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DECLARACAO DE CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS

A seguinte declaracgdo se aplica aos Estados Unidos da América:

DECLARACAO DE NAO REIVINDICACOES DE CONFIDENCIALIDADE DE DADOS

SOB AS DISPOSICOES ESPECIFICADAS DA FIFRA

Nenhuma reivindicagdo de confidencialidade, de qualquer forma, ¢ feita para qualquer
informacao contida neste documento. Reconhego que as informacdes nao designadas como
dentro do escopo da FIFRA sec. 10 (d) (1) (A), (B) ou (C) e que se refere a um pesticida
registrado ou previamente registrado ndo tem direito a tratamento confidencial e pode ser
liberado ao publico, sujeito as disposicdes relativas a divulgacdo a entidades multinacionais

sob a FIFRA 10 (g).

Empresa: Syngenta Crop Protection, LLC
410 Swing Road

Post Oftice Box 18300

Greensboro, NC 27419-8300 USA

Remetente: Data:

A Syngenta € a proprietaria dessas informacgoes e dados. A Syngenta submeteu este material a
Agéncia de Prote¢gdo Ambiental dos Estados Unidos especificamente de acordo com as
disposi¢des contidas na FIFRA conforme alterado e, por meio deste, consente com 0 uso e
divulgacdo deste material pela EPA de acordo com a FIFRA. Ao enviar este material a EPA
de acordo com os requisitos de método e formato contidos no Aviso de RP 2011-3, ndo
renunciamos a qualquer prote¢do ou direito envolvendo este material que teria sido
reivindicado pela empresa se este material ndo tivesse sido enviado a EPA, nem renunciamos
a qualquer protecao ou direito previsto na Se¢do 3 da FIFRA (referente a exclusividade de
dados e compensagdo de dados) ou na Secao 10 (g) da FIFRA (que proibe a divulgacdo para

empresas de pesticidas estrangeiras e multinacionais ou seus agentes).
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DECLARACAO DE CONFORMIDADE DO ESTUDO AS BOAS
PRATICAS DE LABORATORIO

Titulo do Estudo: Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A) Teste de Mutagio Génica
Reversa (Teste de Ames)

Numero do Estudo: 25224/2021AM

O presente estudo foi conduzido sob minha responsabilidade de acordo com a NIT-DICLA-
035 (INMETRO, Out/19, Rev. 04) e seus documentos complementares, que atendem aos
principios das “Boas Praticas de Laboratério (BPL)” preconizados na OECD (N° 1
[ENV/MC/CHEM (98) 17]) e USEPA [40 CFR Part 160].

O presente estudo foi conduzido de acordo com o respectivo plano de estudo, aprovado pelo
Patrocinador e Gerente da Instalagdo de Teste e com os procedimentos operacionais padréo
da ALS Laboratérios LS Ltda. Este relatério representa o registro preciso e verdadeiro dos
resultados obtidos. Ndo foram detectados quaisquer fatos que possam ter comprometido a
integridade e qualidade do estudo.

Todos os dados brutos originais, incluindo registros eletrénicos dos resultados,
documentagdo, plano de estudo assinado, eventuais complemcntagﬁes ao plano de estudo,
relatério final e aliquota do item de teste serdo retidos nos arquivos BPL da ALS
Laboratoérios LS Ltda.

Q : 20 gy Masg du 204
Stephanie Canirle Tameirdo (BSc) Data
Diretor de Estudo

Laboratério Contratado: ALS Laboratérios LS Ltda
Rua Claudio, 182
CEP: 05043-000
Sdo Paulo/SP — Brasil

Seré preenchido apenas para envio da EPA dos EUA:

Representante do Remetente/Patrocinador:

Data

Remetente/Patrocinador: Syngenta Crop Protection, LLC
410 Swing Road
Post Office Box 18300
Greensboro, NC 27419-8300 USA
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DECLARACAO DE SINALIZACAO

Esta pagina ¢ intencionalmente deixada em branco. A mesma sera substituid
declaragdo de sinalizag¢do apropriada do patrocinador.
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DECLARACAO DA GARANTIA DA QUALIDADE

Titulo do Estudo: Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A) — Teste de Mutacio Génica

Reversa (Teste de Ames)

Numero do Estudo: 25224/2021AM

Baseado na revisdo da Garantia da Qualidade, o respectivo relatério final foi considerado um
registro preciso e verdadeiro dos dados gerados durante o-estudo.

O presente relatorio final foi inspecionado quanto ao respectivo plano de estudo,
procedimento operacional padréo e dados brutos. Os procedimentos do estudo foram
monitorados através de inspegdo de processo.

As inspeg¢des foram conduzidas de acordo com os procedimentos operacionais padrdo da
Garantia da Qualidade da ALS Laboratérios LS Ltda.

As datas de inspeg@o e as respectivas datas do relato para o Diretor de Estudo (DE) e Gerente
da Instalagd@o de Teste (GIT) estdo apresentadas abaixo. Estes relatdrios de inspegdo sdo
mantidos nos arquivos BPL da ALS Laboratérios LS Ltda.

Datas do Relato

Inspeciio Data da Inspecio T
DE GIT

Plano de Estudo | 17 de Fevereiro de 202117 de Fevereiro de 2021 | 17 de Fevereiro de 2021

Parte Experimental| 19 de Janeiro de 2021 | 08 de Fevereiro de 2021 | 08 de Fevereiro de 2021

Dados Brutos 04 de Maio de 2021 04 de Maio de 2021 04 de Maio de 2021

Relatério Final 04 de Maio de 2021 04 de Maio de 2021 04 de Maio de 2021

UU U O 7 },LLK/' Vo Q0 - MouB - 0=
Lilian Mion Data

arantia da Qualidade
ALS Laboratorios LS Ltda.
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INFORMACOES GERAIS

Colaboradores

As seguintes pessoas participaram do estudo nas fungdes indicadas:

Stephanie Canine Tameirao (BSc) Diretor de Estudo.

Luciane Lopes Morandi (Dra.) Gerente de Instalacao de Teste.
Lilian Mion (BSc) Garantia da Qualidade

Lucas Tetsuya Watanabe (BSc) Suporte Técnico

Merielen Nascimento e Pontes (PhD) Gerente de Estudos da Syngenta.

Datas do Estudo

Data de inicio do estudo: 19 de Fevereiro de 2021.
Inicio da fase experimental: 15 de Abril de 2021.
Término da fase experimental: 26 de Abril de 2021.
Data de finalizagdo do estudo: 20 de Maio de 2021.

Laboratoério Contratado
O presente estudo foi conduzido na ALS Laboratérios LS Ltda., localizado na Rua Claudio,
182 - CEP: 05043-000 - Sao Paulo/SP, Brasil.

Aderéncia ao plano de estudo
Nao foram registrados desvios ou emendas ao plano de estudo.

Arquivos

Todos os dados brutos e registros originais do estudo sdo de propriedade do Patrocinador. Os
dados serdo registrados corretamente, assinados e mantidos arquivados na ALS por cinco anos.
O item de teste serd adequadamente estocado durante a execugdo do teste € apds o término sera
devolvido ao Patrocinador. Quando pertinente, aliquotas de seguranga serdo estocadas por dois
anos ou até a data de seu vencimento.
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1.0 SUMARIO EXECUTIVO

1.1  Design do Estudo

O estudo foi realizado com o item de teste isopyrazam/cyproconazole SC (A19022A)
(fornecido por SYNGENTA PROTECAO DE CULTIVOS LTDA) com o objetivo de avaliar
o potencial mutagénico do agente, utilizando cinco linhagens mutantes de Salmonella
Typhimurium auxotréficas para histidina (his’): TA98, TA100, TA102, TA1535 e TA1537,
segundo o método de referéncia OECD 471, 2020.

