MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
BA LEC- 00003/21

DADOS REFERENTES AO CLIENTE

MEFA CONSULTORIA, COMERCIO, IMPORTACAO E

Patrocinador; EXPORTACAQ DE PRODUTOS QUIMICOS LTDA.
Endereco: Rua: Rua Juiz David Barrilli, 304
Contato: Roberto Varella

DADOS REFERENTES A AMOSTRA

Identificacdo do item de ensaio:

MEFA L

Cadigo do item de ensaio (Bioagri):

SAN-0669-01/21

Lote da amostra:

Ingrediente ativo:

N° da Proposta:

06190/20 Rev. 2

Data do recebimento do item de ensaio: 01/Jun/2021

Data de fabricacio: -

Data de validade: —

Data de inicio do teste definitivo: 03/Set/2021

Data do fim do teste definitivo: 07/Set/2021
DADOS DE ANALISE

Parametro analisado: Toxicidade Aguda para o peixe Danio rerio.

Metodologia utilizada: OECD Guideline for the Testing of Chemicals, n° 203 (OECD, 2019).

Definicoes

horas de exposico.

CLso; 96 horas: concentracdo da amostra que causa imobilidade a 50% dos organismos-teste, no periodo de 96

RESULTADOS ANALITICOS DA AMOSTRA

Parametro

CLso; 96 horas (mg/L)

MEFA L

Superior a 100 mg/L

Obs:  Os resultados das andlises referem-se somente as itens de ensaio analisados.
Este Boletim de Andlise so pode ser reproduzido por inteiro e sem nenhuma alteragéo.

Piracicaba, 09 de Setembro de 2021.

qu{‘(@ﬂ fOﬂé?hO— do Cilva
) Ayrton Santana da Silva
Responsavel Técnico

Bioagri Labo??:%éoﬁzgfftﬁ%gmm da Qualidade (Elaborado em 23/Setembro/2019)
Piracicaba - SP / Rodovia SP 127, km 24 / Guamium - Caixa postal: 573/ g;éi;%q@éogo

Fone: (19) 3429 7700 / Comercial Farmacos - farmacos.br@mxns.com / Comercial Agro - agro.br@mxns.com | pioagri.com.br | merieuxnutrisciences.com




MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
BA LEC- 00003/21

= DADOS ADICIONAIS

Tabelas
Tabela 1 — Observagéo da Mortalidade — Teste Definitivo

Numero de peixes mortos no periodo testado

Concentracdo nominal (mg/L
entraca inal (mg/L) 3h 6h 24h 48h 72h 96h

Controle agua 0 0 0 0 0 0
0,01 0 0 0 0 0 0

0,1 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0

100 0 0 0 0 0 0

Obs: Em cada concentragdo e tratamento controle foram expostos 7 peixes.

Obs 2: Uma vez que o produto foi recebido em sua forma concentrada

{nac considerada sua forma final) foi orientade pelo patrocinader o preparo preliminar de diluigéo de
1:30 (amostralagua) antes da condugdo do experimento. Sendo assim:

1) Foi pesado 0,1 grama da amostra
2) Diluida em 3 gramas de agua
3) Solubilizado e ent&o considerado como amostra inicial para o preparo das concentraches teste.

Substancia de referéncia

A CLso 24 horas para a substancia de referéncia dicromato de potassio foi 169,30 mg/L, com
intervalo de confianga 95% de 141,39 a 202,73 mg/L. Esta resposta com dicromato de

potassio confirma a sensibilidade dos organismos utilizados no presente bioensaio (OECD,
203).

Andlise Estatistica
Programa estatistico utilizado: Trimmed Spearman-Karber.

Bioagri Labé%ﬁtg%gg -Lga%istro da Qualidade (Elaborado em 23/Setembro/2019)
Piracicaba - SP / Rodovia SP 127, km 24/ Guamium - Caixa postal: 573 .’Fgggin?f&%-g{)ﬂ
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MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
BA LEC-00004/21

DADOS REFERENTES AO CLIENTE
MEFA CONSULTORIA, COMERCIO, IMPORTACAO
E EXPORTACAO DE PRODUTOS QUIMICOS LTDA
Rua: Rua Juiz David Barrilli, 304, SAO JOSE DOS

Patrocinador:

Endereco:

CAMPQS/SP.

Contato: Roberto Varella

DADOS REFERENTES A AMOSTRA
Identificagdo do item de ensaio: MEFA L
Codigo do item de ensaio (Bioagri): SAN-0669-01/21
Lote da amostra: -
N° da Proposta: 06190/20 - Rev. 2
Data do recebimento do item de ensaio: 01/Jun/2021
Quantidade recebida: 812g

Data de fabricagao: i
Data de validade: -

Data de inicio do ensaio: 08/Set/2021
Data do fim do ensaio: 10/Set/2021
DADOS DE ANALISE

Parametro analisado: Toxicidade Aguda com Daphnia magna.

Metodologia utilizada: OECD (2004), Test No. 202 Daphnia sp. Acute Immobilisation Test, OECD
Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 2, OECD Publishing, Paris, 2004.

Definigoes

CEso; 48 horas: concentracio da amostra que causa imobilidade a 50% dos organismos-teste, no periodo de 48
horas de exposigéo.

IC (Intervalo de Confianga): é a incerteza de medic&o ao nivel de 95% de confianca.

RESULTADOS ANALITICOS DA AMOSTRA

J CEso; 48 horas
Parametro (mglL) IC (mg/L)
Toxicidade aguda com Daphnia magna >100 -

Obs:  Os resultados das analises referem-se somente as itens de ensaio analisados.
Este Boletim de Analise s6 pode ser reproduzido por inteiro e sem nenhuma alterac3o.

Piracicaba, 16 de Setembro de 2021.

