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REGLAMENTO (UE) N° 1152/2010 DE LA COMISION
de 8 de diciembre de 2010

que modifica, con vistas a su adaptacién al progreso técnico, el Reglamento (CE) n°® 440/2008, por el

que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el Reglamento (CE) n® 1907/2006 del

Parlamento Europeo y del Consejo relativo al registro, la evaluacién, la autorizacién y la
restriccion de las sustancias y preparados quimicos (REACH)

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION EUROPEA,
Visto el Tratado de Funcionamiento de la Unién Europea,

Visto el Reglamento (CE) n° 1907/2006 del Parlamento Euro-
peo y del Consejo, de 18 de diciembre de 2006, relativo al
registro, la evaluacion, la autorizacién y la restriccion de las
sustancias y preparados quimicos (REACH), por el que se crea
la Agencia Europea de Sustancias y Preparados Quimicos, se
modifica la Directiva 1999/45/CE y se derogan el Reglamento
(CEE) n® 793/93 del Consejo y el Reglamento (CE) n® 1488/94
de la Comisién asi como la Directiva 76/769/CEE del Consejo y
las  Directivas  91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE 'y
2000/21/CE de la Comisién (1), y, en particular, su
articulo 13, apartado 3,

Considerando lo siguiente:

(1) El Reglamento (CE) n® 440/2008 de la Comisién () in-
cluye los métodos de ensayo para la determinacién de las
propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y ecotoxicoldgi-
cas de las sustancias, que deben aplicarse a efectos del
Reglamento (CE) n® 1907/2006.

(2)  Es necesario actualizar el Reglamento (CE) n°® 440/2008
para incluir con cardcter prioritario dos nuevos métodos
de ensayo in vitro de la irritacién ocular adoptados re-
cientemente por la OCDE, a fin de reducir el ndmero de

animales utilizados en los experimentos, de acuerdo con
la Directiva 86/609/CEE del Consejo, de 24 de noviem-
bre de 1986, relativa a la aproximacién de las disposi-
ciones legales, reglamentarias y administrativas de los
Estados miembros respecto a la proteccién de los anima-
les utilizados para experimentacion y otros fines cientifi-
cos (). Se ha consultado a los interesados sobre el pre-
sente proyecto.

(3)  Procede, por tanto, modificar el Reglamento (CE) n°
440/2008 en consecuencia.

(4)  Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajus-
tan al dictamen del Comité establecido en virtud del
articulo 133 del Reglamento (CE) n° 1907/2006.

HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1

En la parte B del anexo del Reglamento (CE) n® 440/2008 se
afiaden los métodos B. 47 y B. 48 tal como se recogen en el
anexo del presente Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el tercer dia siguiente al
de su publicacion en el Diario Oficial de la Unién Europea.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en

cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 8 de diciembre de 2010.

396 de 30.12.2006, p. 1.

() DO L
DO L 142 de 31.5.2008, p. 1.

)

Por la Comisidn
El Presidente
José Manuel BARROSO

() DO L 358 de 18.12.1986, p. 1.
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ANEXO

«B. 47.METODO DE ENSAYO DE LA OPACIDAD Y PERMEABILIDAD DE LA CORNEA DE BOVINO PARA
DETECTAR AGENTES CORROSIVOS E IRRITANTES INTENSOS PARA LOS OJOS

INTRODUCCION

1. El método de ensayo de la opacidad y permeabilidad de la cérnea de bovino (Bovine Corneal Opacity and Permeability,
BCOP) es un procedimiento in vitro que puede utilizarse, en ciertas circunstancias y con limitaciones especificas, para
clasificar sustancias y mezclas como “agentes corrosivos e irritantes intensos para los ojos” (1) (2) (3). A efectos de
este método de ensayo, se entiende por “agentes irritantes intensos” aquellos que inducen lesiones oculares que
persisten en el conejo durante al menos 21 difas tras su administracién. Aunque no se considera vélido para sustituir
completamente al ensayo in vivo en ojo de conejo, se recomienda utilizar el BCOP como parte de una estrategia de
ensayo gradual para la clasificacion normativa y el etiquetado dentro de un dmbito especifico de aplicabilidad (4) (5).
Las sustancias y mezclas problema (6) pueden clasificarse como agentes corrosivos o irritantes intensos sin necesidad
de efectuar mds pruebas con conejos. Las sustancias que den resultado negativo tendrian que someterse a ensayo con
conejos siguiendo una estrategia de ensayo secuencial, como se describe en las Directrices de ensayo 405 de la OCDE
(7) (método B. 5 del presente anexo).

2. El objetivo del presente método de ensayo es describir los procedimientos utilizados para evaluar la posible corro-
sividad o capacidad de irritacion intensa para los ojos de una sustancia problema en funcién de su capacidad para
inducir opacidad y aumento de la permeabilidad en una cdrnea aislada de bovino. Los efectos toxicos para la cérnea
se miden mediante a) el descenso de la transmisién luminosa (opacidad) y b) el aumento del paso del pigmento
fluoresceina sodica (permeabilidad). Los resultados de la evaluacion de la opacidad y de la permeabilidad de la cérnea
tras su exposicion a la sustancia problema se combinan para obtener una puntuacién de la capacidad de irritacion in
vitro (conocida por sus siglas en inglés, IVIS), que se utiliza para clasificar el nivel de capacidad de irritacion de la
sustancia problema.