Experimento I foi realizado pelo método de incorporagao direta em placa com todas as
linhagens nas concentragdes de 1,5, 5, 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 ng/placa.

Foi observada inibi¢ao total do “background” bacteriano nas concentragdes de: 1500 e 5000
ng/placa para a cepa TA1535 (£S9).

Com base nos resultados obtidos no Experimento I, Experimento II foi realizado, utilizando-
se do método de pré-incubacgdo, nas seguintes concentragdes: 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 p
g/placa para todas as cepas, exceto para a cepa TA1535 (£S9) que foram utilizadas as
concentragdes de 5, 15, 50, 150, 500, 1500 ¢ 5000 pg/placa.

Ambos os experimentos foram realizados na auséncia € na presenca de um sistema de
ativagdo metabdlica (mistura S9). A mistura S9 consiste em 5% v/v da fragdo microssomal de
figado de ratos induzido com Aroclor 1254, suplementada com cofatores.

As solugdes do item de teste foram preparadas utilizando-se agua deionizada. Todas as
concentracdes foram testadas em triplicata na auséncia e presenga de ativagao metabolica,
assim como os controles negativos. Os controles positivos foram testados em duplicata na
auséncia e presenga de ativagcdo metabolica.

1.2  Resultados

Nao se observou um aumento significativo do niimero de revertentes nas cepas testadas apos
o tratamento com isopyrazam/cyproconazole SC (A19022A) em qualquer uma das
concentragdes testadas tanto na presenca quanto na auséncia de ativagdo metabodlica. Uma
tendéncia de efeito concentragdo-resposta (aumento do nimero de revertentes com o aumento
da concentragdo testada) também nao foi observada dentro dos critérios considerados de
significancia bioldgica. As taxas de mutagdo foram menores que 2 para todas as cepas na
auséncia e presenca de ativagdo metabdlica.

A analise de variancia foi realizada, a significancia estatistica encontrada ndo ¢ indicativa de
efeito mutagénico, ¢ devido as oscilagdes no nlimero de revertentes, sinais de toxicidade e
aumento do nimero de revertentes nas maiores concentragoes analisadas.

Os controles positivos claramente induziram aumentos no nimero de revertentes para todas
as cepas bacterianas, confirmando a sensibilidade da cultura e da atividade da mistura S9. A
atividade da mistura S9 também foi confirmada independentemente com benzo (a) pireno.

1.3  Conclusao

O resultado obtido em ambos os experimentos foi considerado negativo para as cepas TA9S,
TA100, TA102, TA1535 e TA1537 na presenca e na auséncia de ativagdo metabolica.
Portanto, o item de teste isopyrazam/cyproconazole SC (A19022A), nas condigoes
descritas, ndo apresentou efeito mutagénico.
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2.0 INTRODUCAO

2.1  Objetivo do Estudo

O Teste de Mutagdo Génica Reversa (Teste de Ames) foi realizado com o objetivo de estudar
o possivel efeito mutagénico do item de teste em cepas de Salmonella Typhimurium
auxotroficas para o aminoacido histidina na presenga e auséncia de ativacao metabolica,
pelos métodos de incorporagdo direta e de pré-incubagao.

2.2  Norma Utilizada

O presente estudo foi conduzido de acordo com:

“OECD Guideline for Testing of Chemicals" (Bacterial Reverse Mutation Test. 471, 2020).”

3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Item de Teste

Identificagao:

Sinonimia:

Numero do item de teste:
Numero RET:

Recebida em:

Numero de lote:

Numero do estudo:
Ingrediente ativo (Al):
Concentragao declarada de Al:

Concentragao analisada de Al:

Nome quimico (IUPAC) do Al

Numero CAS do Al

Formula estrutural:

Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
A19022; A19022A

2105088

130419 Valido até: 26/12/2022

07 de Julho de 2020

JCB001-020-002

25224/2021AM

Isopyrazam; Cyproconazol

125 g/L (Isopyrazam);

80 g/L (Cyproconazol)

117,70 g/L (Isopyrazam);

74,37 g/L (Cyproconazol) ** (Anexo 6)
minstura de syn-isomeros 3-(difluoromethyl)-
I-methyl-N-[(1RS,4SR,9RS)-1,2,3,4-
tetrahydro-9-isopropyl-1,4-
methanonaphthalen-5-yl]pyrazole-4-
carboxamide e anti-isomeros 3-
(difluoromethyl)-1-methyl-N-
[(1RS,4SR,9SR)-1,2,3,4-tetrahydro-9-
isopropyl-1,4-methanonaphthalen-5-
yl]pyrazole-4-carboxamide (Isopyrazam);
(2RS,3RS;2RS,3SR)-2-(4-chlorophenyl)-3-
cyclopropyl-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-
ol (Cyproconazol) ***

881685-58-1 (Isopyrazam);

94361-06-5 (Cyproconazol) ***
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Cyproconazol ***
Formula molecular: C20H23F2N30 (Isopyrazam);

Ci5H1sCIN3O (Cyproconazol) ***
Peso molecular: 359.4 g/mol (Isopyrazam);

291.8 g/mol (Cyproconazol) ***
Classe: Fungicida ***
Data de Fabricagao: Novembro de 2019
Data de Validade: Novembro de 2022
Formulacao: Suspensdo concentrada (SC)
Estado fisico: Liquido
Homogeneidade: Homogéneo (Inspecao Visual). *
Estabilidade: Hidrolise DT50> 5 d (pH 4, 5, 7, 9) (50 °C).

Fotolise aquosa DT50 54,3 d. (Isopyrazam);
Estavel a hidrolise 5 d (pH 4, 5, 7, 9) (50 °C).
Oxidagado (c. 115 °C). Decompde-se (c. 300
°C). (Cyproconazol) ***

Item de teste enviada por: SYNGENTA PROTECAO DE CULTIVOS
LTDA

* Analise realizada por ALS Laboratorios LS Ltda

** Informagao fornecida pelo patrocinador
*** The Online Pesticide Manual (18th ed., 2018).

3.2  Principio do teste
O teste de mutagdo reversa com bactéria utiliza linhagens de Salmonella Typhimurium
auxotroficas para o aminoacido histidina na detec¢do de mutacdes pontuais, que envolvem
substitui¢do, adi¢ao ou delecdo de um ou alguns pares de base no DNA. O teste detecta
mutacdes que revertem aquelas ja existentes e restauram a capacidade de sintese do
aminoacido essencial na bactéria. Os revertentes sao detectados por sua habilidade de crescer
na auséncia do aminodcido do qual a linhagem parental era dependente. O sistema de
reversio da histidina em Salmonella Typhimurium mede a taxa de reversdo his'—his®
induzida por uma substancia quimica capaz de causar mudancas de base ou deslocamento de
quadro de leitura no genoma de tal organismo.
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Suspensodes de células bacterianas sao expostas ao item de teste na presenga e na auséncia de
um sistema de ativagdo metabdlica exdgeno em dois experimentos independentes: método de
incorporagao direta em placas e método de pré-incubacao. Apos trés dias de incubagao, as
coldnias revertentes sdo contadas e comparadas com o nimero de coldnias revertentes
espontaneas obtidas nas placas de controle negativo (controle do solvente).

3.3 Sistema-Teste
Cinco cepas de Salmonella Typhimurium adquiridas da Moltox® (Boone, NC, EUA) foram
utilizadas:

Genotipos das cinco cepas de Salmonella Typhimurium.

Cepa Genotipo Tipo de Mutacao RE
TA98  his, bio™, rfa, uvrB, pKM101, Ap®  Deslocamento no quadro de leitura  15-75
TA100  his™, bio, rfa, uvrB, pPKM101, ApR Substitui¢do de pares de base 60-220
his™, bio™, rfa, uvrB, pKM101, Ap®,

TA102 pAQI, T(R Substituicao de pares de base 240-320
TA1535 his™, bio™, rfa, uvrB Substituicao de pares de base 5-50
TA1537 his™, bio™ , rfa, uvrB Deslocamento no quadro de leitura 3-25

RE = numero de revertentes espontaneos.