FM’V“{M _-1: < V&CC}’%‘
Francine Inforgato Vacchi

Responsavel Técnico
CRQ: 04271229

SQB 0623/P - Registro da Qualidade (Elaborado em 23/Setembro/2019)

Pagina 1 de 2

Bioagri Laboratérios Ltda
Piracicaba - SP / Rodovia SP 127, km 24 / Guamium - Caixa postal: 573 / CEP: 13.412-000
Fone: (19) 3428 7700 / Comercial Farmacos - farmacos.br@mxns.com / Comercial Agro - agro.br@mxns.com | bicagri.com.br | merieuxnutrisciences.com



BOLETIM DE ANALISE
BA LEC-00004/21

MERIEUX

NutriSciences

b= DADOS ADICIONAIS

Tabelas

Condigdes do Ensaio

Agua de diluicio e controle: meio M4

Temperatura (°C) durante a incubacdo - Max: 19,8 Min: 19,2

Organismo-teste: Daphnia magna Idade: 6 a 24 horas

Numero de organismos por concentracio: 20 Numero de réplicas por concentracio: 4

Fotoperiodo: 16 horas luz e 8 horas escuro

Resultados
Concentragzo Numero de organismos iméveis - 48 horas
teste

(mg/L) | 1] 1l v Total % de imobilidade

100 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

0,1 0 0 0 0 0 0

0,01 0 0 0 0 0 0

Controle 0 0 0 0 0 0

proporg3o de 1:30 (amostra/dgua) antes da conducao do experimento. Sendo assim;

1) Foi pesado 0,1 grama da amostra
2) Diluida em 3 gramas de &gua
3) Solubilizado e entéo considerado como amastra inicial para o preparo das concentragdes teste.

Obs: Uma vez que o produto foi recebido em sua forma concentrada, foi orientado pelo patrocinador o preparc da diluiggo na

Substancia de referéncia

organismos utilizados nesta anélise (OECD, 2004)

A CES50 24 horas para a substancia de referéncia cloreto de potassio foi 776,79 mg/L, com intervalo de
confianga 95% de 739,24 a 816,24 mg/L. Esta resposta confirma a sensibilidade adequada dos

Analise Estatistica

Programa estatistico utilizado; Trimmed Spearman-Karber.

SQB 0623/P — Registro da Qualidade (Elaborado em 23/Setembro/2019)
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MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
BA LEC-00005/21

DADOS REFERENTES AO CLIENTE
MEFA CONSULTORIA, COMERCIO, IMPORTACAO
E EXPORTAGCAO DE PRODUTOS QUIMICOS LTDA
Rua: Rua Juiz David Barrilli, 304, SAO JOSE DOS

Patrocinador:

Endereco:

CAMPOS/SP.

Contato: Roberto Varella

DADOS REFERENTES A AMOSTRA
Identificagdo do item de ensaio: MEFA L
Cddigo do item de ensaio (Bioagri): SAN-0669-01/21
Lote da amostra: -
N°® da Proposta: 06180/20 - Rev. 2
Data do recebimento do item de ensaio: 01/Jun/2021
Quantidade recebida: 8129

Data de fabricac&o: --
Data de validade: -
Data de inicio do ensaio: 16/Ago/2021
Data do fim do ensaio: 31/Ago/2021
DADOS DE ANALISE
Parametro analisado: Toxicidade aguda para a minhoca Eisenia foetida
Metodologia utilizada: OECD Guideline for the Testing of Chemicals, n® 207 (OECD, 1984).

Definicoes

CLeso; 14 dias: concentrag&o da amostra que causa imobilidade a 50% dos organismos-teste, no periodo de 14 dias
de exposicao.

IC (Intervalo de Confianga): & a incerteza de medicéo ao nivel de 95% de confianca.

RESULTADOS ANALITICOS DA AMOSTRA

i CLso 14 dias
Parametro (malk) IC (mglL)
Toxicidade do aguda do MEFA L para > 1000 )
a minhoca Eisenia foetida

Obs:  Os resultados das analises referem-se somente as itens de ensaio analisados.
Este Boletim de Analise s6 pode ser reproduzido por inteiro e sem nenhuma alteragao.

Piracicaba, 17 de Setembro de 2021.

Fernanda Gd|dino
Responsavel Técnico

SQB 0623/P — Registro da Qualidade (Elaborado em 23/Setembro/2019)
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MERIEUX

NutriSciences

BOLETIM DE ANALISE
BA LEC-00005/21

Tabelas

RESULTADOS ANALITICOS DA AMOSTRA

Tabela 1 - Mortalidade Cumulativa das Minhocas no Teste Definitivo Exposta ao ltem de Teste
apos 7 e 14 dias de incubacio.

1

Numero de minhocas mortas por réplica loel d.e mortalidadfe gpés Lo
Concentracgdo dias de exposicdo
nominal * : e 14 dias de
(mg.kg") 7 dias de exposicédo exposicio Total
I | mjiv 1 | mjiv
1000 0] 0 0 0 0 0 0] 0 0
Controle agua 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Numero inicial de minhocas em cada réplica = 10.

CONDICOES DO ENSAIO
Solvente: Agua deionizada
Tratamento controle: 062 g de solo artificial + 188 mL de agua deionizada
Tratamento amostra: 962 g de solo artificial + 188 mL de solucdo teste
Organismo-teste: Eisenia foetida
NuUmero de organismo/concentracao: 40
Numero de réplicas/concentracao: 4
Intensidade luminosa média: 607 lux
Temperatura do solo artificial ("C): Maxima: 21,5 Minima: 18,0
Ei:gi:?njgxdas minhocas no inicio do Maximo: 405 Minimo: 341
Eﬁzgi;“(en‘jg;:das tinheras o final do Méximo: 375 Minimo: 308

Substancia de referéncia

A Clso 14 dias* para a substancia de referéncia Cloroacetamida foi 73,20 mg.kg™?, com
intervalo de confianga 95% de 63,25 a 84,73 mg.kg™ de solo artificial. Esta resposta com

Cloroacetamida confirma a sensibilidade dos organismos utilizados no presente bioensaio
ABNT, 2014), que esta entre 20 e 80 mg.kg™'.