3. También se han ensayado utilizando el método de ensayo BCOP agentes irritantes oculares que provocan lesiones que
desaparecen en menos de 21 dias, asi como sustancias no irritantes. Sin embargo, no se han evaluado oficialmente la
exactitud ni la fiabilidad del método de ensayo BCOP respecto a las sustancias de estas categorias.

4. En el apéndice 1 se dan las definiciones pertinentes.

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

5. El presente método de ensayo se basa en el protocolo del método de ensayo BCOP del Comité de Coordinacién
Interagencias sobre la Validacion de Métodos Alternativos estadounidense (Interagency Coordinating Committee on
the Validation of Alternative Methods, ICCVAM) (8), elaborado siguiendo un estudio de validacién internacional (4)
(5) (9), con aportaciones del Centro Europeo para la Validacién de Métodos Alternativos (European Centre for the
Validation of Alternative Methods, ECVAM) y del Centro Japonés para la Validacién de Métodos Alternativos
(Japanese Center for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM). El protocolo se basa en informacién obtenida
del Protocolo 124 del Institute for In Vitro Sciences (IIVS) e INVITTOX (10), que representa el protocolo utilizado en
el estudio de prevalidacién del ensayo BCOP, financiado por la Comunidad Europea y realizado en 1997-1998.
Ambos protocolos se basan en la metodologia del ensayo BCOP comunicada por primera vez por Gautheron
et al. (11).

6. Las limitaciones que se han detectado en este método de ensayo estdn relacionadas con la clevada tasa de falsos
resultados positivos de alcoholes y cetonas y la elevada tasa de falsos resultados negativos de sdlidos, observadas en la
base de datos de validacion (véase el punto 44) (5). Si se excluyen de la base de datos las sustancias de estas clases
quimicas y fisicas, mejora sustancialmente la exactitud del ensayo BCOP en los sistemas de clasificacion de la UE, EPA
y SGA (5). Teniendo en cuenta el objeto de este ensayo (es decir, tan solo identificar agentes corrosivos o irritantes
intensos para los ojos), no importa que sean elevadas las tasas de falsos resultados negativos, ya que las sustancias
correspondientes se someterfan posteriormente a ensayo con conejos o a otros ensayos in vitro validados adecuada-
mente, en funcién de las exigencias normativas, utilizando una estrategia de ensayo secuencial en un enfoque de
ponderacién de los datos. Por otra parte, la actual base de datos de validacién no permite una evaluacién adecuada de
algunas clases de sustancias o productos (por ejemplo, mezclas). Sin embargo, los investigadores pueden considerar la
posibilidad de utilizar este método de ensayo con todos los tipos de material problema (incluidas las mezclas), con lo
cual un resultado positivo podria aceptarse como indicacién de una respuesta corrosiva o irritante intensa para los
ojos. Sin embargo, los resultados positivos obtenidos con alcoholes o cetonas deben interpretarse con precaucion,
debido al riesgo de sobreprediccion.

7. Todos los procedimientos con ojos de bovino y cérneas de bovino deben ajustarse a las normas y procedimientos
aplicables de la instalacion de ensayo en relacién con la manipulacién de materiales derivados de animales, entre los
que figuran los tejidos o los liquidos intersticiales. Se recomienda observar las precauciones universales de laborato-
rio (12).

8. Una de las limitaciones del método de ensayo consiste en que, a pesar de que tiene en cuenta algunos de los efectos
oculares evaluados con el método de ensayo de la capacidad de irritacion ocular en el conejo y, hasta cierto punto, su
gravedad, no atiende a las lesiones de la conjuntiva ni del iris. Asimismo, aunque la reversibilidad de las lesiones de la
cornea no puede evaluarse per se en el ensayo BCOP, se ha propuesto, sobre la base de los estudios en ojo de conejo,
que la evaluacion de la profundidad inicial de la lesién de la cérnea puede utilizarse para distinguir entre efectos
reversibles e irreversibles (13). Finalmente, el BCOP no permite la evaluacién del potencial de toxicidad sistémica
asociado con la exposicién ocular.
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. Se estd trabajando actualmente para seguir caracterizando la utilidad y las limitaciones del ensayo BCOP para detectar

los agentes irritantes no intensos y los agentes no irritantes (véase también el punto 45). También se anima a los
usuarios a presentar muestras o datos a las organizaciones de validacién para una evaluacion oficial de posibles usos
futuros del método de ensayo BCOP, incluida la deteccién de agentes irritantes no intensos y agentes no irritantes.

Cuando algtin laboratorio establezca inicialmente este ensayo, deben utilizarse las sustancias para demostrar la aptitud
que se indican en el apéndice 2. Los laboratorios pueden utilizar estas sustancias para demostrar su competencia
técnica en la realizacién del método de ensayo BCOP antes de presentar, con fines de clasificacién normativa de
peligros, los datos obtenidos con este ensayo.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El método de ensayo BCOP es un modelo organotipico con mantenimiento a corto plazo del funcionamiento
fisiologico y bioquimico normal de la cérnea de bovino in vitro. En este método de ensayo, la lesion provocada
por la sustancia problema se evalda mediante la medicién cuantitativa de los cambios producidos en la opacidad y en
la permeabilidad de la cérnea, utilizando un opacimetro y un espectrofotémetro de luz visible, respectivamente. Las
dos mediciones se combinan para calcular la IVIS, que se utiliza para asignar una categorfa de clasificacion de peligro
por irritacién in vitro a fin de predecir el potencial de irritacién ocular in vivo de una sustancia problema (véanse los
criterios de decision).

