ocorre
nas horas seguintes; até a formacao e ovulacdao de um odcito aneupldoide (EC4) e sua possivel
fertilizacao, que ocorreria posteriormente; é totalmente coerente e consistente com a linha
do tempo de desenvolvimento e fertilizacdo do odcito (Marchetti et al., 2016).

Na maioria dos casos, a condicao aneuploide resultard na morte do concepto em
diferentes estagios do desenvolvimento embriofetal, dependendo do cromossomo envolvido
na aneuploidia, com ocorréncia de aborto espontaneo precoce apds alteracao de
Cromossomos maiores ou que possuem mais genes, por exemplo. Quando os fetos
aneuploides sobrevivem ao nascimento, eles manifestam diferentes sindromes,
caracterizadas por sintomas variaveis, os quais também dependem do cromossomo especifico
envolvido (Marchetti et al., 2016).


https://aopwiki.org/aops/106

Essa condicao aneuploide que surge durante a meiose em células germinativas
representa a anormalidade cromossGmica mais comum no nascimento e é a principal causa
de perda gestacional em humanos. E amplamente aceito que odcitos humanos s3o
particularmente suscetiveis a inducao de aneuploidia. Em humanos, a maioria dos embrides
aneuploides sobrevivem até o estagio de blastocisto e sao perdidos na época da implantacao.
Os dados de sobrevivéncia de aneuploidias em humanos geralmente correspondem aos de
camundongos: aneuploidias dos cromossomos sexuais sao viaveis e todas as monossomias
autossOmicas e a maioria das trissomias morrem antes do nascimento, com excec¢ao das
trissomias 13, 18 e 21 que, em alguns casos, sobrevivem algum tempo apds o nascimento ou
por um maior periodo (como no caso da sindrome de Down). Mesmo no caso da trissomia do
21, a mais vidvel das trissomias humanas, estima-se que aproximadamente 80% dos fetos tém
morte intrauterina. Embora compativeis com a vida, tais condicdes aneupléides apresentam
uma gama de efeitos adversos a saude, desde infertilidade (por exemplo, sindrome de
Klinefelter devido ao caridtipo XXY) a grave deficiéncia mental e fisica e reducdo da expectativa
de vida (por exemplo, sindrome de Edwards devido a trissomia 18) (Marchetti et al., 2016).

Limiar para os efeitos no sexo feminino

Nao foi possivel estabelecer um NOAEL para os efeitos do CBZ no sexo feminino
(=250 mg/kg), pois as doses testadas em todos os estudos disponiveis foram muito altas, e em
todas foram observados efeitos adversos.

Os estudos discutem que certo nivel de dano ao fuso é necessdrio para prejudicar
a sua funcao, com relato de que em doses mais altas a severidade do efeito aneugénico
aumenta, com mais odcitos contendo ndo um, mas varios cromossomos supranumerarios. No
entanto, é importante destacar que nao foram desenvolvidos modelos quantitativos para a
relacdo entre os eventos dessa AOP. De modo geral, sabe-se que substancias que interferem
na montagem de microtubulos ja em baixas concentracdes in vitro tendem a ser fortes
aneugénicosin vivo, entretanto, nao foi determinada uma relacdo quantitativa
especificamente para essa comparacao (Marchetti et al., 2016).

Entdao, com base na AOP acima descrita, conclui-se que a inducao de aneugénese
nos oocitos é o mecanismo por meio do qual o CBZ acarreta TR; e, conforme ja discutido
minuciosamente no Parecer N2 1/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI
n°® 1309909, que avaliou o potencial de mutagenicidade do CBZ, ha evidéncias robustas que
demonstram uma maior susceptibilidade dos ovdcitos a aneuploidia, em relacao aos
espermatozoides e as células somaticas, ainda com agravamento decorrente do processo de
envelhecimento. Por essa razdo, as doses obtidas de estudos com células somaticas ou
germinativas masculinas ndao podem ser extrapoladas para ovdcitos, nao sendo possivel,
portanto, o estabelecimento adequado de um limiar de dose para a ocorréncia desse efeito.


https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=protocolo_visualizar&id_protocolo=1470864&id_procedimento_atual=964159&infra_sistema=100000100&infra_unidade_atual=110000123&infra_hash=ef41555ed76a35745e6d9c4c8f27ab342fd3a337252a3e6356f1cdd04756d96f

Quadro 4: Avaliacdo dos potenciais efeitos na funcdo sexual ou capacidade reprodutiva feminina apds exposi¢do Unica ao CBZ.

Referéncia

Jeffay et al.,
1996

Perreault et
al., 1992

Também
avaliado por
PMRA, 2011

Protocolo
Pureza: 95%;

Linhagem: Hamsters sirios ;

Delineamento: Estudo in vivo: CBZ
administrado em dose Unica
(gavagem, 1000 mg/kg p.c.; n = 10),
na tarde do proestro (maturacgdo
meidtica dos odcitos). Eutanasia
apods a ovulagdo (D1 pOs-
tratamento) para amostragem de
odcitos e avaliacdo de aneuploidia;
ou entre os DGi.s, para avaliar a
fertilizacdo e o desenvolvimento do
embrido pré-implantacdo, bem
como enumerar sitios de
implantacgdo precoces.

Pureza: 95%;

Linhagem: Hamsters sirios (90 dias
de idade);

Delineamento: Estudo in vivo: CBZ
administrado em dose Unica via
gavagem durante a meiose | (n =
10; 0, 250, 500, 750 ou 1000 mg/kg
p.c. —tarde do proestro —
maturagdo do odcito) antes do
acasalamento ou durante a meiose
Il (n =5-6; 0 ou 1000 mg/kg p.c. —
manha do estro — fertilizagdo) apos
o acasalamento noturno. Avaliacdo

Resultados segundo autor

M* ovécitos aneuploides (37,2% CBZ x 13,5%
controle), sem anormalidades estruturais;

Sem alteragdo na taxa de fertilizacdo e no n°®
ovdcitos recuperados; | * n® médio de sitios de
implantacao;

Atraso/ interrupcdo no desenvolvimento
embrionario pré-implantacgdo: T* embriGes com
menos de oito células (DGs) e embrides que ndo
atingiram o estagio de blastocisto (DGa);

Dados indicam maior sensibilidade do oécito aos
efeitos induzidos por CBZ durante a formacdo do
fuso (maturacdo do ovécito) do que apds esse
processo.

Durante a meiose |: { * % animais prenhes (2750
mg/kg); { * n® médio de filhotes vivos (>250
mg/kg), efeito atribuivel as perdas pré e pds-
implantacdo.

Durante meiose Il: | n°® médio de filhotes vivos
(s/ alteragdo no % fémeas prenhes). Este efeito
desapareceu com a administracdao de CBZ um
pouco depois (08:00 ou 09:00 h), apds a
ocorréncia dos eventos de fertilizagcdo
dependentes de microtubulos.

Exposicdo Unica a CBZ em momentos criticos,
coincidente com eventos meidticos dependentes
de microtubulo, pode resultar em perda
gestacional precoce.