As linhagens auxotréficas para histidina sdo derivadas da linhagem parental LT2 de
Salmonella Typhimurium apresentando diferentes mutacdes no operon da histidina. A
mutagdo rfa causa perda parcial da barreira de lipopolissacarideos que envolve a superficie da
bactéria e aumenta a permeabilidade da parede celular a moléculas maiores. A mutagao uvrB
¢ causada pela delecao de um dos genes responsaveis pelo reparo de excisao, levando a uma
maior sensibilidade a agentes mutagénicos. A dele¢do do gene uvrB se estendeu até o gene
bio e as cepas se tornaram auxotroficas para biotina. A cepa TA102 nao possui a mutagao
uvrB, pois foi construida para detectar agentes mutagénicos aos quais o sistema de reparo de
excisdo € necessario. As cepas padroes TA98, TA100 e TA102 apresentam o plasmideo fator
R (pKM101), que aumenta a mutagénese quimica e espontanea por aprimorar o sistema de
reparo do DNA presente nas cepas. A cepa TA102 também possui o plasmideo em
multicopia pAQ1 que apresenta a mutacao hisG428.

3.4 Confirmacao das Caracteristicas Genéticas

Os genotipos das cepas foram verificados com o objetivo de assegurar as caracteristicas
genéticas originais das bactérias. Através do crescimento em meios seletivos, analisou-se a
sensibilidade a radiagao UV e ao cristal violeta, resisténcia a ampicilina e a tetraciclina. Os
nameros de coldnias de revertentes espontaneos por placa para cada cepa estiveram dentro da
faixa aceitavel descrita na literatura por Maron & Ames (1983) and De Serres & Shelby
(1979). Os genoétipos das cepas sdo confirmadas regularmente.

3.4.1 Dependéncia de histidina e biotina (his") (bio’)

Cada uma das cinco cepas foi estriada em uma placa de 4gar minimo com L-histidina 0,5% e
biotina 0,5 mM e uma placa de agar minimo com biotina 0,5 mM. Apos o periodo de
incubagdo de 24 + 2 horas a 37 + 1°C todas as cepas apresentaram crescimento de col6nias na
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placa com L-histidina 0,5% e biotina 0,5 mM. Nenhuma cepa apresentou crescimento na
placa com biotina 0,5 mM.

3.4.2 Mutagio rfa

Com o auxilio de swab estéril, culturas das cinco cepas foram semeadas em placas com agar
nutriente e discos de papel filtro contendo 10 puL da solugdo de cristal violeta a 0,1% foram
colocados nas placas inoculadas. Ap6s periodo de incubacgdo de 24 + 2 horas a 37 £ 1°C,
houve a formacao de halo de inibi¢ao de crescimento ao redor de cada circulo indicando a
presenca da mutagdo rfa.

3.4.3 Sensibilidade a radiacao UV (uvrB)

Com o auxilio de swab estéril, culturas das cinco cepas foram semeadas em placas com agar
nutriente e metade da placa foi exposta a irradiacdo germicida UV. Apds o periodo de
incubagdo de 24 + 2 horas a 37 + 1°C, somente a cepa TA102 apresentou crescimento em
ambos os lados da placa enquanto que as demais apresentaram crescimento apenas na metade
ndo irradiada da placa.

3.4.4 Resisténcia a ampicilina (Fator R)

Com auxilio de uma alg¢a de inoculacao estéril, placas com agar nutriente foram estriadas com
solucao de ampicilina (8§ mg/mL) em uma linha reta e, apds a secagem, cada cepa foi estriada
perpendicularmente a linha de ampicilina. Apos o periodo de incubacao de 24 + 2 horas a

37 £ 1°C, as cepas TA98, TA100 ¢ TA102 cresceram normalmente e as cepas TA1535 e
TA1537 apresentaram crescimento interrompido na zona da estria de ampicilina.

3.4.5 Resisténcia a tetraciclina (pAQ1)

Com auxilio de uma alga de inoculacao estéril, placas com agar nutriente foram estriadas com
solucdo de tetraciclina (8 mg/mL) em uma linha reta e, apos a secagem, cada cepa foi estriada
perpendicularmente a linha de tetraciclina. Apds o periodo de incubagdo de 24 + 2 horas a

37 + 1°C, apenas a cepa TA102 cresceu normalmente enquanto que as demais apresentaram
crescimento interrompido na zona da estria de tetraciclina.

3.5 Controles positivos
As seguintes substancias quimicas foram utilizadas como controles positivos:

Controles Positivos

Ativacdao Metabolica Cepa Composto Veiculo Concentracao
TA98 2-Nitrofluoreno DMSO 2,0 ug/placa
TA100 Azida sodica DMSO 5,0 ng/placa
Ausente TA102 Mitomicina C Agua deionizada 0,5 pg/placa
TA1535 Azida sodica DMSO 5,0 pg/placa

TA1537 ICR191-Acridina  Agua deionizada 1,0 pg/placa
Presente Todas  2-Aminoantraceno DMSO 2,5 pg/placa
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3.6 Teste de solubilidade

A solubilidade do item de teste foi determinada dissolvendo-se sua maxima concentragao
recomendada em agua deionizada. As solugdes do item de teste foram preparadas
imediatamente antes do inicio do teste. Insolubilidade pode ser detectada pela observagdo a
olho nu de precipitado na solucdo. O item de teste apresentou boa solubilidade na
concentracdo maxima recomendada de 5000 pg/placa em dgua deionizada, ndo sendo
observado sinais de precipitagio. Agua deionizada foi escolhida como solvente por ndo ser
toxico para as bactérias.

3.7 Controle de viabilidade das culturas

As culturas utilizadas no teste foram preparadas através de inocula¢do em frascos com tampa
contendo 30 mL de caldo nutriente Oxoid N° 2, incubado por 16 a 18 horas a 37 £ 1°C em
incubadora giratéria para obten¢io de uma densidade aproximada de 10® - 10° unidades
formadoras de colonias/mL. O niimero de colonias viaveis foi determinado plaqueando-se
100 pL da cultura apés dilui¢do de 10" em placas de agar nutriente. Apos periodo de
incubagdo de 24 a 72 horas a 37 + 1°C foi realizada a contagem das colonias (Anexo 4).

3.8 Controle de esterilidade do sistema operacional

A esterilidade do top agar, mistura S9, solvente (dgua deionizada), solu¢do estoque do item
de teste e placas de agar minimo foi verificada. Para a verificacao das condigdes de
esterilidade do item de teste, uma placa de 4gar minimo foi incubada com 100 pL do item de
teste na concentragdo maxima recomendada de 5000 pg/placa a 37 £ 1°C por 72 + 3 horas.

3.9 Ativaciao metabolica (Fraciao S9 e Mistura S9)

A fracdao microssomal (fragdo S9) foi preparada a partir de figado de ratos machos Sprague
Dawley tratados com o agente indutor (Aroclor 1254) e comercializada pela Moltox®
(Boone, NC, EUA).

A mistura S9 foi preparada no momento do teste, de acordo com Maron & Ames (1983),
contendo os seguintes compostos abaixo por mL:

Agua deionizada 385 uL
Tampao fostato 0,2 M pH 7,4 500 uL
Solugdo de glicose-6-fosfato. 1 M 5 ulL
Solugdo de NADP 0,1 M 40 puL
Solu¢do de MgCl,.6H20 0,4 M + solugdo de KC1 1,65 M 20 uL
Fragdo S9 50 uL

Durante o experimento a mistura S9 foi mantida em banho de gelo.