El método de ensayo BCOP utiliza c6rneas aisladas de ojos de ganado bovino recién sacrificado. La opacidad de la
cérnea se mide cuantitativamente como cantidad de luz transmitida a través de la cornea. La permeabilidad se mide
cuantitativamente como cantidad del pigmento fluoresceina sdica que atraviesa todo el espesor de la cérnea y se
detecta asi en el medio que se encuentra en la cdmara posterior. Las sustancias problema se aplican a la superficie
epitelial de la cornea poniéndolas en la cdmara anterior del soporte de cérnea. En el apéndice 3 se ofrece una
descripcién y un diagrama de un soporte de cornea utilizado en el BCOP. Los soportes de cornea pueden obtenerse
de diferentes fuentes comerciales o bien construirse en el propio laboratorio.

Fuente y edad de los ojos de bovino y seleccion de la especie animal

El ganado bovino enviado a los mataderos se sacrifica normalmente para el consumo humano o con otros fines
comerciales. Como fuente de c6rneas para el BCOP se utilizan solo animales sanos que se consideren adecuados para
entrar en la cadena alimentaria humana. Debido a que el ganado bovino presenta una amplia variedad de peso, en
funcién de la raza, edad y sexo, no se recomienda ningtin peso concreto del animal en el momento del sacrificio.

Puede variar el tamafio de la cérnea cuando se utilizan ojos de animales de distintas edades. Las cdrneas con un
didmetro horizontal > 30,5 mm y un espesor central de la cérnea (ECC) > 1 100 pm suelen obtenerse de animales de
mds de ocho aflos, mientras que las cérneas con un didmetro horizontal < 28,5 mm y un ECC < 900 pm suelen
proceder de animales de menos de cinco afios (14). Por este motivo, no suelen utilizarse ojos de animales de més de
sesenta meses de edad. Tradicionalmente no se utilizan tampoco ojos de animales de menos de doce meses, ya que
estos 0jos estdn ain en fase de desarrollo y el espesor y el didmetro de su cdrnea son considerablemente mds
pequefios que los observados en ojos de bovinos adultos. Sin embargo, es admisible el uso de corneas de animales
jovenes (es decir, de entre seis y doce meses de edad) porque presentan ciertas ventajas, como una mayor disponi-
bilidad, una variabilidad pequefia en cuanto a la edad, y un peligro reducido en cuanto a la posible exposicién de los
trabajadores a la encefalopatia espongiforme bovina (15). Como puede ser 1til una evaluacién mds completa del
efecto del tamafio o del espesor de la cornea sobre la sensibilidad ante sustancias corrosivas e irritantes, se anima a
los usuarios a informar sobre la edad o el peso estimados de los animales de los que proceden las cérneas utilizadas
en un estudio.

Recogida y transporte de los ojos al laboratorio

Los ojos son recogidos por los empleados del matadero. Para minimizar las lesiones mecénicas o de otro tipo que
pueden sufrir los ojos, estos deben enuclearse lo antes posible tras la muerte. A fin de evitar la exposicion de los ojos
a sustancias potencialmente irritantes, los empleados del matadero no deben utilizar detergentes cuando laven la
cabeza del animal.

Los ojos deben sumergirse completamente en solucién salina equilibrada de Hank (conocida por sus siglas en inglés,
HBSS) en un recipiente de tamafio adecuado, y transportarse al laboratorio de manera que se reduzcan al minimo su
deterioro y su contaminacién bacteriana. Como los ojos se recogen durante el proceso de sacrificio, pueden estar
expuestos a la sangre y a otras sustancias bioldgicas, ademds de bacterias y otros microorganismos. Por tanto, es
importante garantizar que se reduce al minimo el riesgo de contaminacién (por ejemplo, manteniendo en hielo el
recipiente con los ojos o afiadiendo antibidticos a la HBSS utilizada para conservar los ojos durante el transporte [por
ejemplo, 100 Ul/mL de penicilina y 100 g/mL de estreptomicinal).

Debe reducirse al minimo el tiempo transcurrido entre la recogida de los ojos y la utilizacién de las corneas en el
BCOP (lo normal es efectuar todo el proceso en un solo difa), y hay que demostrar que ese tiempo no altera los
resultados del ensayo. Estos resultados se basan en los criterios de seleccion de los ojos, asi como en las respuestas
obtenidas con controles positivos y negativos. Todos los ojos utilizados en el ensayo deben proceder del mismo
grupo de ojos recogidos un dia concreto.
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Criterios de seleccién de los ojos utilizados en el BCOP

Tras su llegada al laboratorio, los 0jos se someten a un atento examen para detectar posibles defectos, como un
aumento de la opacidad, arafiazos o neovascularizacion. Solo deben utilizarse las corneas de ojos que no presenten
estos defectos.