Analise Estatistica

Programa estatistico utilizado: Trimmed Spearman-Karber.
14 dias de exposicao.

SQB 0623/P - Registro da Qualidade (Elaborado em 23/Setembro/2019)
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MERIEUX

NutriSciences

Boletim de Analise — BA LTA-00042/21

Avaliacgo da Opacidade e Permeabilidade do ltem de Teste
MEFA L em Cérnea Bovina

" Dados da Empresa

Empresa: MEFA CONSULTORIA, COMERCIO, IMPORT@CAO E EXPORTAGAO DE PRODUTOS QUIMICOS LTDA
Endereco: R. JUIZ DAVID BARRILLI, 304 — SALA 103, SAO JOSE DOS CAMPOS - SP, CEP: 12.246-200

Dados da Amostra:

Nome do Item de Teste: MEFA L

Aspecto fisico: Liquido

Cadigo Bioagri: SAN - 0669-01/21

Proposta: 06190/20 - Rev. 2

Data de entrada no laboratério: 01/Jun/2021

Data do inicio da analise: 04/Ago/2021

Data do término da analise 04/0ut/2021

Metodologia utilizada: OECD Guideline for Testing of Chemicals. Bovine

Corneal Opacity and Permeability Test Method for
Identifying i) Chemicals Inducing Serious Eye Damage
and ii) Chemicals Not Requiring Classification for Eye
Irritation or Serious Eye Damage — n° 437. Adopted:
June 26", 2020, 28p.

RESUMO

- Este estudo foi realizado para avaliar o potencial do Item de Teste MEFA L de causar sérios danos & cornea
isolada dos olhos de bovinos recém-abatidos. O Teste de Opacidade e Permeabilidade da Cérnea Bovina (BCOP)
€ um ensaio in vitro que avalia diretamente os efeitos de substancias potencialmente irritantes sobre a opacidade e
permeabilidade de corneas bovinas recém-obtidas. ApoOs a exposicdo ao ltem de Teste, a opacidade da corneza é
medida diretamente com um opacitdmetro e permeabilidade da cérnea é determinada usando fluoresceina sbdica
(um corante que geralmente ndo pode passar pelas células epiteliais da cormea) e medida
espectrofotometricamente por meio de alteracdes na densidade oOptica. Ambas as medicdes sdo usadas para
calcular o Indice de Irritancia in vitro (IVIS), que podem entéo ser usados para comparar o potencial de irritagio de
diferentes substancias/produtos quimicos de teste.

No presente estudo, foram utilizados trés corneas para cada grupo experimental e em cada cérnea foi aplicado 750 uL
do controle negativo, do controle positivo e do Iltem de Teste na concentragao de 10% (m/v), conforme solicitagio do
patrocinador, diluido em solug&o de cloreto de sodio 0,9%. Apos a aplicagéo, as corneas foram mantidas em contato
com o ltem de Teste, com o controle negativo e positivo por 10 minutos a 32 + 1°C. Apos o periodo de exposi¢do e
lavagem, as corneas foram incubadas por mais 2 horas a 32 + 1°C e a opacidade foi avaliada. Apos este procedimento,
as corneas foram incubadas com 1 mL da solug3o de fluoresceina sadica (4 mg.mL™") por 90 + 5 minutos a 32+ 1°C e a
permeabilidade de cada coémea foi avaliada.

O ltem de Teste aplicado nas cérneas nao apresentou alteragdes macroscopicamente visiveis

A média do valor da opacidade e permeabilidade induzidas pelo ltem de Teste foi de 0,206 e -0,008,
respectivamente. O valor do Indice de Irritancia in vitro (IVIS) foi de 0,118.

Portanto, nas condigbes deste estudo, o Item de Teste MEFA L foi classificado de acordo com a UN GHS Classification
(OECD TG 437, 2020) como “Sem Categoria’.

Pagina 1 de 4
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MERIEUX

NutriSciences

Boletim de Analise — BA LTA-00042/21

Avaliacdo da Opacidade e Permeabilidade do ltem de Teste
MEFA L em Cérnea Bovina

RESULTADOS ANALITICOS

Os resultados da opacidade foram calculados de acordo com as seguintes equacgdes:
Opacidade Liquida da Cérnea = Opacidade Final — Opacidade Inicial
Opacidade Corrigida = Opacidade Liquida da Cérnea — Média da Opacidade Liquida do grupo Controle Negativo
Os resultados da permeabilidade foram calculados de acordo com as seguintes equagdes:
DO,y Liquida = (Leitura OD 40— DOgs, Branco) x Fator de Dilui¢do (quando houver)
* DOgg Liquida Corrigida = OD g, Liquida— Média DO, Liquida do grupo Controle Negativo

Uma vez que os valores corrigidos de opacidade e permeabilidade (ODygp) foram obtidos para cada grupo tratado,
0s mesmos foram combinados na férmula descrita abaixo para calcular a graduacio da irritag&@o in vitro (IVIS):

IVIS = Média da opacidade Corrigida + (15 x Média da OD 4, Liquida Corrigida)

O valor de IVIS obtido deve ser interpretado de acordo com a tabela abaixo para a realizacéo da classificacdo da
substancia teste de acordo com o UN GHS:

IVIS UN GHS
<3 Nao Classificado
>3;<55 A predicdo n&o pode ser realizada
> 55 Categoria 1
CONCLUSAO

O ltem de Teste MEFA L, quando aplicado em cérneas bovinas, obteve um IVIS de 0,118. Portanto, nas
condigGes deste estudo, o Item de Teste MEFA L foi classificado de acordo com a UN GHS Classification (OECD
TG 437, 2020) como “Sem Categoria”.
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MERIEUX

NutriSciences

Boletim de Analise — BA LTA-00042/21

Avaliac&do da Opacidade e Permeabilidade do ltem de Teste
MEFA L em Cérnea Bovina

Tabela 1 — Avaliagio inicial das cérneas.