LimitagGes, inconsisténcias e
consideragdes relevantes

CBZ usado como modelo de TR;

Dose muito alta;

O estudo de Perreault (1992) indicou que
CBZ induziu perda gestacional precoce
quando administrado na tarde do
proestro ou no inicio da manha do estro,
mas nao quando administrado apds a
fertilizacao;

121 e 52 odécitos analisados, nos grupos
CBZ e ctl, respectivamente.

Doses altas.

CBZ usado como modelo de TR: alteracao
de eventos dependentes de microtubulos
gue ocorrem no odcito durante a
maturacdo meidtica e fertilizacdo;

Conclusao

POSITIVO

LOAEL = 1000

mg/kg p.c.
(Unica dose
testada)

POSITIVO

LOAEL = 250
mg/kg p.c.
(menor dose
testada)



Zuelke &
Perreault,
1995

Kawaratani
et al., 2015

do resultado da gestacao no dia 15
(na tarde antes do parto).

Pureza: 95%;
Linhagem: Hamsters sirios;
Delineamento: CBZ administrado

durante a fertilizagdo in vitro (6
pg/mL) e in vivo (1000 mg/kg p.c.,

gavagem, n=6). Imunofluorescéncia
{ )

de microtubulos, cultura de zigotos
e avaliacdo microscépica dos
zigotos e embrides.

Pureza: Benomil e CBZ (pureza ndo
informada);

Linhagem: Células MCF-7;

Delineamento: Estudo in

vitro: incubagdo com Benomil ou
CBZ (1, 10, 25, 50 e 100 uM) por 72
h. Analise do ciclo celular e
imunofluorescéncia.

Fertilizagdo in vivo e in vitro: T* anormalidades
morfoldgicas na cromatina materna de zigotos (6-
8h; multiplos corpos polares secundarios,
multiplos pronucleos e arrasto meidtico) e de
embrides (26h; blastdbmeros micronucleados,
multiplos corpos polares secundarios e arrasto na
metafase); | * embriGes que progrediram para 2
células;

Imunofluorescéncia confirmou danos aos fusos
meidticos na fertilizacdo in vitro;

Dose Unica de CBZ, na fertilizagdo in vivo, induziu
aneuploidia no zigoto.

Inibicdo de histona desacetilase (HDAC) 1 e
acumulo de histona H3 acetilada em células MCF-
7;

M proteina e RNAm aromatase, embora em altas
concentragoes;

E provavel tenha ocorrido aumento da atividade
do promotor do gene da aromatase via acetilagdo
da histona H3.

Dose alta.

Pequeno grupo amostral.

Inducdo de superovulacdo nao detalhada;
Perda precoce na prenhez pode ser
explicada por dois mecanismos: arrasto
na meiose, sem clivagem do zigoto; ou
inducdo de aneuploidia no zigoto, com
subsequente arrasto no
desenvolvimento.

Legenda: *= alteragdo estatisticamente significativa; sg= significativa; CBZ= Carbendazim; ST= substancia teste; ctl= controle; D= dia; DG= dia gestacional;
DPN= dia pds-natal; ND= ndo determinado; NI = ndo informado; p.c.= peso corpdreo; TR= toxicidade reprodutiva.

Quadro 5. Estudo epidemiolégico da literatura que avaliou o risco de exposi¢gdo ao Carbendazim.

Referéncia

Petrelli et al.
2003

Delineamento
Pureza: N3o se aplica.
Linhagem: Estudo em humanos;

Delineamento: Estudo
epidemioldgico transversal.

Resultados segundo o autor

48 trabalhadores expostos x 136 nao- e Estudo apenas descritivo, com limita¢des inerentes
expostos: 30/48 foram expostos ao ao desenho de estudos transversais: determinacao
Benomil e 6/48 ao CBZ; ocorréncia de 5 da exposicdo e dos efeitos a saude dentro do
abortos espontaneos (13,9%); mesmo intervalo de tempo, viés de memdria; baixo
“Msg taxa de aborto espontaneo entre os tamanho da amostra (reduz a precisado do risco
conjuges de trabalhadores expostos. O estimado); auséncia de analise detalhada quanto

LimitagOes, inconsisténcias e consideragoes relevantes

POSITIVO

LOAEL = 1000
mg/kg p.c.
(Unica dose
testada)

ND

(Evidéncia
inadequada
para analise de
desfechos
reprodutivos
induzidos pelo
CBZ)

Conclusao
INCONCLUSIVO

(Evidéncia
descartada da
anadlise do
WOoE)



Entrevista de 184 trabalhadores
de estufas (Italia, ano 2000),
casados e com filhos. Registro de
relato de exposi¢do ocupacional
dos homens e de exposicdes
ocupacionais e domésticas de
suas esposas durante a gravidez e
nos meses antecedentes
(primeira gravidez de cada casal
para obtencado de observagoes
independentes). Avaliacdo do
risco de aborto espontaneo.

modelo de regressao logistica confirmou o

risco aumentado de aborto espontaneo

(OR* =11,8; IC 95% 2,3-59,6).
* valor ajustado com base em todas as
variaveis que podem ser fatores de confusdo
para o aborto espontaneo: idade, habito de
fumar, nivel educacional de ambos os
parceiros, tipo de trabalho do cénjuge e o
tempo entre o resultado da gravidez e a
entrevista.

ao periodo de exposicdo e de dados especificos do
CBZ. Permitem apenas o levantamento de
hipdteses, sem a possibilidade de testa-las, por isso
esse tipo de estudo é excluido para a tomada de
decisdo.

Risco de aborto espontaneo foi avaliado por meio
de um modelo de regressao logistica.

Grupo controle: trabalhadores que ndo relataram
uso de nenhum dos compostos listados.



CLASSIFICACAO TOXICOLOGICA DO CARBENDAZIM EM FUNGAO DE EFEITOS ADVERSOS A FISIOLOGIA
REPRODUTIVA

Ndo ha estudos epidemioldgicos satisfatdrios que tenham avaliado os efeitos do CBZ em
seres humanos.

Com base nos dados apresentados neste parecer, conclui-se que o CBZ possui evidéncia
suficiente de efeitos téxicos na fisiologia reprodutiva em animais experimentais, devendo ser classificado
na Categoria 1B em func¢do da toxicidade reprodutiva, ou seja, como um produto que presumidamente
possui o potencial de causar toxicidade reprodutiva em seres humanos (RDC n°294/2019). Essa
classificacdo do CBZ foi corroborada pelas demais agéncias internacionais (APVMA, 2009; EFSA, 2010;
PMRA, 2019; USEPA, 2020), bem como pela FT (Innvitro, 2020), conforme detalhado no Quadro 6.

O Art. 33 da RDC n°® 294/2019 prevé que o pedido de avaliagdo toxicoldgica sera indeferido
guando as etapas de identificacdo do perigo e de avaliacdo dose-resposta indicarem evidéncias suficientes
para os produtos serem categorizados como presumidamente causadores de danos ao aparelho
reprodutor, e ndo for possivel determinar um limiar de dose para algum desses desfechos que permita
proceder com as demais etapas da avaliacdo do risco. Assim, conforme discutido nos itens 2.1.1 e 2.1.2,
ndo é possivel determinar um limiar de dose capaz de impedir a ocorréncia dos efeitos induzidos
pelo CBZ sobre a fisiologia reprodutiva, o que impede que se possa proceder com as demais etapas da
avaliacdo do risco.