La calidad de cada cornea se evaltia también en otras fases posteriores del ensayo. Se deben rechazar las corneas que,
tras un periodo inicial de estabilizacion de una hora, tengan una opacidad de mds de siete unidades de opacidad
(nota: el opacimetro debe calibrarse con los patrones de opacidad utilizados para establecer las unidades de opacidad;
véase el apéndice 3).

Cada grupo de tratamiento (sustancia problema, controles negativos y positivos simultdneos) consiste en un minimo
de tres ojos. Para el control negativo en el ensayo BCPO deben utilizarse tres corneas. Puesto que todas las corneas se
extraen del globo entero y se montan en las cdmaras de cdrnea, existe la posibilidad de que haya artefactos
procedentes de la manipulacién que influyan en los distintos valores de opacidad y permeabilidad de la cornea
(incluido el control negativo). Por otra parte, los valores de opacidad y permeabilidad de las cérneas de control
negativo se utilizan para corregir los valores de opacidad y permeabilidad de las corneas tratadas con la muestra
problema y con los controles positivos a efectos del cdlculo de la IVIS.

PROCEDIMIENTO
Preparacién de los ojos

Se disecan corneas libres de defectos, a las que les queda un borde de 2 o 3 mm de esclerdtica para facilitar la
manipulacién posterior, atendiendo a no lesionar el epitelio ni el endotelio de la cdrnea. Las corneas aisladas se
montan en soportes de cdrnea, disefiados especialmente, que consisten en un compartimento anterior y otro
posterior, en contacto respectivamente con el lado epitelial y el lado endotelial de la cornea. Ambas cdmaras se
llenan hasta rebosar con medio esencial minimo de Eagle (EMEM) precalentado, empezando por la cdimara posterior y
evitando la formacién de burbujas. El dispositivo se estabiliza después a 32 # 1 °C durante al menos una hora para
que las corneas alcancen un estado de equilibrio con el medio y consigan una actividad metabélica normal, dentro de
lo posible (la temperatura aproximada de la superficie de la cérnea in vivo es de 32 °C).

Tras el periodo de estabilizacion, se afiade a ambas cdmaras nuevo EMEM precalentado y se toman lecturas de la
opacidad de base de cada cornea. Deben desecharse las corneas que muestren lesiones tisulares macroscopicas (por
ejemplo, araflazos, pigmentacion, neovascularizacion) o una opacidad de mds de siete unidades de opacidad. Se
calcula la opacidad media de todas las corneas estabilizadas. Se seleccionan como control negativo (o de disolvente) al
menos tres corneas con valores de opacidad préximos al valor medio de todas las corneas. El resto de las corneas se
distribuye después en grupos de tratamiento y de control positivo.

Como la capacidad térmica del agua es superior a la del aire, el agua ofrece condiciones de temperatura mds estables
para la incubacién. Por tanto, se recomienda utilizar un bafio de agua para mantener los soportes de cornea y su
contenido a 32 + 1 °C. Sin embargo, también pueden utilizarse incubadoras de aire, si se toman precauciones para
mantener la estabilidad de la temperatura (por ejemplo, precalentando los soportes y los medios).

Aplicacion de la sustancia problema

Se utilizan dos protocolos de tratamiento diferentes, uno para liquidos y agentes tensioactivos (s6lidos o liquidos) y
otro para sélidos que no son agentes tensioactivos.

Los liquidos se someten a ensayo sin diluir, mientras que los agentes tensioactivos se llevan antes a una concen-
tracién del 10 % pfv en solucién de cloruro sédico al 0,9 %, agua destilada u otro disolvente del que se haya
demostrado que no posee efectos negativos sobre el sistema de ensayo. Los semisdlidos, cremas y ceras se someten a
ensayo en principio como liquidos. Debe justificarse adecuadamente si se utilizan otras concentraciones de dilucion.
Las corneas se exponen a los liquidos y agentes tensioactivos durante 10 minutos. La utilizacién de otros tiempos de
exposicion exige una explicacion cientifica adecuada.

Los so6lidos que no son agentes tensioactivos se someten a ensayo en principio como soluciones o suspensiones a una
concentraciéon del 20 % en solucién de cloruro sédico al 0,9 %, agua destilada u otro disolvente del que se haya
demostrado que no posee efectos negativos sobre el sistema de ensayo. En ciertas circunstancias y con una justifi-
cacién cientifica adecuada, es posible someter a ensayo los sélidos sin diluir mediante aplicacién directa sobre la
superficie de la cérnea, utilizando el método de cdmara abierta (véase el punto 29). Las cérneas se exponen a los
sélidos durante cuatro horas, pero, como sucede con los liquidos y agentes tensioactivos, es posible utilizar otros
tiempos de exposicion si se cuenta con una explicacién cientifica adecuada.