A concentragdo de proteina na fracdo S9 empregada no ensaio foi de 37,0 mg/mL (Lote do
S9 4253). Os resultados do controle com benzo(a)pireno para a fragdo S9 estdo apresentados
no Anexo 3.
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3.10 Composicao do agar minimo glicosado e top agar

Os meios foram preparados de acordo com protocolo descrito por Maron & Ames (1983). O
meio dgar minimo glicosado ¢ constituido de Bacto 4agar, meio Vogel Bonner E (10x) e
solugdo de glicose 40%. O fop agar contém 0,6% de Bacto agar, 0,5% de NaCl e solugao
0,5 mM de histidina/biotina.

3.11 Método de incorporacio direta (Experimento I)

O experimento I foi realizado pelo método de incorporacao direta em placa com todas as
linhagens (TA98, TA100, TA102, TA1535 ¢ TA1537) na auséncia e presenca de ativagao
metabolica para determinar os limites de concentragao, a citotoxicidade e a solubilidade do
item de teste e, também, para a sele¢ao das concentracdes que foram utilizadas no
Experimento II.

Sinais de toxicidade nas placas teste sdo evidenciados pelo fundo ("background") ausente ou
reduzido e pela redu¢ao do nimero de colénias. Foram utilizadas as seguintes concentragoes:
1,5, 5, 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 pg/placa. Todas as placas foram testadas em triplicatas,
exceto os controles positivos, que foram testados em duplicata.

Para o método de incorporagado direta em placa na auséncia de ativagao metabolica 0,1 mL do
item de teste, 0,1 mL da cultura bacteriana crescida por 18 horas e 0,5 mL de tampao fosfato
foram adicionados a 2,0 mL de top agar. Para o teste na presenca de ativagao metabdlica

0,5 mL de mistura S9 foram incorporados ao top adgar em vez de 0,5 mL de tampao fosfato
utilizados na auséncia de atividade metabolica. O conteudo de cada tubo foi misturado e
vertido sobre a superficie de uma placa contendo 4gar minimo. Apds a solidificagao, as
placas foram incubadas por 72 + 3 horas a 37 + 1°C.

3.12 Método de pré-incubacio (Experimento II)

O Experimento II foi realizado pelo método de pré-incubagdo. Foram utilizadas as
concentragdes: 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 pg/placa para todas as cepas, exceto para a
cepa TA1535 (£ 89). Devido a inibi¢cdo do background bacteriano observado no Experimento
I nas concentragdes de 1500 e 5000 pg/placa, a cepa TA1535 (+ S9) foi testada com as
concentracoes de 5, 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 pg/placa.

Todas as placas foram analisadas com intervalos adequados entre os pontos utilizando-se a
concentragdo maxima de 5000 pg/placa e pré-incubadas por 20 minutos a 37 + 1°C antes da
adicao do top agar. Todas as placas foram testadas em triplicatas (exceto os controles
positivos que foram testados em duplicata).

Para o teste na auséncia de ativagdo metabdlica, 0,5 mL de tampao fosfato foi incubado com
0,1 mL do item de teste € 0,1 mL da cultura bacteriana crescida pernoite. Para o teste na
presenca de ativacao metabolica, 0,5 mL da mistura S9 foi incubado com 0,1 mL do item de
teste e 0,1 mL da cultura bacteriana crescida pernoite. Ap6ds os 20 minutos de incubagao a
37 £ 1°C, foram adicionados 2,0 mL de top agar a mistura. O contetudo de cada tubo foi
misturado e vertido sobre a superficie de uma placa contendo agar minimo. Apds a
solidificacdo, as placas foram incubadas por 72 + 3 horas a 37 &+ 1°C.

3.13 Avaliacao do Ensaio
Os resultados foram expressos em nimero de colonias revertentes por placa e pela razdo de
mutagenicidade (RM), que corresponde a razao entre o nimero de coldnias revertentes nas
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placas-teste e o nimero de coldnias revertentes nas placas controle negativo. O niimero de
coldnias de revertentes espontaneos de cada cepa do controle negativo foi comparado a faixa
normal aceitdvel descrita na literatura e aos valores do controle histdrico.

3.14 Analise dos Resultados

Um resultado ¢ considerado positivo quando as razdes de mutagenicidade nas placas-teste,
apos 72 horas de incubagao, forem superiores ou iguais a 2 (RM > 2) para as cepas TA9S,
TA100 e TA102 ou se forem maiores ou iguais.a 3 (RM > 3) para as cepas TA1535 ¢
TA1537. Para confirmagao do resultado positivo, a analise de variadncia deve apresentar
resultados significantes (pANOVA< 0,05) e as concentragoes testadas devem apresentar uma
clara relacdo dose-resposta. Uma substancia cujos resultados ndo estejam de acordo com 0s
critérios descritos € considerada ndo mutagénica.

A analise de variancia (pANOVA) tem por finalidade comparar estatisticamente as médias
dos numeros de revertentes entre as diferentes concentragoes do item de teste. Quando o
valor do pANOVA ¢ menor que 0,05 conclui-se que ha uma diferenca significante em pelo
menos uma das concentragdes. O efeito dose-resposta ¢ avaliado por meio de anélise de
regressao linear simples, onde o modelo Revertentes (dose) = intercept + slope dose €
ajustado pelo método dos quadrados minimos. Os principais indicadores utilizados nessa
analise sdo a inclinacdo da reta e seu nivel descritivo (p-valor). Quando p-valor ¢ menor que
0,05, conclui-se que ha uma tendéncia de variagdo do niimero de revertentes em fun¢do da
concentracao do produto. Nesse caso, uma inclinagdo positiva da reta pode indicar tendéncia
crescente (possivel mutagenicidade) e uma inclina¢ao negativa pode indicar tendéncia
decrescente (possivel toxicidade).
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3.15 Ciritérios de avaliacao do ensaio

O ensaio ¢ considerado valido quando:

a) houver presenga de uma fina camada de crescimento bacteriano ("background") nas placas
controle;

b) a frequéncia de reversao espontanea das placas do controle negativo estiver dentro da
descrita pela literatura (Maron & Ames, 1983; De Serres & Shelby, 1979) e proximo aos
valores do historico do laboratério;

c) os controles positivos apresentarem atividade mutagénica frente as cepas-teste.

d) um minimo de cinco doses analisaveis deve estar presente, ndo apresentando sinais de
toxicidade como a redu¢do no nimero de revertentes resultando em RM abaixo de 0,5.

4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controles Negativo e Positivo

Os resultados dos controles negativos utilizados nos testes foram adequados para todas as
cepas. Os controles negativos com a cepa TA1537 (-S9) no Experimento II mostraram
resultados acima dos valores do historico do laboratdrio. Porém esses valores estdo de acordo
com o descrito pela literatura (Maron & Ames 1983; De Serres & Shelby 1979) e nao foram
considerados significativos. Portanto, os experimentos foram considerados validos para a
analise.

Os controles positivos claramente induziram aumentos no nimero de revertentes para todas as
cepas bacterianas, confirmando a sensibilidade da cultura e da atividade da mistura S9. No
Experimento II, a linhagem TA100 (+S9) apresentou numero de revertentes do controle
positivo abaixo do histérico do laboratério. Como a atividade mutagénica e a eficacia do
sistema de ativacdo metabdlica foram confirmadas, essa variacdo nao foi considerada
relevante.

4.2  Teste de mutagenicidade

Os resultados -do teste definitivo. obtidos ap6s 72 horas de incubacdo de Salmonella
Typhimurium expostas ao item de teste Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A) estao
dispostos nas Tabelas 1 a 20.

Experimento I foi realizado pelo método de incorporacdo direta em placa com todas as
linhagens nas seguintes concentragoes: 1,5, 5, 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 pg/placa.