# s Inspeg¢ao Visual da Cérnea apta a ser
Grupo Cérnea Diametro (mm) cérnea utilizada
Sim
Controle Negativo :g ggg g S;m
- 5 i o, L
(Solugao de cloreto de sédio 0,9%) 23 275 0 S?m
Controle Positivo gi ‘;gg g gi:l
0, il
(Etanol 100%) 05 265 0 Sim
20 27,0 0 Sim
MEFA L 21 27,5 0 Sim
22 28,0 0 Sim
Legenda para a inspec&o visual das cérneas: 0. Sem alteragdes observaveis;
Tabela 2 — Avaliagdo da opacidade das corneas.
Inspegao Média da Mcdhilidd
Giiips N°da  Opacidade Opacidade Visﬁaf %  Opacidade Opacldads Opacidade Opacidade
Cérnea Inicial Final pm— Liquida Liquida Corrigida Cc:‘rgglga
Controle 16 5,277 5,673 0 0,396 0,396
Negativo
(Solugao de 18 4,367 4,703 0 0,336 0,356 0,336 0,356 + 0,034
cloreto de
sédio 0,9%) 23 4,536 4,873 0 0,337 0,337
Controle 02 3,568 32,225 3A 28,657 28,301
'?E’ts;tr:‘éf 04 2,284 30,062 3A 27,778 27,979 27,421 27,623 + 0,603
100%) 05 1,907 29,410 3A 27,503 27,146
20 3,103 3,601 0 0,498 0,141
MEFA L 21 2,070 2,636 0 0,565 0,562 0,209 0,206 £ 0,063
22 4,217 4,839 0 0,623 0,266
Legenda:
0. Sem alteragdes observaveis 4. Qutros: —
1. Residuos do Item de Teste NA: Nao aplicavel
2. Descamagio do epitélio DP: Desvio padrdo

3 Padrao de Opacidade (A) Uniforme (B) Nao uniforme
Inspegéo visual da cérnea apés o periodo de incubagéo pés-exposicio.
A média da opacidade corrigida para o grupo Controle Negativo representa a média da opacidade liquida.

Pagina 3 de 4

SQB 1418/A — Registro da Qualidade (Elaborado em 07/margo/2012)

"

Bioagri Laboratérios Ltda
Piracicaba - SP / Rodovia SP 127, km 24 / Guamium - Caixa postal: 573 / CEP: 13.412-000

Fone: (19) 3429 7700 / Comercial Farmacos - farmacos.br@mxns.com / Comercial Agro - agro.br@mxns.com | bioagri.com.br | merieuxnutrisciences.com



MERIEUX

NutriSciences

Boletim de Analise — BA LTA-00042/21

¢ Avaliacdo da Opacidade e Permeabilidade do ltem de Teste
MEFA L em Cérnea Bovina

Tabela 3 — AvaliacZo da permeabilidade das corneas.

. Média da
DOua0 D040 _— Fator de Média DOyso o
N° Média o DOss0 P DOQuy Liquida
Grupo : Rep Rep Diluigao i DOsso Liguida ~
Cérnea 1 5 DOueo Liquida Elquide Corrigida CO:I'[I)QF:da
Branco' NA 0,027 0,027 0,027 1 NA NA NA NA
Controle 16 0,052 0,050 0,051 1 0,024 0,024
Negativo
(Solugao de 19 0,048 0,045 0,047 1 0,020 0,020 0,020 0,020 £ 0,003
cloreto de
s6dio 0,9%) 23 0,046 0,043 0,045 1 0,018 0,018
Controle 02 0,358 0,343 0,351 5 1,726 1,705
Positivo 1,694 + 0,022
(Etanol 04 0,353 0,349 0,351 5 1,728 1,714 1,708 4 §
100%) 05 0,349 0,337 0,343 5 1,688 1,668
20 0,036 0,037 0,037 1 0,010 -0,011
MEFA L 21 0,049 0,036 0,043 1 0,016 0,015 -0,005 i e
22 0,056 0,035 0,046 1 0,019 -0,002
" O Branco & representado pelo meio de cultura onde a fluoresceina foi diluida.
NA: Nao aplicével. DP: Desvio padrao.
Tabela 4 — Calculo da graduac&o da irritagao in vitro (IVIS).
Média da Opacidade Média da
i Corrigida DO Liquida Corrigida Wk
Controle Negativo
(Solugdo de cloreto de sédio 0,9%) 0,356 0.020 0,661
Controle Positivo
(Etanol 100%) 27,623 1,694 53,025
MEFA L 0,206 -0,006 0,118

Obs: Os resultados das analises referem-se somente a amostra enviada pelo interessado.
Este Boletim de Analise s6 pode ser reproduzido por inteiro e sem nenhuma alteragéo.

Piracicaba, 13 de Qutubro de 2021.

Luisﬂzaulo Fava
Responhsavel Técnico
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MERIEUX
Vas

NutriSciences

Relatério do Estudo: RE. 409.0003.21

Titulo do estudo:

Metodologia:

Diretor de estudo:

Laboratério Executor:

Patrocinador:

Conclusio de Relatorio:

Avaliagdo de Toxicidade Oral Aguda do ltem de Teste MEFA L em Ratos

ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT.
Guideline for testing of chemicals - Section 4: Health Effects: Acute oral
Toxicity - Acute toxic class method - 423. Paris: Adopted: 17 December 2001,
p.1-14.

Carlos Alberto Goia

Bioagri Laboratérios Ltda.

Rod. SP 127, Km 24, Fone: (19) 3429-7700 - Fax: (19) 3429-7713
Cx. Postal: 573 e 1239 - CEP: 13412-000

Piracicaba - SP - Brasil

WWW.merieuxnutrisciences.com; carlos.goia@mxns.com

MEFA CONSULTORIA, COMERCIO, IMPORTAGAO E EXPORTACAO DE
PRODUTOS QUIMICOS LTDA

Rua: JUIZ DAVID BARRILLI, 304 — SALA 103 — Parque Residencial Aquarius
Fone: (12) 98129-4554

CEP: 12246-200

SAO JOSE DOS CAMPOS - SP - Brasil

17/Set/2021
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NutriSciences
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Declaragdo de acompanhamento do estudo
O estudo descrito neste Relatério do Estudo foi executado sob minha supervisdo, de acordo com o0s
procedimentos descritos no Guideline 423 da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD,
2001).
Este relatério representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos.