Pueden utilizarse distintos métodos de tratamiento, en funcién de la naturaleza fisica y de las caracteristicas quimicas
de la sustancia problema (por ejemplo, sélidos, liquidos, liquidos viscosos frente a liquidos no viscosos). El factor
critico consiste en velar por que la sustancia problema cubra adecuadamente la superficie epitelial y se elimine
adecuadamente durante las fases de lavado. Suele utilizarse un método de cdmara cerrada cuando se estudian
sustancias problema liquidas desde no viscosas hasta ligeramente viscosas, mientras que se usa en principio un
método de cdmara abierta con sustancias problema liquidas viscosas y semiviscosas, asi como con sélidos sin diluir.
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En el método de cdmara cerrada, se introduce en la cdmara anterior (a través de los orificios de administracion que se
encuentran en la superficie superior de la cdmara) una cantidad suficiente de sustancia problema (750 pL) para cubrir
la cara epitelial de la cérnea, y los agujeros se tapan a continuacién con los tapones de la cdmara durante la
exposicion. Es importante que cada cérnea quede expuesta a una sustancia problema durante el periodo adecuado.

En el método de cdmara abierta, antes del tratamiento se retiran el anillo de cierre de la ventana y la ventana de
cristal de la cdmara anterior. La sustancia problema o de control (750 pL, o una cantidad suficiente de sustancia
problema para cubrir completamente la cdrnea) se aplica directamente sobre la superficie epitelial de la cornea
utilizando una micropipeta. Si una sustancia problema resulta dificil de pipetear, puede introducirse a presién en
una pipeta del tipo de desplazamiento positivo para facilitar su aplicacion. La punta de pipeta de la pipeta de
desplazamiento positivo se inserta en la punta de dispensacion de la jeringa, de forma que el material pueda cargarse
en la punta de desplazamiento bajo presién. Simultdneamente, se oprime el émbolo de la jeringa mientras se arrastra
hacia arriba el piston de la pipeta. Si aparece alguna burbuja de aire en la punta de la pipeta, se retira (se expulsa) el
producto problema y se repite el proceso hasta que la punta se quede llena sin ninguna burbuja de aire. En caso
necesario, puede utilizarse una jeringa normal (sin aguja), ya que permite medir un volumen exacto de sustancia
problema y facilita su aplicacién sobre la superficie epitelial de la cornea. Tras la aplicacién de la sustancia, se vuelve
a colocar la ventana de cristal de la cdmara anterior para crear de nuevo un sistema cerrado.

Incubacién tras la exposicion

Tras el periodo de exposicion, la sustancia problema, el control negativo o la sustancia de control positivo se retiran
de la cdmara anterior y se lava el epitelio al menos tres veces (o hasta que no quede ningdn rastro visible de la
sustancia problema) utilizando EMEM con rojo de fenol. Se utiliza para el lavado el medio con rojo de fenol porque
observando el cambio de color de esta sustancia puede determinarse la efectividad del lavado de materias dcidas o
alcalinas. Las corneas se lavan mads de tres veces si el rojo de fenol sigue sin colorearse (amarillo o pirpura) o sigue
viéndose la sustancia problema. Una vez el medio ha quedado libre de sustancia problema, se lavan las cérneas una
tltima vez con EMEM sin rojo de fenol. Se utiliza EMEM sin rojo de fenol en el lavado final para eliminar el rojo de
fenol de la cdmara anterior antes de medir la opacidad. La cdmara anterior vuelve a llenarse a continuacién con
EMEM nuevo sin rojo de fenol.

En el caso de liquidos o agentes tensioactivos, las corneas, una vez lavadas, se incuban otras dos horas a 32 + 1 °C.
En ciertas circunstancias puede ser util prolongar este tiempo tras la exposicion, extremo que debe estudiarse en cada
caso. Las cOrneas tratadas con sélidos se lavan a fondo al final del periodo de exposicion de cuatro horas, pero no es
necesario prolongar su incubacién.

Al final del periodo de incubacién tras la exposicion en el caso de liquidos y agentes tensioactivos y al final del
periodo de exposicién de cuatro horas en el caso de sélidos que no son agentes tensioactivos, se registran la opacidad
y la permeabilidad de cada cérnea. Asimismo, se observa visualmente cada cdrnea y se registran las observaciones
pertinentes (por ejemplo, abrasion tisular, sustancia problema residual, opacidad no uniforme). Estas observaciones
pueden ser importantes ya que pueden reflejarse en variaciones de las lecturas del opacimetro.

Sustancias de control

En cada experimento se incluyen controles simultdneos negativos (o del disolvente/vehiculo) y positivos.

Cuando se somete a ensayo una sustancia liquida al 100 %, se incluye en el método de ensayo BCOP un control
negativo simultineo (por e¢jemplo, solucién de cloruro sdédico al 0,9 % o agua destilada), de forma que puedan
detectarse los eventuales cambios inespecificos del sistema de ensayo y se disponga de una base de referencia para los
pardmetros del ensayo. También permite evitar que las condiciones del ensayo provoquen de forma inadecuada una
respuesta de irritacion.

Cuando se somete a ensayo una sustancia liquida diluida, un agente tensioactivo o un sélido, se incluye en el método
de ensayo BCOP un grupo de control simultineo del disolvente/vehiculo, de forma que puedan detectarse los
eventuales cambios inespecificos del sistema de ensayo y se disponga de una base de referencia para los pardmetros
del ensayo. Solo pueden utilizarse disolventes/vehiculos de los que se haya demostrado que carecen de efectos
adversos sobre el sistema de ensayo.