CONCLUSAO

As evidéncias fornecidas pelos estudos da literatura cientifica, pelos documentos
das principais agéncias reguladoras internacionais e pelo relatdrio da FT indicam que o CBZ
induz TR, com efeitos adversos sobre a fisiologia reprodutiva. No sexo masculino, os principais
efeitos sao alteracdes no peso testicular, aumento do diametro e atrofia dos tubulos
seminiferos (contendo espermatogonias e fragmentos de células de Sertoli), obstrucao de
dutos eferentes, descamacdao de células germinativas, anormalidades morfoldgicas de
espermatides e de espermatozoides, diminuicdes na contagem e na motilidade espermaticas
e inibicao da espermatogénese, culminando em infertilidade irreversivel. No sexo feminino,
os efeitos descritos foram geracdo de odcitos aneupldides; atraso/interrup¢do no
desenvolvimento embrionario pré-implantacdao e reducdao nos sitios de implantacao;
alteracdes morfoldgicas nos dvulos apds a fertilizacao; perda gestacional precoce decorrente
de perda embrionaria pré e pds-implantacao; aumento significativo de zigotos aneupldides,
com incidéncia aumentada de sindromes na prole.

Esse conjunto de efeitos adversos foi associado a interagao do CBZ a B-tubulina,
com impedimento da montagem adequada dos fusos acromaticos nos processos de mitose e
meiose ocorridos durante a espermatogénese/ovogénese, resultando em falha na segregacao
cromossbmica e, consequentemente, aneuploidia nas células  germinativas
masculinas/femininas. Na ovogénese, especificamente, hda um AOP bem caracterizado (AOP
106 - https://aopwiki.org/aops/106) para a relagdo entre a exposicdo a compostos que se
ligam a tubulina, como o CBZ, e a indugdao de aneuploidia na prole. Entretanto, nao foram
desenvolvidos modelos quantitativos para a relagdo entre os eventos dessa AOP, o que
impede o estabelecimento de limiar de dose seguro associado a ocorréncia desses efeitos.



https://aopwiki.org/aops/106

Além desse efeito antimitdtico, outros mecanismos relacionados a
despolimerizacao dos microtubulos devem estar envolvidos na geracdao dos efeitos adversos
relatados no sexo masculino, pois, além da formacao adequada do fuso acromatico, os MT
desempenham diversas e importantes fung¢des nas células, quais sejam: localiza¢ao do centro
da célula e posicionamento de diferentes organelas (aparelhno de Golgi, reticulo
endoplasmatico, mitocondrias, dentre outras) no interior da célula; manutencao do formato
e migracao celular, transporte de carga dentro das células etc.

Desse modo, considerando que o CBZ é um agente aneugénico, conforme ja
discutido no Parecer n? 1/2021/SEI/CREAV/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI n°® 1309909),
e que induz os efeitos de TR descritos no presente parecer por meio desse mecanismo de
aneuploidia nos odcitos e espermatozoides, além de outros efeitos testiculares diretos
decorrentes da inibicdo da polimerizacao dos microtubulos; considerando ainda que ndo ha
evidéncias que permitam estimar uma dose segura in vivo em que nao se espera a ocorréncia
desses danos cromossomicos as células germinativas em humanos; e, principalmente, que nao
ha evidéncias que permitam estimar uma dose segurain vivo em que n3o se espera a
ocorréncia desses efeitos sobre a fisiologia reprodutiva, os quais ja foram verificados na menor
dose testada (0,1 mg/kg p.c./dia), a qual é 500 vezes inferior ao LOAEL definido para
aneugenicidade em células germinativas; conclui-se que ndo é possivel definir um limiar de
dose capaz de impedir a ocorréncia dos efeitos sobre a fisiologia reprodutiva induzidos pelo
CBZ (Quadro 6). Portanto, com base na avaliacdo do peso das evidéncias disponiveis e
considerando a legislacdo brasileira, conclui-se que o CBZ preenche os requisitos proibitivos
de registro estabelecidos pela Lei n? 7.802, de julho de 1989 e pelo Decreto n2 4.074, de
janeiro de 2002; devendo ser classificado na Categoria 1B em funcao da toxicidade
reprodutiva, conforme estabelecido na Secao 6, Anexo IV da RDC n2 294, de 29 de julho de
2019. Em tais dispositivos legais, fica estabelecida a proibicdo do registro de agrotéxicos
categorizados como conhecidos ou presumidamente causadores de dano ao aparelho
reprodutor, e para os quais nao seja possivel determinar um limiar de dose que permita
proceder com as demais etapas da avaliagao do risco.

Quadro 6. Conclusdes das principais autoridades reguladoras de agrotéxicos acerca do potencial de toxicidade para
a reprodugdo do CBZ, bem como proposta da FT e conclusdo da Anvisa.

Doses de referéncia para
avalicdo do risco de Observagoes
humanos

Agéncia u NOAEL/ LOAEL
Conclusao ~
reguladora reproducgao

. IDA = 0,03 mg/kg

p.c./dia- NOAEL de 2,5 mg/kg

p.c./dia (estudo crbnico de

toxicidade em cdes) com fator

de incerteza padrdo (100x). CBZ permitido em
Considerado suficientemente culturas

protetivo dos efeitos para a| alimentares.
reproducao.

. DRfA = 0,05 mg/kg
p.c./dia - LOAEL de 50 mg/kg
p.c./dia (toxicidade

APMVA Toxico para a | LOAEL: 50 mg/kg
(2009) reproducdo p.c


https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=protocolo_visualizar&id_protocolo=1470864&id_procedimento_atual=964159&infra_sistema=100000100&infra_unidade_atual=110000123&infra_hash=ef41555ed76a35745e6d9c4c8f27ab342fd3a337252a3e6356f1cdd04756d96f

EFSA (2010)

PMRA
(2011,
2019)

Toéxico para a
reproducgao -
classificado
na categoria
1B de
toxicidade
reprodutiva
(GHS).

Téxico para a
reproducdo

NOAEL: 100 mg/kg
p.C.

LOAEL: 50 mg/kg
p.c (toxicidade
testicular)

testicular em ratos) com
fator de incerteza de padrao
(100x) e fator adicional
de 10x para a extrapolacao
de LOAEL para NOAEL.

. IDA, DrfAe AOEL =
0,02 mg/kg p.c./dia - NOAEL
de 10 mg/kg p.c./dia
(toxicidade para o
desenvolvimento em ratos e
coelhos) com fator de
incerteza padrdo (100x) e
fator adicional de 5x, devido
aos efeitos  terem  sido
observados na auséncia de
toxicidade materna.

o DRfA/IDA mulheres
em idade reprodutiva = 0,01
mg/kg p.c. - NOAEL de 10
mg/kg p.c. (toxicidade para o
desenvolvimento em ratos e
coelhos) com fator de
incerteza padrao (100x) e
fator adicional de 10x devido
as  incertezas  residuais
guanto a sensibilidade
potencial dos jovens.

. DRfA homens acima
de 13 anos = 0,16 mg/kg p.c.
- LOAEL de 50 mg/kg p.c.
(toxicidade testicular), com
fator de incerteza padrao
(100x) e fator adicional de 3x
devido a falta de dados de
aprendizagem e meméria no
EOGRTS e incertezas
residuais guanto a
sensibilidade potencial dos
jovens.