Copia do Relatério do Estudo e todos os dados e observagdes referentes a este estudo, serdo mantidos nos
arquivos da Bioagri Laboratérios Ltda., por um periodo de no minimo 6 anos.

Os documentos e registros gerados neste estudo serdo mantidos nos arquivos da Bioagri Laboratérios Ltda., por
um periodo de 6 anos.

/?Mé( 4/14‘ 1% Set 2021

Carlos &berto Goia dd mmm aaaa
Diretor de Estudo
Fone: (19) 3429-7700

Péagina 2 de 7 - RE.409.0003.21



Relatério do Estudo: RE. 409.0003.21

oa MERIEUX

NutriSciences

1. Informagodes

1.1.Do estudo

Inicio da fase experimental: 21/Julf2021
Final da fase experimental: 11/Ago/2021
Conclusdo do relatorio: 17/Set/2021

Nimero da proposta:

06190/20 Rev. 2

Corpo técnico:

Diretor de estudo: Carlos Alberio Goia
Analistas de laboratério: Danilo Nascimento de Lima
Luciana Ometto Segabinazzi

1.2. Do item de teste

ltem de teste: MEFA L
Recebida em: 01/Jun/2021
Cddigo da Bioagri: SAN-0669-01/21
Aspecto fisico: Liguido

Iltem de teste enviado por:

MEFA CONSULTORIA, COMERCIO, IMPORTACAO E
EXPORTACAO DE PRODUTOS QUIMICOS LTDA

2. Objetivo

O objetivo € avaliar a toxicidade oral aguda em ratos do item de teste MEFA L.

3. Definigoes

Toxicidade oral aguda: é o efeito adverso que ocorre dentro de um curto periodo de tempo apds a
administragdo oral de uma Unica dose do item de teste.

Dose: & a quantidade do item de teste administrado ao animal durante o teste, expresso em unidade de peso
do item de teste em relagéo & unidade de peso corpéreo do animal (mg.Kg™).
DLso Oral (Dose Letal 50%): é uma Unica dose do item de teste, que quando administrada por via oral, pode
causar a morte de 50% dos animais testados. O valor da DLgo Oral € expresso em unidade de peso do item de
teste por unidade de massa de peso corpéreo do animal teste (mg.Kg'*)

Item de teste: & qualquer espécie quimica, biolégica ou biotecnolégica, formulagéo ou metabdlito, que esta
sob investigacdo em um estudo.
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4. Material e métodos

Este estudo foi conduzido pelo método OECD (Organisation for Economic Co-Operation and Developm_e_nt) n°
423 (2001) e Procedimento Operacional Padrio da Bioagri Laboratérios Ltda., POP-M 1503 (Teste de Toxicidade
Oral Aguda em Ratos - (423) Método Classico OECD, Rev. 08).

4.1.Selegao do sistema-teste

No estudo foram utilizados ratos jovens adultos saudaveis (Rattus norvegicus), linhagem Wistar, com idade de 09
e 08 semanas, lotes: 022/21 e 023/21, com intervalo de peso de £ 20%, adquiridos da criagdo ANILAB - Animais de
Laboratério Criagdo e Comércio Ltda. Os animais foram utilizados apds inspec¢io e aclimatados nas condigdes do
laboratério por no minimo 5 dias, conforme POP-M 0700 (Rev. 06) e POP-M 0825 (Rev. 10).

4.1.1. Justificativa da selecdo do sistema-teste

O rato € a espécie mais comumente usada para teste de toxicidade oral aguda, e é recomendado por vérias
ageéncias reguladoras. O rato é um modelo universal para avaliar a toxicidade de varias classes de produtos
quimicos e para qual existe um grande histérico de dados de base (Gad & Chengelis, 1998)

4.1.2. Declarag@o de acompanhamento de bem-estar animal

Este estudo foi realizado em conformidade com todas as leis aplicaveis ao bem estar de uso e cuidado
humanitario de animais de laboratério. Sempre que possivel, os procedimentos s3o delineados visando evitar ou
minimizar desconforto, anglstia ou dor aos animais. Este estudo estd amparado pelo Protocolo n° 005/21,
aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) em 24/Fev/2021.

4.2. Preparo do sistema teste

Seis animais fémeas, nuliparas e nio prenhes foram empregadas, usando trés animais por tratamento. Os
animais selecionados foram randomizados e formados um grupo em cada tratamento, mantendo o peso médio dentro
de £ 20% calculado separadamente por grupo.

A alimentac&o foi retirada na véspera da aplicagdo do item de teste. A racio foi retornada aos animais tras
horas apés a aplicagdo do item de teste.

Cada animal foi identificado por marca na cauda. Os animais foram numerados com uma caneta apropriada,
em ordem crescente. Cada caixa foi identificada com placas metélicas onde constou o codigo da amostra, nimero
do estudo, data de inicio e data de término do ensaio, Sexo e espécie.

4.3.Condigdes de alojamento e alimentacio dos animais

As condigdes de higiene e sanitizagdo est&o de acordo com o POP-M 0825 (Rev. 10). A temperatura da sala
dos animais foi mantida em 22°C (£ 3°C), bem como a umidade relativa do ar entre 30 e 70%. Luz artificial foi
proporcionada aos animais, em ciclos sequenciais de 12 horas de luz e 12 horas sem luz e as trocas de ar
programadas para 10 a 15/hora.

Ragéo comercial peletizada (Nome Comercial: Socil ratos e camundongos; Marca Neovia NutricZo e salide
animal.) foi oferecida ad libitum, supridas em cochos metélicos. Amostras de lotes de racdo e de agua sio
regularmente avaliadas por Bioagri Laboratérios Ltda./SP quanto & qualidade microbiolégica e microtoxinas que
devem estar dentro do padrao de qualidade esperado para rag&o. Agua foi fornecida, ad libitum, em garrafas com

bico metalico nas gaiolas e a mesma & avaliada quanto a qualidade microbiolégica, a mesma atende aos padrées
de potabilidade.