Se incluye como control positivo simultineo en cada experimento un agente irritante ocular conocido, a fin de
verificar que se provoca una respuesta adecuada. Como en el presente método se utiliza el ensayo BCOP para
identificar agentes corrosivos o irritantes intensos, lo mejor es que el control positivo sea una sustancia de referencia
que induzca una respuesta intensa con este método de ensayo. Sin embargo, para asegurar la posibilidad de evaluar la
variabilidad de las respuestas del control positivo a lo largo del tiempo, no debe ser excesiva la magnitud de la
respuesta de irritacion.

Pueden citarse como ejemplos de controles positivos en caso de sustancias problema liquidas la dimetilformamida o
el hidréxido sédico al 1 %. Como ejemplo de control positivo en caso de sustancias problema sélidas estd el imidazol
al 20 % (pesofvolumen) en solucién de cloruro sédico al 0,9 %.
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Es atil disponer de sustancias de referencia para evaluar el potencial de irritacion ocular de sustancias desconocidas
dentro de una clase especifica de sustancias o productos, o para evaluar la capacidad de irritacién relativa de un
agente irritante ocular dentro de una gama especifica de respuestas de irritacion.

Pardmetros medidos

La opacidad se determina mediante la cantidad de luz transmitida a través de la cérnea. La opacidad de la cérnea se
mide cuantitativamente con ayuda de un opacimetro, que permite medir los valores de opacidad en una escala
continua.

La permeabilidad se determina por la cantidad de pigmento fluoresceina sédica que penetra en todas las capas de
células de la cornea (es decir, desde el epitelio de la superficie exterior de la cérnea hasta el endotelio de su superficie
interior). Se afiade a la cdmara anterior del soporte de cérnea 1 mL de solucién de fluoresceina sédica (4 o 5 mg/mL
cuando se estudian liquidos y agentes tensioactivos o sélidos no tensioactivos, respectivamente), en contacto con el
lado epitelial de la cérnea, mientras que la cdmara posterior, en contacto con el lado endotelial de la cérnea, se llena
con EMEM nuevo. El soporte se incuba a continuacién en posicién horizontal durante 90 + 5 min a 32+ 1°C. La
cantidad de fluoresceina sddica que atraviesa la cornea hasta la cdmara posterior se mide cuantitativamente mediante
espectrofotometria UV/|VIS. Las mediciones espectrofotométricas evaluadas a 490 nm se registran como valores de
absorbancia o densidad Optica (DO490), medidos en una escala continua. Los valores de permeabilidad a la fluores-
ceina se determinan utilizando los valores de DO,gq conseguidos mediante un espectrofotémetro de luz visible con
un camino Optico normal de 1 cm.

También puede utilizarse un lector de placa de microvaloracion de 96 pocillos siempre que: a) pueda establecerse la
banda de linealidad del lector de placas para determinar los valores de DO4gq de fluoresceina; y b) se utilice el
volumen correcto de muestras de fluoresceina en la placa de 96 pocillos para obtener unos valores de DOy
equivalentes a los conseguidos con un camino 6ptico normal de 1 cm (esto puede exigir que los pocillos estén
completamente llenos [generalmente, 360 pL]).

DATOS E INFORME
Evaluacion de los datos

Una vez corregidos los valores de opacidad y de permeabilidad media (DO49) para tener en cuenta los valores de
opacidad de fondo y de permeabilidad (DO49) del control negativo, los valores medios de opacidad y permeabilidad
(DO4g() se combinan en una férmula empirica para calcular la puntuacién de la capacidad de irritacién in vitro (IVIS)
de cada grupo de tratamiento, de la manera siguiente:

IVIS = valor medio de opacidad + (15 x valor medio de permeabilidad [DO49(])

Sina et al. (16) comunican que esta formula se ha obtenido mediante estudios internos e interlaboratorios. Los datos
obtenidos con una serie de 36 compuestos en un estudio interlaboratorios se sometieron a andlisis con multiples
variables para determinar la ecuacion que se ajustara mejor a los datos in vivo e in vitro. Este andlisis fue efectuado
por cientificos de dos empresas diferentes, que propusieron ecuaciones casi idénticas.

Los valores de opacidad y permeabilidad deben evaluarse también independientemente para determinar si una
sustancia problema ha inducido corrosividad o irritacién intensa mediante solo uno de los dos pardmetros (véase
la parte siguiente, sobre criterios de decision).

Criterios de decision

Las sustancias que induzcan una IVIS > 55,1 se definen como corrosivas o irritantes intensas. Como se indica en el
punto 1, si la sustancia problema no se identifica como corrosiva o irritante intensa para los ojos, deben realizarse
otras pruebas con fines de clasificacion y etiquetado. El método de ensayo BCOP tiene una exactitud general del 79 %
(113/143) al 81 % (119/147), una tasa de falsos positivos del 19 % (20/103) al 21 % (22/103), y una tasa de falsos
negativos del 16 % (7/43) al 25 % (10/40), en relacién con los datos obtenidos mediante el método de ensayo de
ojos de conejo in vivo, clasificados segtin los sistemas de clasificacion de la EPA (1), UE (2), o SGA (3). Si se excluyen
de la base de datos las sustancias de ciertas clases quimicas (es decir, alcoholes y cetonas) o fisicas (es decir, sélidos),
la exactitud del método BCOP en el conjunto de los sistemas de clasificacion de la UE, EPA y SGA varia del 87 %
(72/83) al 92 % (78/85), las tasas de falsos positivos van del 12 % (7/58) al 16 % (9/56), y las tasas de falsos
negativos van del 0 % (0/27) al 12 % (3/26).