. IDA geral = 0,03
mg/kg p.c./dia - NOAEL de 9
mg/kg p.c./dia (toxicidade
cronica em cdes) com fator
de incerteza padrdo (100x) e
fator adicional de 3x devido
as  incertezas  residuais

Em 2010, foi
proposta pela EFSA
a manutencdo do
CBZ. No entanto, a
legislagao europeia
mudou e passou a
prever a proibigdo

de produtos
classificados na
categoria 1B, de

forma que o CBZ

estd proibido na
Comunidade
Europeia.
Permitido apenas
em plantas
ornamentais e

como preservativo
industrial. Definicao
de doses de
referéncia e AR em
razdo de ser um
metabdlito do TM,
gue tem uso em
culturas
alimentares.



USEPA
(2020)

JMPR (2005)

Proposta da
FT (Innvitro,
2020)

Toéxico para a
reproducao

Toéxico para a
reproducdo

Toéxico para a
reproducdo -
classificado
na categoria
1B de
toxicidade
reprodutiva

NOAEL: 14 mg/kg

p.c./dia

(EOGRTS:
alteracdes
histopatoldgicas e
nos hormonios
tireoidianos na
dose de 53 mg/kg
p.c./dia -
considerado
protetivo dos
efeitos testiculares
observados nos
estudos via
gavagem)

NOAEL: 50 mg/kg
p.C.

(estudo de
toxicidade para o
sistema reprodutor
masculino em
ratos; apoiado
pelos estudos de
inducao de
aneuploidia in vivo)

NOAEL: 7,5 mg/kg |

p.c./dia (toxicidade
crénica em cdes)

guanto a sensibilidade
potencial dos jovens.

. IDA = 0,14 mg/kg
p.c./dia — NOAEL de 14
mg/kg p.c./dia (EOGRTS)
com fator de incerteza
padrdo (100x);

. DRfA mulheres em
idade reprodutiva= 0,10
mg/kg p.c./dia — NOAEL de
10 mg/kg p.c./dia
(toxicidade para o
desenvolvimento em ratos)
com fator de incerteza
padrdao (100x) (considerou-
se que nao ha necessidade
de um fator adicional para
bebés e criangas pequenas,
pois a base de dados para o
CBZ é completa e ndo ha
incertezas residuais).

. IDA = 0,03 mg/kg
p.c./dia - NOAEL de 2,5
mg/kg p.c./dia (toxicidade
crOnica em cdes) com fator
de seguranca padrdo (100x).

o DRfA mulheres em
idade fértil = 0,1 mg/kg p.c. -
NOAEL de 10 mg/kg p.c./dia
(toxicidade para o
desenvolvimento em ratos e
coelhos) com fator de
seguranca padrdo (100x).

. DRfA geral = 0,5
mg/kg p.c. - NOAEL de 50
mg/kg p.c. (toxicidade
testicular e inducdo de
aneuploidiain vivo) com
fator de seguranca padrao
(100x).

IDA = 0,075 mg/kg
p.c./dia — NOAEL de 7,5
mg/kg p.c./dia com fator de
incerteza padrdo (100x)

Permitido apenas
em plantas
ornamentais e

como preservativo
industrial. Definicao
de doses de
referéncia e AR em
razao de ser um
metabdlito do TM,
gue tem uso em
culturas
alimentares.

Para a populagao
geral, inclusive
criancas, efetuou-
se a aplicacdo de
fator de incerteza
padrdo (100x).



. Nao ha dose

experimental sem efeito

adverso para a reproducdo | A ndo definicdo
gue possa ser considerado | deum limiar de
um limiar de acordo com a | dose

Toéxico para a
reproducdao - | NOAEL: ND

Elaassgzl;czggria RPC nQ 294/;019. AIéNm seguro impede que
Anvisa 1B de | LOAEL: 0,1 mg/kg dlssp,omecanlsmo de a_g;ao se possa procedgr
toxicidade p.c. (reducdo da subjacente a alguns efelt?s com as dgmails
reprodutiva motilidade adversos para .a repr~odugao etapta\s da avaliacao
(GHS; RDC | espermatica) envolve' .a mdugaol de | do r!sco, conforme
294/2019). aneuploidia em células | previsto na RDC

germinativas pelo CBZ, para | n2294/2019.
o qual também ndo foi
definido limiar.

REFERENCIAS

Adedara IA, Vaithinathan S, Jubendradass R, Mathur PP, Farombi EO. Kolaviron prevents
carbendazim-induced steroidogenic dysfunction and apoptosis in testes of rats. Environ
Toxicol Pharmacol. May;35(3):444-53. doi: 10.1016/j.etap.2013.01.010. Epub 2013 Feb 9.
PMID: 23474402. 2013.

Akbarsha, M.A., Vijendrakumar, S., Kadalmani, B., Girija, R., Faridha, A. Curative property of
Withania somnifera Dunal root in the context of carbendazim-induced histopathological
changes in the liver and kidney of rat. Phytomedicine, Volume 7, Issue 6, 2000, Pages 499-
507, https://doi.org/10.1016/50944-7113(00)80036-7.

Akbarsha MA, Kadalmani B, Girija R, Faridha A, Hamid KS. Spermatotoxic effect of
carbendazim. Indian J Exp Biol. 2001 Sep;39(9):921-4. PMID: 11831377.

APMVA. Australian Pesticides and Veterinary Medicines Authority. Office of Chemical Safety
and Environmental Health Office of Health Protection. Chemical Review Program. Human
health risk assessment of Carbendazim. Volume 2. December 2009.

Breslin WJ, Paulman A, Sun-Lin D, Goldstein KM, Derr A. The inhibin B (InhB) response to the
testicular toxicants mono-2-ethylhexyl phthalate (MEHP), 1,3 dinitrobenzene (DNB), or
carbendazim (CBZ) following short-term repeat dosing in the male rat. Birth Defects Res B
Dev Reprod Toxicol. Feb;98(1):72-81. doi: 10.1002/bdrb.21043. Epub 2013 Jan 24. PMID:
23348955. 2013.

Campion S.N., Catlina N., Housemanb E.A., Hensleyc J., Suib Y., Gaidoc K.W., Wub Z,
Boekelheide K. Molecular alterations underlying the enhanced disruption of
spermatogenesis by 2,5-hexanedione and carbendazim co-exposure. Reproductive
Toxicology, v. 33, p. 382-389. 2012.

Carter SD, Hess RA, Laskey JW. The fungicide methyl 2-benzimidazole carbamate causes
infertility in male Sprague-Dawley rats. Biol Reprod. Oct;37(3):709-17. doi:
10.1095/biolreprod37.3.709. PMID: 3676414. 1987.



Correa LM, Nakai M, Strandgaard CS, Hess RA, Miller MG. Microtubules of the mouse testis
exhibit differential sensitivity to the microtubule disruptors Carbendazim and colchicine.
Toxicol Sci. 2002 Sep;69(1):175-82. doi: 10.1093/toxsci/69.1.175. PMID: 12215672.