Foi observada inibi¢ao total do “background” bacteriano nas concentragdes de: 1500 ¢ 5000
ug/placa para a cepa TA1535 (+S9).

Com base nos resultados obtidos no Experimento I, Experimento II foi realizado, utilizando-
se do método de pré-incubacdo, nas seguintes concentragdes 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 p
g/placa para todas as cepas, exceto para a cepa TA1535 (£S9) que foram utilizadas as
concentragdes: 5, 15, 50, 150, 500, 1500 e 5000 pg/placa.

Ambos os experimentos foram realizados na auséncia e na presenca de um sistema de ativacao
metabolica (mistura S9). A mistura S9 consiste em 5% v/v da fragdo microssomal de figado de
ratos induzido com Aroclor 1254, suplementada com cofatores
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Nao se observou um aumento significativo do nimero de revertentes nas cepas testadas apos o
tratamento com isopyrazam/cyproconazole SC (A19022A) em qualquer uma das
concentragdes testadas tanto na presenga quanto na auséncia de ativagdo metabolica. Uma
tendéncia de efeito concentragao-resposta (aumento do nimero de revertentes com o aumento
da concentracdo testada) também ndo foi observada dentro dos critérios considerados de
significancia bioldgica. As razdes de mutagenicidade foram inferiores a 2 para todas as cepas
na auséncia e presen¢a de ativagdo metabodlica. A analise de varidncia apresentou respostas
significantes (pANOVA<O0,05) para as cepas TA98 (+S9), TA102 (+S9), TA1535 (+S9) e
TA1537 (-S9), no Experimento I, e para as cepas TA98 (-S9), TA100 (+S9) e TA1537 (£S9),
no Experimento II.

A analise de variancia foi realizada, a significancia estatistica encontrada ndo € indicativa de
efeito mutagénico, ¢ devido as oscilagcdes no nlimero de revertentes, sinais de toxicidade e
aumento do nimero de revertentes nas maiores concentragoes analisadas.

Esta significancia estatistica ocorreu, pois, as cepas TA98 (+S9), TA102 (+S9) eTA1537
(-S9), no experimento I e TA98 (-S9) e TA1537 (£S9), no experimento II, apresentaram
oscilagdes no nimero de revertentes entre as diferentes concentragdes analisadas. As cepas
TA1535 (+S9), no experimento I e TA100 (+S9), no experimento I, apresentaram o aumento
do ntimero de revertentes nas maiores concentragdes analisadas, porém sem significancia
biologica uma vez que o valor da razdo de mutagenicidade (RM) manteve-se abaixo de 2.
Portanto, a significancia estatistica ndo € indicativa de um efeito mutagénico.

5.0 CONCLUSOES

Nas condig¢des do teste, o item de teste isopyrazam/cyproconazole SC (A19022A) ndo
induziu mutagdes do tipo deslocamento do quadro de leitura ou substituigdo de pares de bases
no DNA no genoma das cepas TA98, TA100, TA102, TA1535 e TA1537 de Salmonella
Typhimurium nas concentragdes testadas, tanto na presenga quanto na auséncia de ativagao
metabolica. Portanto, o item de teste isopyrazam/cyproconazole SC (A19022A) nas
condi¢des descritas ndo apresentou efeito mutagénico.
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TABELA 1 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA98 (experimento
I; método de incorporacio direta em placas; auséncia de
ativacdo metabolica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 24 24 26 25+1 -

1,5 20 22 27 23+4 0,93

5 24 27 20 24 +4 0,96

15 21 20 26 22+3 0,91

50 20 22 20 21+1 0,84

150 25 24 21 23+2 0,95

500 21 20 20 20+ 1 0,82

1500 23 26 23 24+ 2 0,97

5000 21 21 18 20+ 2 0,81

CPP 178 188 - 183+ 7 7,42

Analise de variancia = pANOVA = 0,187
Regressao Linear = inclinagdo da reta ~ -0,001; p-valor = 0,113

TABELA 2 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A) SC
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA98 (experimento
I; método de incorporacio direta em placas; presenca de
ativacio metabolica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 26 28 28 27+ 1 -

1,5 19 23 22 21+2 0,78

5 23 23 23 23+0 0,84

15 20 23 20 21+2 0,77

50 21 20 21 21+1 0,76

150 25 20 22 2243 0,82

500 23 22 24 23+1 0,84

1500 26 19 25 23+ 4 0,85

5000 22 21 20 21 +£1 0,77

CP® 312 267 - 290 + 32 10,59

Analise de variancia = pANOVA = 0,011
Regressao Linear = inclinagao da reta ~ -0,001; p-valor = 0,344

DP = Desvio padrao.

RM = Razao de mutagenicidade.

0 = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).

CP" = Controles positivos: 2,0 pg/placa de 2-Nitrofluoreno (sem ativacdo metabdlica).
2,5 pg/placa de 2-Aminoantraceno (com ativagcdo metabdlica).
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TABELA 3 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA100
(experimento I; método de incorporacio direta em placas;
auséncia de ativacio metabolica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 93 109 95 99+9 -

1,5 103 79 100 94+ 13 0,95

5 105 91 105 100 £+ 8 1,01

15 112 94 121 109 + 14 1,10

50 117 95 105 106 £ 11 1,07

150 92 93 89 91 £2 0,92

500 119 96 95 103 £ 14 1,04

1500 104 108 172 128 £ 38 1,29

5000 93 101 76 90+ 13 0,91

CP® 588 545 - 567 + 30 5,72

Analise de variancia = pANOVA = 0,229
Regressao Linear = inclinac¢do da reta = -0,001; p-valor = 0,625

TABELA 4 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA100
(experimento I; método de incorporacio direta em placas;
presenca de ativacio metabalica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 128 151 132 137+ 12 -

1,5 131 142 125 133+9 0,97

5 135 131 133 133 +£2 0,97

15 118 131 138 129 £ 10 0,94

50 146 109 128 128 £ 19 0,93

150 114 138 122 125+ 12 0,91

500 125 120 105 117+ 10 0,85

1500 115 124 121 120+ 5 0,88

5000 145 129 111 128 £ 17 0,94

CP® 473 506 - 490 + 23 3150

Analise de varidncia = pANOVA = 0,536
Regressao Linear = inclinagao da reta = -0,001; p-valor = 0,660

DP = Desvio padrao.
RM = Razao de mutagenicidade.
0 = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).
CP" = Controles positivos: 5,0 pg/placa de Azida Sodica (sem ativagdo metabdlica).
2,5 pg/placa de 2-Aminoantraceno (com ativagcdo metabolica).
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TABELA 5 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA102
(experimento I; método de incorporacio direta em placas;
auséncia de ativacio metabolica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 262 259 296 272 +£21 -

1,5 278 279 262 273+ 10 1,00

5 268 261 275 268 £7 0,98

15 269 253 274 265+ 11 0,97

50 278 248 289 272 +£21 1,00

150 260 258 247 255+7 0,94

500 259 267 270 265+ 6 0,97

1500 261 260 263 261 +£2 0,96

5000 271 279 267 272+ 6 1,00

CP® 628 638 - 633+ 7 2,32

Analise de variancia = pANOVA = 0,611
Regressao Linear = inclinagao da reta = 0,001; p-valor = 0,642

TABELA 6 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA102
(experimento I; método de incorporacio direta em placas;
presenca de ativacio metabalica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 291 281 272 281+ 10 -

1,5 258 258 250 255+5 091

5 253 247 253 251+3 0,89

15 279 259 246 261 £ 17 0,93

50 250 249 246 248 £2 0,88

150 248 245 255 249 £5 0,89

500 251 242 250 248 +5 0,88

1500 253 271 248 257 £ 12 0,91

5000 265 244 245 251 £12 0,89

CP® 597 557 - 577 +28 2,05

Analise de varidncia = pANOVA = 0,006
Regressao Linear = inclinagdo da reta = -0,001; p-valor = 0,455