Incluso aunque una sustancia problema no se clasifique como corrosiva o irritante intensa para los ojos, los datos del
BCOP pueden ser dtiles, junto con los datos del ensayo in vivo con ojos de conejo o de otro ensayo in vitro validado
adecuadamente, para seguir evaluando la utilidad y las limitaciones del método de ensayo BCOP a efectos de la
deteccion de agentes irritantes no intensos y agentes no irritantes (se estd elaborando un documento de orientacién
sobre el uso de métodos de ensayo in vitro de la toxicidad ocular).
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Criterios de aceptacién del estudio

Se considera que un ensayo es aceptable si el control positivo da una IVIS comprendida en el intervalo de dos
desviaciones tipicas respecto a la media histérica del momento, que debe actualizarse al menos cada tres meses, o
cada vez que se efectie un ensayo aceptable en caso de laboratorios en los que no sea frecuente efectuar estos
ensayos (es decir, con una frecuencia que no llegue a mensual). Las respuestas de los controles negativos o del
disolvente/vehiculo deben llevar a unos valores de opacidad y permeabilidad inferiores a los limites superiores
establecidos para los valores de opacidad y permeabilidad de fondo de las cérneas de bovino tratadas con el
respectivo control negativo o del disolvente/vehiculo.

Informe del ensayo

El informe del ensayo debe incluir la siguiente informacién, en caso de que corresponda a la realizacién del estudio:
Sustancias problema y de control

Denominacién o denominaciones quimicas, como la denominacion estructural utilizada por el Chemical Abstracts
Service (CAS), seguida por otras denominaciones, si se conocen;

El niimero de registro CAS, si se conoce;

La pureza y la composicion de la sustancia o mezcla (en porcentajes en peso), en la medida en que se disponga de
esta informacion;

Propiedades fisico-quimicas pertinentes para la realizacion del estudio, como estado fisico, volatilidad, pH, estabilidad,
clase quimica o hidrosolubilidad;

Tratamiento de las sustancias problema y de control antes del ensayo, en su caso (p. ¢j., calentamiento, trituracién);
Estabilidad, si se conoce.

Informacion referente al promotor y al laboratorio

Nombre y direccién del promotor, laboratorio y director del estudio;
Identificacion de la fuente de los ojos (es decir, instalacién en la que se han recogido);

Condiciones de almacenamiento y transporte de los ojos (por ejemplo, fecha y hora de recogida de los ojos, plazo
transcurrido hasta el inicio del ensayo, medios de transporte y condiciones de temperatura, uso eventual de anti-
bioticos);

Caracteristicas especificas de los animales de los que se han extraido los ojos (por ejemplo, edad, sexo, peso del
animal), si se dispone de estos datos.

Justificacion del método de ensayo y del protocolo utilizados
Integridad del método de ensayo

Procedimiento utilizado para garantizar la integridad (es decir, la exactitud y la fiabilidad) del método de ensayo a lo
largo del tiempo (por ejemplo, ensayo periddico de sustancias utilizadas para demostrar la aptitud, utilizacién de
datos anteriores de controles negativos y positivos).

Criterios de aceptabilidad del ensayo

Bandas aceptables de controles positivos y negativos simultineos segtin los datos anteriores;
Cuando corresponda, bandas aceptables de controles de referencias simultdneos segtin los datos anteriores.

Condiciones del ensayo

Descripcion del sistema de ensayo utilizado;
Tipo de soporte de cdrnea utilizado;

Informacién sobre la calibracién de los dispositivos utilizados para medir la opacidad y la permeabilidad (por
ejemplo, opacimetro y espectrofotémetro);
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Informacién sobre las cérneas de bovino utilizadas, incluidas declaraciones sobre su calidad;
Particularidades del procedimiento de ensayo empleado;

Concentraciones utilizadas de la sustancia problema;

Descripcion de las eventuales modificaciones del procedimiento del ensayo;

Referencia a datos anteriores del modelo (por ejemplo, controles negativos y positivos, sustancias utilizadas para
demostrar la aptitud, sustancias de referencia);

Descripcién de los criterios de evaluacién seguidos.

Resultados

Presentacion en forma de cuadro de los datos correspondientes a las distintas muestras problema (por ejemplo,
valores de opacidad y DO,gq € IVIS calculada para la sustancia problema y los controles positivos, negativos y de
referencia [si se utilizan], incluidos los datos procedentes de los experimentos repetidos en paralelo cuando corres-
ponda, y las medias + la desviacion tipica de cada experimento);

Descripcion de otros efectos observados.

Discusion de los resultados
Conclusion
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Apéndice 1

DEFINICIONES

Exactitud: Grado de concordancia entre los resultados obtenidos con el método de ensayo y los valores de referencia
aceptados. Se trata de una medida del comportamiento del método de ensayo y es un aspecto de su «pertinencia». Este
término y el de «concordancia» se suelen usar indistintamente para indicar la proporcién de resultados correctos de un
método de ensayo.
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Sustancias de referencia: Sustancias utilizadas como patrén para comparar con una sustancia problema. Las sustancias
de referencia deben presentar las siguientes propiedades: a) una fuente coherente y fiable; b) similitud estructural y
funcional con la clase de las sustancias problema; c) caracteristicas fisicas y quimicas conocidas; d) datos de apoyo sobre
los efectos conocidos, y €) potencia conocida en la banda de la respuesta deseada.