Dere, E., Wilson, S., Anderson, L., Boekelheide, K. Sperm Molecular Biomarkers Are Sensitive
Indicators of Testicular Injury Following Subchronic Model Toxicant Exposure. Toxicological
Sciences. 153. kfw137. 10.1093/toxsci/kfw137. 2016.

Durand P, Martin G, Blondet A, Gilleron J, Carette D, Janczarski S, Christin E, Pointis G, Perrard
MH. Effects of low doses of carbendazim or iprodione either separately or in mixture on the
pubertal rat seminiferous epithelium: An ex vivo study. Toxicol In Vitro. 2017 Dec;45(Pt
3):366-373. doi: 10.1016/].tiv.2017.05.022. Epub May 30. PMID: 28576679. 2017.

EFSA. European Food Safety Authority. Draft Re-Assesment Report. Carbendazim. Volume 3.
Annex B-6- Toxicology and Metabolism. 16 July 2009a.

EFSA. European Food Safety Authority. Conclusion on Pesticide Peer Review. Conclusion on
the peer review of the pesticide risk assessment of the active substance carbendazim. EFSA
Journal 2010; 8(5):1598. 2010.

EOGRTS. An F1-Extended Two-Generation Reproductive Toxicity Study with Carbendazim in
the Wistar Rat. DACO 4.8. 2014. Apud USEPA (2020; MRID49547201) e PMRA (2019;
PMRA#2490664).

Erdos Z, Pearson K, Goedken M, Menzel K, Sistare FD, Glaab WE, Saldutti LP. Inhibin B
response to testicular toxicants hexachlorophene, ethane dimethane sulfonate, di-(n-butyl)-
phthalate, nitrofurazone, DL-ethionine, 17-alpha ethinylestradiol, 2,5-hexanedione, or
carbendazim following short-term dosing in male rats. Birth Defects Res B Dev Reprod
Toxicol. Feb;98(1):41-53. doi: 10.1002/bdrb.21035. Epub 2013 Jan 24. PMID: 23348767. 2013.

Evenson DP, Janca FC, Jost LK. Effects of the fungicide methyl-benzimidazol-2-yl carbamate
(MBC) on mouse germ cells as determined by flow cytometry. J Toxicol Environ Health.
20(4):387-99. doi: 10.1080/15287398709530992. PMID: 3560261. 1987.

Goldman JM, Rehnberg GL, Cooper RL, Gray LE Jr, Hein JF, McElroy WK. Effects of the benomyl
metabolite, carbendazim, on the hypothalamic-pituitary reproductive axis in the male rat.
Toxicology. Jul 17;57(2):173-82. doi: 10.1016/0300-483x(89)90163-7. PMID: 2501910. 1989.

Gotoh Y, Netsu J, Nakai M, Nasu T. Testicular damage after exposure to carbendazim depends
on the number of patent efferent ductules. J Vet Med Sci. Jul;61(7):755-60. doi:
10.1292/jvms.61.755. PMID: 10458097. 1999.

Gray LE Jr, Ostby J, Linder R, Goldman J, Rehnberg G, Cooper R. Carbendazim-induced
alterations of reproductive development and function in the rat and hamster. Fundam Appl
Toxicol. Aug;15(2):281-97. doi: 10.1016/0272-0590(90)90055-0. PMID: 2227156. 1990.

Hess R.A.; Nakai M. Histopathology of the male reproductive system induced by the
fungicide benomyl. Histology and Histopathololy, v. 15, p. 207-224. 2000.

Hood, Ronald D. Developmental and reproductive toxicology a practical approach: a
practical approach. 3. ed. London: Informa Healthcare, 2012.



Innvitro Pesquisa & Desenvolvimento S/S Ltda (Vilella et al). P16/20-4 - Relatério de
Reavaliagdo do Ingrediente Ativo Carbendazim. Reproducao e Desenvolvimento.
Contratante: FT Carbendazim. Revisdo 1, 28p., 09/10/2020.

Jeffay SC, Libbus BL, Barbee RR, Perreault SD. Acute exposure of female hamsters to
carbendazim (MBC) during meiosis results in aneuploid oocytes with subsequent arrest of
embryonic cleavage and implantation. Reprod Toxicol. May-Jun;10(3):183-9. doi:
10.1016/0890-6238(96)00020-2. PMID: 8738554. 1996.

JPMR/FAQ (2005). Carbendazim 87-106, 2005.

Kadalmani B, Girija R, Faridha A, Akbarsha MA. Male reproductive toxic effects of
carbendazim: hitherto unreported targets in testis. Indian J Exp Biol. Jan;40(1):40-4. PMID:
12561966. 2002.

Kawaratani Y, Matsuoka T, Hirata Y, Fukata N, Nagaoka Y, Uesato S. Influence of the
carbamate fungicide benomyl on the gene expression and activity of aromatase in the
human breast carcinoma cell line MCF-7. Environ Toxicol Pharmacol. 2015 Jan;39(1):292-9.
doi: 10.1016/j.etap.2014.11.032. Epub 2014 Dec 10. PMID: 25543211.

Kawata R, Kagawa T, Koya Y, Kajiyama H, Oda S, Yokoi T. Exploration of small RNA biomarkers
for testicular injury in the serum exosomes of rats, Toxicology, Volume 440, 2020.

Li H., Zhangb P., Zhao Y., Zhangc H. Low doses of carbendazim and chlorothalonil synergized
to impair mouse T spermatogenesis through epigenetic pathways. Ecotoxicology and
Environmental Safety, v. 188, p. 1-10. 2020.

Lim J., Miller M.G. Role of testis Exposure Levels in the Insensitivity of Prebubertal Rats to
Carbendazim-Induced Testicular Toxicity. Fundamental and Applied Toxicology, v. 37, p. 158-
167.1997a.

Lim J., Miller MG. The Role of the Benomyl Metabolite Carbendazim in Benomyl-Induced
Testicular Toxicity, Toxicology and Applied Pharmacology, Volume 142, Issue 2, Pages 401-
410, ISSN 0041-008X, https://doi.org/10.1006/taap.1996.8042. 1997b.

Liu J, Zhang P, Zhao Y, Zhang H. Low dose carbendazim disrupts mouse spermatogenesis
might Be through estrogen receptor related histone and DNA
methylation. Ecotoxicol Environ Saf. 176:242-249. doi:
10.1016/j.ecoenv.2019.03.103. Epub 2019 Mar 30. PMID: 30939404. 2019.

Lu SY, Liao JW, Kuo ML, Wang SC, Hwang JS, Ueng TH. Endocrine-disrupting activity in
carbendazim-induced reproductive and developmental toxicity in rats. J Toxicol Environ
Health A. Oct 8;67(19):1501-15. doi: 10.1080/15287390490486833. PMID: 15371226. 2004.

Marchetti F, Massarotti A, Yauk CL, Pacchierotti F, Russo A. The adverse outcome pathway
(AOP) for chemical binding to tubulin in oocytes leading to aneuploid offspring. Environ Mol
Mutagen. 2016 Mar;57(2):87-113. doi: 10.1002/em.21986. Epub 2015 Nov 19. PMID:
26581746. 2016.

Markelewicz R.J. Jr., Hall S.J, Boekelheide K. 2,5-Hexanedione and Carbendazim Coexposure
Synergistically Disrupts Rat Spermatogenesis Despite Opposing Molecular Effects on
Microtubules. Toxicological Sciences, v. 80, p. 92—100. 2004.