4.4.Preparo do Item de Teste

O item de teste foi administrado diluido na proporgao de 1 parte do ltem de teste para 30 partes de agua

purificada, conforme diluicdo de uso recomendada pelo patrocinador, e aplicado com o auxilio de uma canula
metélica, através de gavagem oral.
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4.5.Dose utilizada

A dose inicial foi de 2000 mg do item de teste diluido em agua purificada / Kg de peso corpéreo. Foram
empregados trés animais no 1° tratamento. Em consequéncia dos resultados obtidos, um novo grupo de ftrés
animais recebeu novamente a dose de 2000 mg item de teste diluido em agua purificada / Kg de peso corporeo
(2° tratamento), para confirmagéo dos resultados.

4.6. Administracio do ltem de Teste

O volume do item de teste administrado para cada animal foi calculado de acordo com o respectivo peso
corporeo, determinado no dia do tratamento. A administracéo foi executada por gavagem, usando uma canula

apropriada fixada a uma seringa. Os animais voltaram a ter acesso ao alimento, ad libitum, 3 horas depois da
dosagem.

4.7.Peso corpdreo

Os animais foram individualmente pesados antes do item de teste ser administrado (1° dia), no 7° dia apos a
administracéo do item de teste, e no final do tratamento (14° dia)

4.8.Observagdes dos sinais clinicos

Os animais foram observados individualmente apds receberem a dose do item de teste, nos primeiros 30
minutos, periodicamente durante as primeiras 24 horas (com especial atengZo nas primeiras 4 horas), e
diariamente, por um periodo de 14 dias, desde gue permanecessem Vivos.

Todas as alteragdes observadas neste periodo foram sistematicamente registradas, sendo mantidos registros
individuais para cada animal.

As alteragdes clinicas contempladas nas avaliagées sao: mudancas na pele e pelos, olhos € membranas
mucosas, aparelho respiratério, circulatério e sistema nervoso central, com atengéo especial para a observagio de
tremores, convulsdes, salivagéo, diarréia, letargia, sonoléncia e coma. N&o foram observados sinais clinicos em
nenhum dos animais deste estudo bem como n3o ocorreram mortes durante o estudo.

4.9. Eutanasia dos animais

Os animais deste estudo foram eutanasiados em camara de CO,. Apés este procedimento, a morte dos

animais foi confirmada através do 2° método de eutanasia (deslocamento cervical), conforme POP-M 0824 (Rev.
08).

4.10. Patologia

Todos os animais testados foram submetidos a exame de necropsia conforme POP-M 0841(Rev. 01), sendo
registradas para cada animal possiveis alteracdes patoldgicas evidenciadas: superficie externa do corpo (pele,
pelos e olhos); sistema respiratério (traquéia-artéria e puima&o), sistema circulatério (coracao, vasos e artérias), trato
gastrintestinal (estdmago, intestino delgado e grosso), trato reprodutivo (ovarios), sistema urinério (bexiga, rins e
ureteres) e outros 6rgaos como o pancreas, figado, bago e cérebro.

5. Resultados

. _'I_'rés animais, fémeas nuliparas e nio prenhas por tratamento foram utilizados no estudo, recebendo
individualmente o item de teste (diluido) na dose de 2000 mg.Kg™ de peso corporeo, conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Sexo, peso dos animais e volume aplicado do item de teste, correspondendo a dose de 2000 mg.Kg'1 de
peso corpéreo, durante o periodo de avaliacio.

1° Tratamento

Peso dos animais (g) / periodo (dias)
Ndmero do animal Dia da Dose (ma.Ka™ Volume
REi aplicacao 70 140 (M3KG™) | aplicado (mL)
(Dia zero)
1 Q 188,76 193,26 207,47 0,34
2 Q 213,46 235,88 241,38 2000 0,38
3 Q 214,34 238,06 251,34 0,39
2° Tratamento
Dia da
; . o -1 Volume
Nimero do animal Sexo (a&l;cggfoc; 7° 14° Dose (mg.Kg™) aplicado (mL)
1 Q 195,93 215,12 22557 0,35
e 206,57 219,63 226,00 2000 0,37
3 Q 196,49 211,76 214,39 0,35

Na Tabela 2 consta o niimero de animais mortos por dia nas doses avaliadas.

Tabela 2. Animais mortos durante o periodo de avaliagio para cada tratamento.

N° de Dose Periodo de avaliac&o (dias) Total de

Tratamentos | . sl (mgKg") [0[1]2]3[4[5]6]7]8]9]10]11]12]13] 14| Mortes
1 03 2000 oloj/oj/oJolojojo]lolololololo]oO 0
2 03 2000 olojoJoJlolo]olojololololololo 0

Os animais ndo apresentaram sintomas ou reacdes ap6s a aplicacio do item de teste.

No exame de necropsia n&o foram evidenciadas alteragées nos sistemas cardio-respiratorio, sistema gastro-
entérico e anexos, e sistema nervoso central.

Os resultados obtidos com o item de teste foram avaliados de acordo com o esquema de classificacéo da

OECD (2001) (Figura 1, anexo) considerando-se para determinagéo de DLsy, 0 nimero de animais mortos e a
dose inicialmente administrada do item de teste.

6. Conclusio

Baseado no fluxograma com a dose inicial de 2000 mg.Kg™ pc, o ltem de Teste MEFA L diluido na proporgéo
de 1 parte do ltem de teste para 30 partes de &gua purificada, conforme diluicdo de uso recomendada pelo
patrocinador, foi classificado como categoria 5 (n&o classificado), de acordo com o GHS (Globally Harmonized
Classification System for Chemical Substances and Mixtures). O valor da DL50 oral aguda cut-off para ratos
fémeas testados com o Item de Teste Chlorantraniliprole technical foi estimado em = 5000 mg.Kg™ pe.