DP = Desvio padrao.
RM = Razao de mutagenicidade.
0 = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).
CP" = Controles positivos: 0,5 pg/placa de Mitomicina C (sem ativacdo metabdlica).
2,5 pg/placa de 2-Aminoantraceno (com ativagcdo metabdlica).
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TABELA 7 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA1535
(experimento I; método de incorporacio direta em placas;
auséncia de ativacio metabolica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 23 16 17 19+4 -

1,5 18 16 18 17+ 1 0,93

5 20 15 17 17+3 0,93

15 15 18 19 17+2 0,93

50 16 17 16 16 +1 0,88

150 26 17 17 20+ 5 1,07

500 16 18 16 17+1 0,89
1500%* - - - - -
5000%* - - - - -

CPp® 514 729 - 622 £ 152 33,29

Analise de variancia = pANOVA = 0,720
Regressao Linear = inclinagao da reta = -0,001; p-valor = 0,752

TABELA 8 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA1535
(experimento I; método de incorporacio direta em placas;
presenca de ativacio metabalica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 26 21 18 22+ 4 -

1,5 19 20 15 18+3 0,83

5 15 16 18 16 £2 0,75

15 20 16 16 17+2 0,80

50 16 16 15 16 £1 0,72

150 22 21 28 24 +4 1,09

500 22 25 28 25+3 R[S
1500%* - - - - -
5000* - - - - -

CP® 82 113 - 98 + 22 4,50

Analise de variancia = pANOVA = 0,004
Regressao Linear = inclinagdo da reta = 0,015; p-valor = 0,003

* Concentracdo toxica; (-) nenhum crescimento observado.
DP = Desvio padrao.
RM = Razao de mutagenicidade.
0 = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).
CP" = Controles positivos: 5,0 pg/placa de Azida Sodica (sem ativagdo metabdlica).
2,5 pg/placa de 2-Aminoantraceno (com ativagcdo metabdlica).
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TABELA 9

Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA1537

(experimento I; método de incorporacio direta em placas;

auséncia de ativacio metabolica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)
0? 9 7 8 8+1 -

1,5 7 7 6 7+1 0,83

5 9 9 9 9+0 1,13

15 8 9 8 8+1 1,04

50 6 7 6 6+1 0,79

150 9 8 8 8+1 1,04

500 10 10 12 11+1 1,33

1500 12 10 8 10+2 S

5000 6 10 8 8+2 1,00
CP® 897 814 - 856 + 59 106,94

Analise de varidncia = pANOVA = 0,004
Regressao Linear = inclinag@o da reta < 0,001; p-valor = 0,720

TABELA 10 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)

testado com Salmonella Typhimurium cepa TA1537

(experimento I; método de incorporacio direta em placas;

presenca de ativacio metabalica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 18 16 18 17+ 1 -

1,5 14 17 13 15+£2 0,85

5 16 9 19 15+5 0,85

15 20 13 10 14+5 0,83

50 14 17 19 17+3 0,96

150 13 12 12 12+1 0,71

500 16 11 14 14+3 0,79

1500 13 19 15 16+3 0,90

5000 17 17 17 17+0 0,98

CP® 92 115 - 104 £ 16 5,97

Analise de variancia = pANOVA = 0,522
Regressao Linear = inclinagao da reta < 0,001; p-valor = 0,270

DP = Desvio padrao.
RM = Razao de mutagenicidade.

0 = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).
1,0 pg /placa de ICR 191-Acridina (sem ativacdo metabdlica).
2,5 pg/placa de 2-Aminoantraceno (com ativagcdo metabolica).

CP" = Controles positivos:
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TABELA 11 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA98 (experimento
II; método de pré-incubacao; auséncia de ativacao metabélica).

ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 25 34 31 30+ 5 -

15 21 22 21 21+1 0,71

50 28 41 34 3447 1,14

150 36 31 26 31£5 1,03

500 30 29 24 28+ 3 0,92

1500 23 18 18 20+ 3 0,66

5000 20 34 18 24+9 0,80

CP® 210 211 - 211 £1 7,02

Analise de variancia = pANOVA = 0,030
Regressao Linear = inclinagdo da reta = -0,001; p-valor = 0,174

TABELA 12 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA98 (experimento
II; método de pré-incubacio; presenca de ativacao metabdlica).

ITEM DE TESTE

REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 44 28 28 33+9 -
15 30 24 29 28 +3 0,83
50 38 33 38 36 +3 1,09
150 24 27 36 29+ 6 0,87
500 30 36 21 29+8 0,87
1500 38 35 27 33+6 1,00
5000 33 19 25 26+ 7 0,77
CP® 396 291 - 344 + 74 10,31

Analise de variancia = pANOVA = 0,426
Regressao Linear = inclinacao da reta =-0,001; p-valor = 0,202

DP = Desvio padrao.

RM =Razao de mutagenicidade.

0* = Controle negativo: dgua deionizada (100 pL/placa).

CP" = Controles positivos: 2,0 pg/placa de 2-Nitrofluoreno (sem ativagdo metabdlica).
2,5 pg/placa de 2-Aminoantraceno (com ativagdo metabolica).
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TABELA 13 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)

testado com Salmonella Typhimurium cepa TA100

(experimento II; método de pré-incubacio; auséncia de ativacao

metabdlica).
ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 100 94 109 101 +£8 -
15 118 80 74 91 +24 0,90
50 117 125 121 121+4 1,20
150 144 137 93 125 £ 28 1,23
500 160 133 121 138 £ 20 (o=
1500 138 130 111 126 + 14 1,25
5000 102 120 125 116 £ 12 1,15
CP® 530 508 - 519+ 16 5,14

Analise de varidancia = pANOVA = 0,071

Regressao Linear = inclinag¢do da reta =0,001; p-valor = 0,718

TABELA 14 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)

testado com Salmonella Typhimurium cepa TA100

(experimento II; método de pré-incubacao; presenca de ativacao

metabdlica).
ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 115 87 109 104 £ 15 -
15 73 125 74 91 +30 0,87
50 116 122 102 113+ 10 1,09
150 147 127 137 137 £ 10 1,32
500 155 130 138 141 £ 13 1,36
1500 117 150 136 134 £ 17 1,30
5000 156 144 140 147+ 8 1,41
CP® 320 334 - 327+ 10 3,15

Analise de varidncia = pANOVA = 0,005

Regressao Linear = inclinagao da reta = 0,007; p-valor = 0,022

DP = Desvio padrao.

RM = Razao de mutagenicidade.

0* = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).

CP" = Controles positivos:
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TABELA 15 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)

testado com Salmonella Typhimurium cepa TA102

(experimento II; método de pré-incubacio; auséncia de ativacao

metabdlica).
ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 279 249 273 267 £ 16 -
15 248 267 271 262 £ 12 0,98
50 282 267 288 279 £ 11 1,04
150 275 259 249 261 +13 0,98
500 245 269 270 261 £ 14 0,98
1500 256 261 248 2557 0,96
5000 268 248 248 255+ 12 0,95
CP® 706 766 - 736 + 42 2,76

Analise de variancia = pANOVA = 0,299

Regressao Linear = inclinagao da reta =-0,003; p-valor = 0,117

TABELA 16 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)

testado com Salmonella Typhimurium cepa TA102

(experimento II; método de pré-incubacao; presenca de ativacao

metabdlica).
ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 256 263 287 269+ 16 -
15 278 277 265 273 £7 1,02
50 251 281 250 261 + 18 0,97
150 266 263 277 269 £7 1,00
500 243 276 266 262 + 17 0,97
1500 254 286 242 261 £23 0,97
5000 254 250 252 252 £2 0,94
CP® 555 551 - 553+3 2,06

Analise de varidncia = pANOVA = 0,648

Regressao Linear = inclinagao da reta = -0,003; p-valor = 0,079

DP = Desvio padrao.