Moffit JS, Bryant BH, Hall SJ, Boekelheide K. Dose-dependent effects of sertoli cell toxicants
2,5-hexanedione, carbendazim, and mono-(2-ethylhexyl) phthalate in adult rat testis.
Toxicol Pathol. Aug;35(5):719-27. doi: 10.1080/01926230701481931. PMID: 17763286. 2007.

Moffit, J., Her, L., Mineo, A., Knight, B., Phillips, J., Thibodeau, M.. Assessment of Inhibin B as
a Biomarker of Testicular Injury Following Administration of Carbendazim, Cetrorelix, or 1,2-
Dibromo-3-Chloropropane in Wistar Han Rats. Birth defects research. Part B, Developmental
and reproductive toxicology. 98. 10.1002/bdrb.21045. 2013.

Nakai M, Hess RA, Moore BJ, Guttroff RF, Strader LF, Linder RE. Acute and long-term effects
of a single dose of the fungicide carbendazim (methyl 2-benzimidazole carbamate) on the
male reproductive system in the rat. J Androl. 1992 Nov-Dec;13(6):507-18. PMID: 1293130.

Nakai, M., B. Moore and R. Hess. Epithelial reorganization and irregular growth following
carbendazim-induced injury of the efferent ductules of the rat testis. The Anatomical Record
235: n. pag. 1993.

Nakai M, Hess RA. Morphological changes in the rat Sertoli cell induced by the microtubule
poison carbendazim. Tissue Cell. 1994 Dec;26(6):917-27. doi: 10.1016/0040-8166(94)90041-
8. PMID: 7886678.

Nakai M, Hess RA, Netsu J, Nasu T. Deformation of the rat Sertoli cell by oral administration
of carbendazim (methyl 2-benzimidazole carbamate). JAndrol. 16(5):410-6. PMID:
8575980. 1995.

Nakai, M., Hess, R.A., Matsuo, F., Gotoh, Y., Nasu, T. Further observations on carbendazim-
induced abnormalities of spermatid morphology in rats, Tissue and Cell, Volume 29, Issue
4, Pages 477-485, ISSN 0040-8166, https://doi.org/10.1016/S0040-8166(97)80033-X. 1997a.

Nakai M, Hess RA. Effects of carbendazim (methyl 2-benzimidazole carbamate; MBC) on
meiotic spermatocytes and subsequent spermiogenesis in the rat testis. Anat Rec. 1997
Mar;247(3):379-87. doi: 10.1002/(SICI)1097-0185(199703)247:3<379::AID-AR9>3.0.CO;2-P.
PMID: 9066915. 1997b.

Nakai M, Toshimori K, Yoshinaga K, Nasu T, Hess RA. Spermatids of prepubertal male rats are
susceptible to carbendazim during early spermiogenesis. Arch Histol Cytol. (5):433-7. doi:
10.1679/aohc.61.433. PMID: 9990427. 1998a.

Nakai, M., Toshimori, K., Yoshinaga, K. et al. Carbendazim-induced abnormal development of
the acrosome during early phases of spermiogenesis in the rat testis. Cell Tissue Res 294,
145-152. https://doi.org/10.1007/s004410051164. 1998b.

Nakai M, Miller MG, Carnes K, Hess RA. Stage-specific effects of the fungicide carbendazim
on Sertoli cell microtubules in rat testis. Tissue Cell. 2002 Apr;34(2):73-80. doi:
10.1016/s0040-8166(02)00006-x. PMID: 12165241.

OECD. Revised Guidance Document 150 on Standardised Test Guidelines for Evaluating
Chemicals for Endocrine Disruption, OECD Series on Testing and Assessment, OECD Publishing,
Paris; 2018.

Pacheco SE, Anderson LM, Sandrof MA, Vantangoli MM, Hall SJ, Boekelheide K. Sperm mRNA
transcripts are indicators of sub-chronic low dose testicular injury in the Fischer 344 rat. PLoS
One. 7(8):e44280. doi: 10.1371/journal.pone.0044280. Epub 2012 Aug 31. PMID: 22952946;
PMCID: PMC3432073. 2012.


https://doi.org/10.1016/S0040-8166(97)80033-X
https://doi.org/10.1007/s004410051164

Petrelli G, Figa-Talamanca |, Lauria L, Mantovani A. Spontaneous abortion in spouses of
greenhouse workers exposed to pesticides. Environ Health Prev Med. Jul;8(3):77-81. doi:
10.1007/BF02897919. PMID: 21432103; PMCID: PMC2723369. 2003.

Perreault SD, Jeffay S, Poss P, Laskey JW. Use of the fungicide carbendazim as a model
compound to determine the impact of acute chemical exposure during oocyte maturation
and fertilization on pregnancy outcome in the hamster. Toxicol Appl Pharmacol.
Jun;114(2):225-31. doi: 10.1016/0041-008x(92)90072-z. PMID: 1609414. 1992.

Pisani C, Voisin S, Arafah K, Durand P, Perrard MH, Guichaoua MR, Bulet P, Prat O. Ex vivo
assessment of testicular toxicity induced by carbendazim and iprodione, alone or in a
mixture. ALTEX. 2016;33(4):393-413. doi: 10.14573/altex.1601253. PMID: 27155993. 2016.

PMRA. Health Canada Pest Management Regulatory Agency. Proposed Registration Decision.
Carbendazim. PRD2011-04. 2011.

PMRA. Health Canada Pest Management Regulatory Agency. Proposed Registration
Decision. Thiophanate-Methyl and Its Associated End-use Products. PRVD2019-07. 28 June
20109.

Rama EM, Bortolan S, Vieira ML, Gerardin DC, Moreira EG. Reproductive and possible
hormonal effects of carbendazim. Regul Toxicol Pharmacol. 2014 Aug;69(3):476-86. doi:
10.1016/j.yrtph.2014.05.016. Epub May 24. PMID: 24863245. 2014.

Rajeswary S, Kumaran B, llangovan R, Yuvaraj S, Sridhar M, Venkataraman P, Srinivasan N,
Aruldhas MM. Modulation of antioxidant defense system by the environmental fungicide
carbendazim in Leydig cells of rats. Reproductive Toxicology, Volume 24, Issues 3—-4, 2007.

Salihu M, Ajayi BO, Adedara IA, Farombi EO. 6-Gingerol-rich fraction prevents disruption of
histomorphometry and marker enzymes of testicular function in carbendazim-treated rats.
Andrologia. Dec;49(10). doi: 10.1111/and.12782. Epub 2017 Jan 19. PMID: 28102023. 2017a

Salihu M, Ajayi BO, Adedara IA, de Souza D, Rocha JBT, Farombi EO. 6-Gingerol-rich fraction
from Zingiber officinale ameliorates carbendazim-induced endocrine disruption and toxicity
in testes and epididymis of rats. Andrologia. Jun;49(5). doi: 10.1111/and.12658. Epub 2016
Aug 22. PMID: 27546232. 2017b.

Sakr SA, Shalaby SY. Carbendazim-induced testicular damage and oxidative stress in albino
rats: ameliorative effect of licorice aqueous extract. Toxicology and Industrial
Health;30(3):259-267. 2014.