7. Referéncias Bibliograficas

ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT. Guideline for testing of chemicals

- Section 4: Health Effects: Acute oral Toxicity - Acute toxic class method - 423. Paris: Adopted: 17
December 2001, p.1-14.

GAD, S.C.; CHENGELIS, C.P. Acute Toxicology Testing. 2.ed. San Diego: Academic Press, 1998. Capitulo 11,
p. 305-355: Considerations specific to animal test models.

Fim do Relatorio
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Declaragao de acompanhamento do estudo

O estudo descrito neste Relatério do Estudo foi executado sob minha supervisdo, de acordo com os

procedimentos descritos no Guideline 402 da Organisation for Economic and Co-operation and Development
(OECD, 2017).

Este relatdrio representa um registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos.

Coépia do Relatorio do Estudo e todos os dados e observaces referentes a este estudo, serdo mantidos nos
arquivos da Bioagri Laborat6rios Ltda., por um periodo de no minimo 6 anos.

Os documentos e registros gerados neste estudo serdo mantidos nos arquivos da Bioagri Laboratérios Ltda., por
um periodo de 6 anos.

\ . ‘.
CW\C{MJ\CL fﬁm d%,&};mﬂ
Andresa Matsui dd mmm aaaa
Diretora de Estudo

Fone: (19) 3429-7700
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1. Informacgbes

1.1.Do estudo

Inicio da fase experimental: 30/Ago/2021
Final da fase experimental: 16/Set/2021
Concluséo do relatorio: 20/Set/2021
Numero da proposta: 06190/20 — Rev. 2

Diretora de estudo: Andresa Matsui

Analista de laboratério: Danilo Nascimento de Lima
Corpo técnico: Luciana Ometto Segabinazzi
Pessoal: Isabela de Carvalho

Assistente administrativo: Daniela Velani

1.2.Do item de teste

Item de teste: MEFA L

Recebida em: 01/Jun/2021

Cédigo da Bioagri: SAN-0669-01/21

Aspecto fisico: Liquido

Item de teste enviado por: MEFA CONSULTORIA, COMERCIO, IMPORTACAO E
' EXPORTACAO DE PRODUTOS QUIMICOS LTDA

2. Objetivo

O objetivo é avaliar a toxicidade cutanea aguda do item de teste MEFA L em ratos.

3. Defini¢cdes

Toxicidade cutanea aguda: é o efeito adverso que ocorre dentro de um curto periodo de tempo, logo apés a
aplicagdo de uma Unica dose do item de teste.

Dose: é a quantidade do item de teste aplicada. A dose é expressa em massa do item de teste por peso corpéreo
do animal (mg.Kg ™).

DLso cutédnea: é uma dose Unica estatisticamente derivada de uma substancia que pode causar a morte de 50 por
cento dos animais tratados quando aplicada a pele. O valor da DLso cutanea é expresso em termos de peso do
item de teste por unidade de peso de animal em teste (mg.Kg ).

Item de teste: € qualquer espécie quimica, bioldégica ou biotecnolégica, formulacdo ou metabdlito, que estd sob
investigacdo em um estudo.

4. Material e métodos

O estudo foi delineado para utilizar o menor nimero de animais, em conformidade com os critérios cientificos, a
metodologia OECD - Test Guideline For Testing Chemicals n® 402 (2017), e de acordo com relevantes agéncias
regulamentadoras.

4.1.Selecédo do sistema-teste

Foram utilizados trés ratos, um rato fémea (definicdo de dose) e 2 ratos fémeas (teste definitivo), da linhagem
Wistar Hannover (Rattus norvegicus) jovens adultos, saudaveis, as fémeas eram nuliparas e nédo prenhas. Idade
dos animais: 8 e 9 semanas; Peso corporeo: 205,60 g a 215,85 g; Procedéncia: ANILAB - Animais de Laboratério
Criagcdo e Comércio Ltda; Lote: 027/21.
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4.2. Justificativa da selecdo do sistema-teste

O rato é a espécie mais comumente utilizada em testes toxicidade cutdnea aguda, e é recomendada por varias
agéncias reguladoras. O rato € um modelo universal para avaliar a toxicidade de varias classes de produtos
quimicos e para a qual existe uma base de dados histéricos.

4.3.Declaracdo de acompanhamento de bem-estar animal

Este estudo foi realizado em conformidade com todas as leis aplicaveis ao bem-estar de uso e cuidado
humanitario de animais de laboratério. Sempre que possivel, os procedimentos sdo delineados visando evitar ou
minimizar desconforto, angustia ou dor aos animais. Este estudo estd amparado pelo Protocolo n° 006/21,
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em 24/Fev/2021.

4.4.Preparo do sistema-teste

Aproximadamente 24 horas antes da aplicacdo do item de teste, os animais foram depilados na regido dorsal, em
uma éarea equivalente a aproximadamente 10% da superficie total do corpo, utilizando um tosador elétrico,
tomando-se cuidado para evitar danos a pele dos animais.

Cada animal foi identificado por marca na cauda. Os animais foram numerados com uma caneta apropriada, em
ordem crescente. Cada caixa foi identificada com placas metélicas onde constou o codigo da amostra, nimero do
estudo, data de inicio e data de término do estudo, sexo e espécie.

4.5.CondicOes de alojamento e alimentagdo dos animais

As condi¢des de higiene e sanitizacdo estdo de acordo com o POP-M 0825 (Rev. 09). A temperatura da sala dos
animais foi mantida em 22°C (x 3°C), bem como a umidade relativa do ar entre 30 e 70%. Luz artificial foi
proporcionada aos animais, em ciclos sequenciais de 12 horas de luz e 12 horas sem luz e a trocas de ar
programadas para 10 a 15/hora.