RM = Razao de mutagenicidade.

0* = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).

CP" = Controles positivos:
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TABELA 17 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)

testado com Salmonella Typhimurium cepa TA1535

(experimento II; método de pré-incubacio; auséncia de ativaciao

metabdlica).
ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 23 26 23 24 +2 -

5 28 23 15 22+7 0,92

15 20 25 24 2343 0,96

50 24 24 17 22 +4 0,90

150 17 17 18 17+1 0,72

500 28 27 20 25+4 1,04
1500* - - - - -
5000* - - - - -

CP® 513 518 - 516+ 4 21,48

Analise de variancia = pANOVA = 0,276
Regressao Linear = inclinacdo da reta = 0,004; p-valor = 0,525

TABELA 18 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)

testado com Salmonella Typhimurium cepa TA1535

(experimento II; método de pré-incubacio; presenca de ativaciao

metabdlica).
ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)
0? 30 17 24 24 +7 -
5 20 19 19 19+1 0,82
15 23 29 15 2247 0,94
50 20 29 28 26£5 1,08
150 24 25 28 26+2 1,08
500 20 33 28 27+7 1,14
1500%* - - - - -
5000%* - - - - -
CP® 147 128 - 138+ 13 5,81

Analise de varidncia = pANOVA = 0,533
Regressao Linear = inclinagdo da reta = 0,010; p-valor = 0,161

*Concentracao toxica; (-) nenhum crescimento observado.

DP = Desvio padrao.

RM = Razao de mutagenicidade.

0 = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).

CP" = Controles positivos:
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TABELA 19 Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA1537
(experimento II; método de pré-incubacio; auséncia de ativaciao

metabdlica).
ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 11 18 14 14+4 -
15 7 10 7l 8+£2 0,56
50 12 10 13 12+2 0,81
150 12 8 10 10+2 0,70
500 8 9 6 8+2 059
1500 9 6 9 8+£2 0,56
5000 7 10 6 8+2 0,53
CP® 132 129 - 131 £2 9,10

Analise de variancia = pANOVA = 0,010
Regressao Linear = inclinagao da reta =-0,001; p-valor = 0,094

TABELA 20  Resultados de Isopyrazam/Cyproconazole SC (A19022A)
testado com Salmonella Typhimurium cepa TA1537
(experimento II; método de pré-incubaciao; presenca de ativacao

metabdlica).
ITEM DE TESTE REVERTENTES POR PLACA MEDIA E DP RM
(ng/placa)

0? 10 15 12 1 260 -
15 6 7 7 7+1 0,54
50 5 10 7 7+3 0,59
150 7 9 5 7+2 0,57
500 9 7 6 7+2 0,59
1500 8 8 7 8+ 1 0,62
5000 8 6 6 7+1 0,54
CP® 158 154 - 156 + 3 12,65

Analise de variancia = pANOVA = 0,015
Regressao Linear = inclinagdo da reta =~ -0,001; p-valor = 0,293

DP = Desvio padrao.

RM = Razao de mutagenicidade.

0 = Controle negativo: agua deionizada (100 puL/placa).

CP" = Controles positivos: 1,0 pg /placa de ICR 191-Acridina (sem ativacdo metabolica).
2,5 pg/placa de 2-Aminoantraceno (com ativacdo metabdlica).
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ANEXO 1

Historico de Dados dos Controles Negativo e Positivo para o
Método de Incorporacio Direta (Experimento I).

Controle negativo
Cepa Auséncia de ativacdo metabolica | Presenca de ativacio metabdlica
Min. — Max. Média = DP Min. — Max. Média + DP
TA98 17-38 25+4 19 - 41 28+ 4
TA100 71-174 117 £ 15 83 - 185 118 £ 17
TA102 248 - 305 273+9 247 - 303 272+ 10
TA1535 16 - 31 23+4 16 - 32 23+4
TA1537 6-16 10+£2 6-19 o 3
Controle positivo
Cepa Auséncia de ativacao metabdlica | Presenca de ativacao metabdlica
Min. — Max. Média = DP Min. — Max. Média £+ DP
TA98 92-314 144 + 40 78 - 1287 380 +278
TA100 303-1133 737 + 162 307 - 1239 641 +233
TA102 526 - 1130 701 + 105 515-1095 621 + 103
TA1535 86 -1210 756 +£226 83-772 189+ 113
TA1537 109 - 1460 633 + 347 50 -1231 122 +£126

DP = Desvio padrao

Periodo: Margo de 2019 a Margo de 2021.
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ANEXO 2

Historico de Dados dos Controles Negativo e Positivo para o
Método de Pré-Incubacio (Experimento II).

Controle negativo
Cepa Auséncia de ativacao metabolica | Presenca de ativacao metabdlica
Min. — Max. Média = DP Min. — Max. Média + DP
TA98 20 - 31 24+3 19 - 40 2725
TA100 86-176 119+ 18 80 - 195 119+ 24
TA102 257 -296 272 +8 258 - 302 271 £ 10
TA1535 16 - 30 2+3 17 - 26 AEEY)
TA1537 6-13 10£2 6-17 1l =2
Controle positivo
Cepa Auséncia de ativacdo metabolica | Presenca de ativacao metabdlica
Min. — Max. Média = DP Min. — Max. Média + DP
TA98 96 - 427 175+ 61 99 - 1245 698 + 325
TA100 396 - 941 698 £ 145 379 - 1343 838 £ 282
TA102 520-1133 766 + 168 528 - 1314 671 £ 163
TA1535 148 - 961 682 + 225 96 -312 167 £56
TA1537 112 - 1100 537 £ 258 52-292 155 £ 68

DP = Desvio padrao
Periodo: Margo de 2019 a Margo de 2021.

ANEXO 3

Resultados do Controle com Benzo(A)Pireno

Resultados do controle com Benzo(a)pireno (lote n°® LRAB7723) para os controles
negativo e positivo com ativacdo metabdolica (S9 lote n° 4253)

Cepa Benzo(a)pireno Revertentes/placa Revertentes/placa
(ng/placa) Controle Negativo Controle Positivo
Média + DP Média £ DP
TA98 20 35+3 432 + 8
TA100 20 106 £8 642 + 11
TA102 20 273 £ 11 463 £ 35
TA1535 20 20+3 188 £ 10
TA1537 20 11+2 330+ 50

DP = Desvio padrao
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ANEXO 4 Viabilidade das cepas

Data do teste Viabilidade
TA98 TA100 TA102 TA1535 TA1537
16/04/2021 - 3,7x 108 1,5x 10° 41x10% 23x 108
20/04/2021 6,6 x 10% . - - -
23/04/2021 7,1x 108 1,8x 10% 1,4x 10° 6,8 x 10% 47x 108
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ANEXO 5 CERTIFICADO DO ATIVADOR METABOLICO