Upadhyay, J., Rana, M., Bisht, S. S., Rana, A., Durgapal, S., & Juyal, V. Biomarker responses
(Serum biochemistry) in pregnant female wistar rats and histopathology of their neonates
exposed prenatally to pesticides. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 55, 1-9. 2019.

USEPA. United States Environmental Protection Agency. Guidelines for Reproductive toxicity
risk assessment. EPA/630/R-96/009. Federal Register 61(212), 56274-56322. 1996.

USEPA. United States Environmental Protection Agency. Memorandum. Thiophanate-Methyl
and Carbendazim: Amended Draft Human Health Risk Assessment for Registration
Review. Decision no 551693. DP D458977. 27 August 2020.

Yamada T., Sumida K., Saito K., Ueda S., Yabushita S., Sukata T., Kawamura S., Okuno Y., Seki
T. Functional genomics may allow accurate categorization of the benzimidazole fungicide



Benomyl: lack of ability to act via steroid-receptor-mediated mechanisms. Toxicology and
Applied Pharmacology, v. 205, p. 11-30. 2005.

Yu G, Guo Q, Xie L, Liu Y, Wang X. Effects of subchronic exposure to carbendazim on
spermatogenesis and fertility in male rats. Toxicol Ind Health. Feb;25(1):41-7. doi:
10.1177/0748233709103033. PMID: 19318503. 2009.

Zari T.A., Al-Attar A.M. Therapeutic effects of olive leaves extract on rats treated with a
sublethal concentration of carbendazim. European Review for Medical and Pharmacological
Sciences, v. 15, p. 413-426. 2011.

Zuelke K.A.; Perreault, S.D. Carbendazim (MBC) Disrupts Oocyte Spindle Function and
Induces Aneuploidy in Hamsters Exposed During Fertilization (Meiosis 11). Molecular
Reproduction and Development, v. 42, p. 200-209. 1995.

Documento assinado eletronicamente por Larissa Muratori Aguiar, Especialista em Regulagdo e
Vigilancia Sanitdaria, em 13/07/2021, as 17:46, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
no art. § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de

2020 http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ at02019-2022/2020/decreto/D10543.htm.

JE" j

assinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Camila Queiroz Moreira, Especialista em Regulagdo e
Vigilancia Sanitdaria, em 13/07/2021, as 17:54, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento
no art. § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de

2020 http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ at02019-2022/2020/decreto/D10543.htm.

JEII j

assinatura
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Daniel Roberto Coradi de Freitas, Coordenador(a) de
Reavalia¢do, em 15/07/2021, as 19:38, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art.
§ 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de

2020 http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm.

JE" j

assinatura
eletrénica

Referéncia: Processo n? 25351.945793/2019-57 SEI n2 1517596

Criado por larissa.aguiar, versdo 75 por larissa.aguiar em 13/07/2021 17:46:07.


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm
https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

16/05/2022 18:25 SEI/ANVISA - 1705915 - Parecer

== ANVISA
I Agé

ncla Nacional de Vigilincia Sanitdria

PARECER N2 26/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA

Processo n? 25351.945793/2019-57

Interessado: Coordenacdo de Reavaliacdo, Geréncia de Monitoramento e Avaliacdo do Risco, GGTOX
Assunto: Analisa os dados do Sisagua em complemento ao PARECER N2 3/2021/SEI/CREAV
/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1901126&infra_sis...

Avalia a exposicdo dietética da populacdo brasileira ao
Carbendazim pelo consumo de 4gua por meio da andlise
dos dados do Sisagua no periodo de 2014 a 2019, em
complemento ao PARECER No  3/2021/SEI/CREAV
/GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA.

Resumo

Em complemento ao PARECER N2 3/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA, o Sisagua foi
analisado detalhadamente para os anos de 2014 a 2019 em relagdo a detecgdo de Carbendazim (CBZ). Os bancos de
dados foram obtidos do portal de dados abertos do governo federal e, apds exclusdo dos registros com inconsisténcias,
uma analise descritiva foi realizada. Foram obtidos 68.941 registros e 5.624 (8,2%) foram excluidos por apresentarem
inconsisténcias. Foram analisados 63.317 registros de amostras e destas, 15,45% (9.784/63.310) apresentaram
detecgdo de CBZ, com mediana da concentragdo em 2 p/L (minimo 0,01 e maximo de 662,0). Duas amostras
apresentaram valores acima do valor maximo permitido (VMP). Nas amostras coletadas nos sistemas de abastecimento
de agua (SAA), 16,44% (6.413/39.008) detectaram CBZ, sendo que 13,12% (3.761/28.660) das amostras coletadas na
saida do tratamento e 28,58% (1.041/3.519) das amostras coletadas no sistema de distribui¢do, foram amostras com
deteccdo de CBZ. Entre as amostras coletadas nas solugbes alternativas coletivas (SAC), 10,33% (2.383/23.060) foram
amostras com detec¢do de CBZ. Nas SAC, entre as amostras coletadas no ponto de consumo, 22,5% (198/898) foram
amostras com detec¢do de CBZ. Das amostras obtidas dos SAl, 79,10% (988/1.249). Conclui-se que a exposicdo
dietética ao CBZ na agua de abastecimento humano no Brasil é relevante e os métodos de tratamento ndo foram
capazes de eliminar os residuos de CBZ antes de chegar aos consumidores da agua.

1. INTRODUGAO

A CREAV elaborou o PARECER N¢ 3/2021/SEI/CREAV /GEMAR/GGTOX/DIRE3/ANVISA (SEI 1392941) que
incluiu a analise dos dados do Sisagua. As primeiras analises do Parecer n° 3 suscitaram a necessidade de detalhar os
dados de deteccdo do Carbendazim (CBZ) no ambito do Sisagua. Neste sentido, para melhor compreender como se da a
interpretacdo dos dados do Sisagua no ambito da Coordenacgdo-Geral de Vigilancia em Saude Ambiental (CGVAM),
responsavel pela gestdo do Sisagua, a GEMAR oficiou a CGVAM solicitando esclarecimentos quanto a interpretagdo do
campo “resultados” (Oficio 4 — SEI 1604051). A CGVAM respondeu com o0s esclarecimentos necessarios para
a elaboracdo deste Parecer.

O presente Parecer descreve os dados de detec¢do do CBZ nas amostras analisadas no ambito do Sisagua
de 2014 a 2019.

2. METODO

Os bancos de dados foram obtidos, em 09 de margo de 2021, do portal de dados abertos do governo
federal (https://dados.gov.br/), buscando-se a palavra Sisagua. A busca retornou 11 possibilidades. Os banco
selecionados foram o "SISAGUA - Vigilancia (demais parametros): Dados do monitoramento da qualidade da agua
realizado pelo setor saude conforme planos de monitoramento especificos, contemplando os resultados de andlises de
gualidade da agua de alta complexidade." e o “SISAGUA - Controle Semestral: Dados do monitoramento da qualidade
da dgua realizado pelo prestador de servico em frequéncia superior a mensal, contemplando os resultados das analises
de qualidade da 4gua de alta complexidade".