Racdo comercial peletizada (Nome Comercial: Socil Ratos e Camundongos, Marca: Neovia Nutricdo e Saude
Animal) foi oferecida ad libitum, supridas em cochos metalicos. Amostras de lotes de ra¢do sdo regularmente
avaliadas pela BIOAGRI Laboratérios Ltda./SP quanto a qualidade microbiolégica e micotoxinas que devem estar
dentro do padrdo de qualidade esperado para ragéo. Agua foi fornecida, ad libitum, em garrafas com bico metélico
nas gaiolas e a mesma €é avaliada quanto a qualidade microbioldgica, a mesma atende aos padrées de
potabilidade.

4.6.Preparo do Item de Teste

O item de teste foi administrado diluido. A diluicdo foi de uma parte de MEFA L para 30 partes de agua: 0,332
gramas de ltem de Teste em 10 mL de agua purificada.

4.7.Dose utilizada

O item de teste foi administrado diluido na dose de 2000 mg do item de teste diluido/Kg de peso corpoéreo.

4.8. Administragcdo do Iltem de Teste

Com o auxilio de uma seringa o item de teste foi espalhado uniformemente sobre a pele dos animais (na regiao
dorso-lombar), coberta com gaze e fixada com fita hipoalergénica. Os animais permaneceram com a bandagem
oclusiva por um periodo de 24 horas.

4.9.Peso corporeo

Os animais foram individualmente pesados antes do item de teste ser administrado (1° dia), no 7° dia apds a
administracéo do item de teste, e no final do tratamento (14° dia).
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4.10. Observac@es dos sinais clinicos

Os animais foram observados individualmente apds receberem a dose do item de teste com especial atencédo nas
primeiras 4 horas, e diariamente, por um periodo de 14 dias, desde que permanecam vivos. Durante o periodo de
14 dias consecutivos apds a administracéo do item de teste, os animais foram observados quanto ao surgimento
de sinais clinicos, como: alteragdes na pele, pelos, olhos e membranas mucosas; sistema respiratorio, sistema
circulatorio, atividade somatomotora e padrdo comportamental, com atencdo especial para o aparecimento de
tremores, convuls@es, salivacao, diarréia, letargia, sonoléncia e coma.

4.11. Eutanasia dos animais

Os animais deste estudo foram eutanasiados em camara de CO2. Apés este procedimento, a morte dos animais
foi confirmada através do 2° método de eutanasia (deslocamento cervical), conforme POP-M 0824 (Rev. 08).

4.12. Patologia

Todos os animais testados foram submetidos a exame de necropsia conforme POP-M 0841 (Rev.01), sendo
registradas para cada animal possiveis alteragBes patoldgicas evidenciadas: superficie externa do corpo (pele,
pélos e olhos); sistema respiratdrio (traquéia-artéria e pulmao), sistema circulatério (coragdo, vasos e artérias), trato
gastrintestinal (estdmago, intestino delgado e grosso), trato reprodutivo (ovarios), sistema urinério (bexiga, rins e
ureteres) e outros 6rgdos como o pancreas, figado, bago e cérebro.

5. Resultados

Os animais ndo apresentaram sintomas ou reacfes apds a aplicacdo do item de teste, expresso na tabela 2.
A Tabela 1 apresenta o peso, sexo dos animais e quantidade de item de teste aplicada durante o periodo do
estudo.
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A Tabela 1 apresenta o peso, sexo dos animais e quantidade de item de teste aplicado, durante o periodo do
estudo.

Tabela 1. Peso e sexo dos animais, e volume aplicado na dose de 2000 mg do item de teste/Kg de peso corporeo.
(Definicdo de dose e teste definitivo).

Peso Corpéreo (g)

Volume de Data e hora indice de
Sexo Animal i . . Ganho ap“cagéo do da |\/|0I’ta|idade
Dia 0 Dia 7 Diald  jepeso Item de Teste aplicagéo (%)
(mL)
Definicdo de dose
Femea 1 206,60 213,48 21884 1324 0,37 31/Ago/2021 0.0
09h00
Peso Corpéreo (9)
Volume de Data e indice de
Sexo Animal . . . Ganho aplicacdo do horada Mortalidade
Dia 0 Dia 7 Dial4  jepeso  Item de Teste aplicacao (%)
(mL)
Teste definitivo
1 215,85 230,50 237,10 21,25 0,38
Fémea ’ ’ ' : , 02/Se.t/2021 0.0
2 206,78 220,00 231,62 24,84 0,37 10:00

Tabela 2 - Avaliacéo Clinica dos Animais ap0s exposicao ao ltem de teste (Definicdo de dose e teste definitivo).
Defini¢cdo de dose

Dias

0

Sexo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
05h 2h  5h

Fefmea 1 0 ©O0 O o0 O o 0O 0 0 O 0 o0 O O O 0 O

Legenda:
0. Sem alteragdes observaveis

Teste definitivo

Dias
0
1 2 4 7 1 11 12 1 14
Sexo 05n 2h =h 3 5 6 8 9 0 3

R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Fémeas
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Legenda:

0. Sem alteragdes observaveis

A Tabela 3 apresenta o nimero de animais mortos por dia, durante o periodo de estudo. Observa-se que nao
houve mortes, portanto o estudo foi conduzido com uma Unica 2000 (teste definitivo).
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Tabela 3. Numero de animais mortos por dia durante o periodo do estudo (Definicdo de dose e teste definitivo).

Alteragdes Macroscopicas

Orgéo Fémea — definicéo de dose

1

Pele
Pulmdes
Rins
Bexiga
Cérebro
Coracéo

Figado

O O O O o o o o

Intestinos

Legenda:
0 - Nenhuma alteragdo observada

Alteracdes Macroscoépicas

Orgao Fémeas — teste definitivo
1 2
Pele 0 0
Pulmdes 0 0
Rins 0 0
Bexiga 0 0
Cérebro 0 0
Coracéo 0 0
Figado 0 0
Intestinos 0 0

Legenda:
0 - Nenhuma alterag&o observada

6. Concluséo

De acordo com os resultados obtidos, o item de teste MEFA L apresenta DLso cutanea superior a 2000 mg.Kg !
de peso corpéreo.
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