MOLTOX

POST MITOCHONDRIAL SUPERNATANT (59
QUALITY CONTROL & PRODUCTION CERTIFICATE

Al Information Parl Number Informatbon _; B
SPECIES: Bat LOT MNO.: 4253 o PREP: A 09, 2020
STRAIN: Sprague Diwley PART MO 11011 EXPIRY: hme 049, 2022
SEX: Male VOLUME: 2.1 mL INDUCING AGENT: Aroclor
AGE: 56 weeks BUFFER: 045 M \ 1254, (Monmno KLE1S), 500
WEIGHT: 175 - |9 g BC1Lyephilization Buffer ? mekeip,
TISSUE: Liver ETURAGE' Abog below 2000
REFERENCE: Maron, D & Ames. B.. Murtar Bes, 113: 173, 1983, __For Research Purposes Omly
BIOCHEMISTRY: Assayed sccording to the method of Lowry et al . JEC 193:265, 1951
- PROTEIN: 37.0 mg/ml - i bovin e serim albaim in a2 Use dandard,
- ALKONYRESORUFIN--DEALKYLASE ACTIVITIES
Fald -
BROD 2B, 1B 405 Aszays for coxyresonafin-O-decthylase (EROD), pantaxy-,
y ~ benzyl- and methocyresonfin-0.dealkylases (PROD, BROD, &
EROD 1AL 1AZ 136 “o MRODY were conducted nsing @ modification of the methods of
Bairke, ¢ al., Broches Fharm M:3337, 1985, Fold-industions were
MROD 1Al 1AT 495 — caleulated as the ratio of the smple vs. uninduced specific activities
- [SA's), Control SA'S ( privobesimin’ mg protem) were 74.2, 454, 22.3

PROD 281,282 300 & 245 for BROD, EROD, MEOD and PROD, respectively.
BIOASSAY: 7
- TEST FOR THE PR,ESINCL OF ADVENTITIOUS AGENTS
Samples of 5. were assayed for the presence of contaminating microflora by plating 1.0 ml volumes on
Mutrient Agar and Minimal Ghicose {(Vogel-Bonner E, supplemented with 0.05 mA Lihistidine and D-
ictin} media. Duplicate plates were read after 40 - 45 h incibation at 35 + 2°C, The tested samples met
acceplance crileria.

« PROMUTAGEN ACTIVATION The ability off the simple 1o activate elhidium (Eifr) and
Mo, His+ Revertants cydophosphanide (CPA) o intermediates mutsgenic o TAYS and |
TAS%  TALS3S TALS3S, respectively, was determined according 1o Lesca, e al.,
153.2 836 Musaricn Reg 12 299, 1984, Data were expressed a5 reverlanls per
pg BXBr or per mg CPA_

Dalistions of the sample 59, mnging from 0.2 - 108 m 59 mix, were tested for their ability o sciivate
benzodajymyrae (AP and 2-aminoamhracens (2- .ﬂ.AJ o miermeedintes mutagenic to TAIDD. Assays were conducted
as described by Maron & Ames, (Miwiar Res 113 I'.'.i 1983)

/

5 5
Promulagen a L & 1 10 0 50
BE(5 pgh) 92 153 193 m 129 513
LANES pgd 13 ~263 633 1106 1762 1574

Approved: f’ 3 06112120
b IOLBELLAR TOXICOLOCY, ING. www.maltox.com (828) 164-9099
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ANEXO 6

CERTIFICADO DE ANALISE PARA
isopyrazam/cyproconazole SC (A19022A)

[ CERTIFICADO DE ANALISE N°: CA2030088

Patrocinador: SYNGENTA PROTECAO DE CULTIVOS LTDA
Enderego: RUA DR® RUBENS GOMES BUENO,N® 691-TO SIG. CEP: 04730-300 - SAO PAULO/SP

1. DADOS DO ITEM DE TESTE

Identificagdo:
Sinonimia:

Cadigo ALS:
Nimero do lote:
Numero do RET:
Data de fabricaciio:
Data de validade:
Ingrediente ativo (Al):

Concentragdo declarada de Al

Nome Quimico (IUPAC):

2. EXPERIMENTAL

Isopyrazam/Cyproconazole (A19022A).

A19022; A19022A.

23359/2020CA.

JCB001-020-002.

130419 Vilido até: 26/12/2022.

Novembro de 2019.

Novembro de 2022.

Isopyrazam; Cyproconazole.

125 g/L (Isopyrazam); 80 g/L (Cyproconazole).

mistura de syn-isomeros 3-(difluoromethyl)-1-methyl-N-
[(1RS,4SR,9RS)-1,2,3 4-tetrahydro-9-isopropyl-1.4-
methanonaphthalen-5-yl]pyrazole-4-carboxamide e anti-isomeros 3-
(difluoromethyl)-1-methyl-N-[(1RS,4SR,9SR)-1,2,3,4-tetrahydro-9-
isopropyl-1,4-methanonaphthalen-5-yl]pyrazole-4-carboxamide
(Tsopyrazam); (2RS,3RS;2RS,38R)-2-(4-chlorophenyl)-3-
cyclopropyl-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol (Cyproconazole).

Equipamento: Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC-DAD) 1260 Series AGILENT TECHNOLOGIES

_ Identificacdo 001822,

3. DATAS

Data inicial: 22 de Setembro de 2020.
Data final: 22 de Setembro de 2020.

4. RESULTADOS

Certificado de
Anilise

Resultados

CA2030088

117,70 g/L Isopyrazam “ 74,37 g/L Cyproconazole

ALS Laboratorios LS Ltda. -
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ALS
| CERTIFICADO DE ANALISE N°:

5. METODOLOGIA

Meétodo Analitico fornecido pelo Patrocinador: Cyprocon;
Liquid Chromatography

6. ASSINATURAS

Jeden € Qé S;Ln

Victor Ferreira Gomes da Silva  Daf C Satie Hayashida
Analista Quimico Garantia da Qualidade
CRQ 04164540
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ANEXO 7

AOS PRINCIiPIOS DAS BPL — INMETRO

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnclogia — Inmetro
Coordenacédo Geral de Acreditacdo

Certificado de Recontheciments aos
Prineiios das Boas Prdticas de Laboratonie

Reconhecimento n” BPL 0060 Reconhecimente Inicial: 11-10-2017
ALS Laboratérios LS Ltda
Rua Claudio, 182 — Agua Branca — S4o Paulo — SP

A Coordenacéo Geral de Acreditagéo do Inmetro concede & instalagéo de teste acima o Reconhecimento da Conformidade aos
Principios das Boas Préticas de Laboratério da OCDE para a condugdo de estudos néo clinicos de seguranca a salide e ao meio
ambiente, incluindo a mesma no Programa Brasifeiro de Monitoramento BPL, com a seguinte definicdo de escopo:

Area de Especialidade Categorias de ltens de Teste

Tesles Fisico-quiicos; Esiudos de Mutagenicidade Agrotoxicos, ~Seus Componentes e Afins. Saneantes. Remediadores; Froduios
Famacéuticos; Cosméticas: Preservativos de Madeira; Aditivos de Alimentos; Aditives para
Ragdes: Produtos Vetarindrios; Produtos Quimicos industriais; Qrganismos Gensticaments
Madiificados (CGM) ou Defivados de OGM ou Organisimos vives Geneticamente Modificados;

Produtos para Sadde; Disposifivos Medicos.

Nota: As categorias de itens de taste "agrotéxicos, seus componenies e afins”, ‘produtos farmacéuticos”, ‘cosmeéticos”, “saneantes’, “medicamentos veterindrics”, “aditivos
para ragdes’, “preservativo de madeira”, "produtos GuUimicos Incustriais" & ‘produtos remediadores” estio contemplados pela adesao plena do Brasil, através da Coordenagso
Geral de Acreditagdo-Cgore do Inmetro, aos Atos da Ofganizagaio para & Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico - OCDE refacionados & Aceltagac Mitua de Dados

(MAD) de acordo com os Frincipios das Boas Préticas de Labaraténo-BPL. Assinado de farma digital

por ALDONEY FREIRE
COSTA:548795090720
Dados: 202102.18 08:03:11
-03'00"

Aldoney Freire Costa
Coordenador Geral de Acreditagao
A situagdio afual do reconhecimento deve ser verificada no enderego eletiénico htfp-/Awww. inmefro.gov br/monitoramento_BP! tertificados/

MOD-CGGRE-027 — Rev. 08 — Apr. MAIf20 - Pg. 1/03
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