Os bancos de dados foram unificados e foram selecionados os registros que apresentavam o campo
“Parametro” preenchido com o texto ‘Carbendazim + benomil - VMP: 120,0 pg/L. A seguir, os registros inconsistentes
foram excluidos. Foram considerados inconsistentes, conforme orientagao do Oficio
75/2021/CGVAM/DSASTE/SVS/MS (SEI 1634236), os registros que apresentaram qualquer uma das seguintes condigbes:

1/4


https://dados.gov.br/

16/05/2022 18:25 SEI/ANVISA - 1705915 - Parecer

o registros com resultado ‘menor que LQ’, sem o valor de LQ;

. registros com resultado ‘menor que LD’, sem o valor de LD;

. registros com valor de LD ou LQ igual a 0;

. registros com valor de LD superior ou igual ao valor de LQ;

. registros com resultado quantificado, igual a 0 (zero);

. registros com resultado quantificado, inferior ao LQ;

. registros com valor de resultado quantificado, igual ou inferior ao LD;
. registros com valor de resultado deixado em branco.

Para os registros restantes, aqueles com valor de resultado quantificado foram considerados “amostras
com deteccdo de CBZ”. Os registros que apresentavam o campo ‘resultado’ preenchido com ‘menor que LD’ ou ‘menor
que LQ’ foram consideradas neste parecer como “amostras sem detec¢ao do CBZ”.

Os dados foram analisados no software Epiinfo 7.2.4.0.

3. RESULTADOS

O Sisagua registrou, de 2014 a 2019, 68.941 amostras nas quais o parametro ‘Carbendazim + benomil -
VMP: 120,0 ug/l’ foi analisado. Foram considerados inconsistentes 5.624 (8,2%) registros, restando 63.317 registros
validos. As analises descritivas a seguir se referem a estes 63.317 registros.

A tabela 1 apresenta a distribuicdo das amostras segundo a UF. Observa-se, como ja destacado no
Parecer n° 3, uma representatividade inadequada por localidade em relacdo a coleta das amostras para andlise do
parametro ‘Carbendazim + benomil - VMP: 120,0 pg/L’. Devido a esta representatividade inadequada, optou-se por ndo
avaliar os dados em nivel estadual ou municipal.

Tabela 1. Distribui¢do das coletas de amostras de agua para analise
do parametro ‘Carbendazim + benomil’ segundo a UF, Sisagua 2014 a 2019.
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UF Total %
AC 0 0,00
Al 3 0,00
AM 75 0,11
AP 0 000
BA 639 0,93
CE 792 115
DF 193 g
ES 1305 189
GO 212 0,31
MA 2 00
MG 4276 6,20
Ms 2331 3,38
MT 1.055 1,53
PA 53 0,08
PE 0 0,00
PB 141 0,20
Pl 22 0,03
PR 8.127 11,79
RJ 710 1,03
RN 0 0,00
RO 0 0,00
RR 0 0,00
RS 1.288 2,01
SC 3.866 5,61
SE 302 0,44
SP 41.947 60,84
TO 1.502 2,18

TOTAL 68.941 100,00

Entre 2014 e 2019, 15,45% (9.784/63.317) das amostras foram consideradas amostras com detecgdo de
CBZ. A mediana da concentra¢do de CBZ foi de 2 p/L (minimo 0,01 e maximo de 662,0). Duas amostras (0,003%)
apresentaram detec¢do de CBZ acima do VMP de 120,0 ug/L.

Em relagdo ao responsavel pela coleta e andlises, as empresas prestadoras de servigo coletaram 94,98%
das amostras (60.139/63.317) amostras e o setor satude coletou 5,02% (3.178/63.317).

Em relagdo ao tipo de sistema de abastecimento, 61,61% (39.008/63.317) das amostras foram coletadas
em sistema de abastecimento de agua (SAA), 36,42% (23.060/63.317) das amostras foram obtidas de solucdo
alternativa coletiva (SAC) e 1,97% (1.249/63.317) das amostras foram obtidas de solugdo alternativa individual (SAI). A
tabela 2 apresenta a distribuicdo das faixas de resultados em fungdo do tipo de sistema de abastecimento.

Tabela 2. Distribui¢do dos resultados das amostras coletadas para detec¢ao do parametro ‘Carbendazim + benomil’
segundo o tipo de sistema de abastecimento, Sisagua 2014 — 2019.
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Amostras com deteccdo n (%) Amostras sem deteccdon (%)  Total (n)
<=1 >1-60 >60-120 >120* MENOR_LD MENOR_LQ
Total n (%) Total n (%)
SAA 2.553 (6,54) 3.345(8,58) 514(1,32) 1(0,003) 4.080(10,46) 28.515(73,10) 39.008
6.413 (16,44) 32.595 (83,56)
SAC 1.104 (4,79) 1.152 (5,00) 126(0,55) 1(0,004) 1.103 (4,78) 19.574 (84,88) 23.060
2.383 (10,33) 20.677 (89,67)
SAl 258 (20,66) 730 (58,45) 0(0,00) 0 (0,00) 19 (1,52) 242 (19,38) 1.249
988 (79,10) 261 (20,90)
TOTAL 3.915(6,18) 5.227(8,26) 640(1,01) 2(0,003) 5.202(8,22) 48.331(76,34) 63.317**

9.784 (15,45) 53.533 (84,55)

SAC - solucgdo alternativa coletiva; SAA — Sistema de abastecimento de dgua; Vigilancia — amostras coletadas pelo setor
saude;
* Resultado maior que o valor maximo permitido. ** Inconsisténcias excluidas da andlise.

https://sei.anvisa.gov.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1901126&infra_sis...

Entre as amostras coletadas nos SAA, as amostras com deteccdo de CBZ representaram 16,44%
(6.413/39.008). Para as amostras coletadas na saida do tratamento, 13,12% (3.761/28.660) foram amostras com
detecgdo de CBZ. Para as amostras coletadas no sistema de distribuicdo, 24,60% (1.062/4.317) foram amostras com
detecgdo de CBZ.

Das amostras coletadas nas SAC, 10,33% (2.383/23.060) foram amostras com deteccdo de CBZ. Destaca-
se que 22,5% (198/898) das amostras coletadas no ponto de consumo foram amostras com detecc¢io de CBZ.

Para as amostras coletadas nas SAI, foi detectado CBZ em 79,10% (988/1.249) das amostras.
4, CONCLUSAO

Apesar do baixo percentual de amostras com detec¢do de CBZ acima do VMP, a exposicdo dietética ao
CBZ pelo consumo de 4dgua no Brasil é relevante em fungdo da conclusdo da avaliagdo toxicoldgica de que ndo ha limiar
seguro para exposicado a este ingrediente ativo.

Houve detec¢do de CBZ em amostras de dgua coletadas apds o sistema de tratamento utilizado, ou seja,
na dgua pronta para o consumo humano. Portanto, os métodos de tratamento da dgua utilizados ndo foram capazes de
eliminar o CBZ.

Documento assinado eletronicamente por Daniel Roberto Coradi de Freitas, Coordenador(a) de Reavaliagdao, em
10/12/2021, as 17:37, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543,
de 13 de novembro de 2020 http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/ ato2019-2022/2020/decreto/D10543.htm.

1
assnatura l?
eletrénica
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