Cornea: Parte transparente delantera del globo ocular que cubre el iris y la pupila y permite el paso de la luz al interior.

Opacidad de la cérnea: Medicion del grado de opacidad de la cornea tras su exposicién a una sustancia problema. Un
aumento de la opacidad de la cornea indica que esta ha sufrido una lesion. La opacidad puede evaluarse subjetivamente,
como se hace en el ensayo con ojo de conejo de Draize, u objetivamente con un instrumento como un «opacimetro».

Permeabilidad de la cérnea: Medicion cuantitativa de la lesion del epitelio corneal mediante determinacion de la
cantidad del pigmento fluoresceina sédica que pasa a través de todas las capas de células corneales.

Categoria 1 de la EPA: Corrosion (destruccion irreversible del tejido ocular) o afectacion o irritacién de la cornea,
persistente durante mds de 21 difas (1).

Categoria R41 de la UE: Produccién de una lesién de los tejidos oculares o un deterioro fisico importante de la vision,
como consecuencia de la aplicacién de una sustancia problema a la superficie anterior del ojo, y que no es totalmente
reversible en los 21 dias siguientes a la aplicacion (2).

Tasa de falsos negativos: Proporcion de todas las sustancias positivas identificadas erréneamente como negativas por un
método de ensayo. Es uno de los indicadores del comportamiento del método de ensayo.

Tasa de falsos positivos: Proporcion de todas las sustancias negativas identificadas erréneamente como positivas por un
método de ensayo. Es uno de los indicadores del comportamiento del método de ensayo.

SGA (Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacién y Etiquetado de Productos Quimicos): Sistema que
propone la clasificacion de sustancias quimicas y sus mezclas segin tipos y niveles normalizados de peligros fisicos,
sanitarios y ambientales, y que hace referencia a los elementos correspondientes de comunicacién, como pictogramas,
palabras de advertencia, indicaciones de peligro, consejos de prudencia, y fichas de datos de seguridad, a efectos de
proporcionar informacién sobre sus efectos adversos con el fin de proteger a la poblacion (incluidos empresarios,
trabajadores, transportistas, consumidores y personal de respuesta a emergencias) y al medio ambiente (3).

Categoria 1 del SGA: Produccion de una lesion de los tejidos oculares o una degradacion fisica severa de la vista, como
consecuencia de la aplicacion de una sustancia problema en la superficie anterior del ojo, y que no es totalmente
reversible en los 21 dias siguientes a la aplicacion (3).

Peligro: Propiedad inherente de un agente o situacién que tiene capacidad para provocar efectos adversos cuando un
organismo, sistema o (sub)poblacién se expone a dicho agente.

Puntuacién de la capacidad de irritacién in vitro (In Vitro Irritancy Score, IVIS): Formula empirica utilizada en el
ensayo BCOP mediante la cual se combinan en una sola puntuacion in vitro los valores medios de opacidad y de
permeabilidad de cada grupo de tratamiento. IVIS = valor medio de opacidad + (15 x valor medio de permeabilidad).

Control negativo: Muestra paralela no tratada que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo. Esta
muestra se somete al mismo proceso que las muestras tratadas con sustancia problema y otras muestras de control para
determinar si el disolvente interactiia con el sistema de ensayo.

Sustancias no irritantes: Sustancias no clasificadas como irritantes oculares en las categorias I, II, o III de la EPA, en la
categoria R41 o R36 de la UE, ni en las categorfas 1, 2A o 2B del SGA.

Sustancias corrosivas oculares: a) Sustancias que provocan una lesion irreversible de los tejidos oculares; b) sustancias
clasificadas como irritantes oculares de la categorfa 1 del SGA, categoria I de la EPA, o categoria R41 de la UE (1) (2) (3).

Sustancias irritantes oculares: a) Sustancias que producen un cambio reversible en el ojo como consecuencia de su
aplicacion a la superficie anterior de este; b) sustancias clasificadas como irritantes oculares de la categorfa Il o III de la
EPA, categorfa R36 de la UE, o en las categorfas 2A o 2B del SGA (1) (2) (3).
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Sustancias irritantes intensas oculares: a) Sustancias que provocan lesiones de los tejidos oculares como consecuencia
de su aplicacién a la superficie anterior del ojo, y que no se resuelven en los 21 dias siguientes a la aplicacién, o una
degradacion fisica severa de la visién; b) sustancias clasificadas como irritantes oculares de la categorfa 1 del SGA,
categorfa 1 de la EPA, o categoria R41 de la UE (1) (2) (3).

Opacimetro: Instrumento utilizado para medir la opacidad de la cornea evaluando cuantitativamente la transmisién de la
luz a través de esta. El instrumento clasico tiene dos compartimentos, cada uno provisto de su propia fuente de luz y una
célula fotoeléctrica. Un compartimento se utiliza para la cérnea tratada, y el otro para calibrar y poner a cero el
instrumento. Se envia la luz de una lémpara hal6gena a una célula fotoeléctrica a través de un compartimento de control
(cdmara vacia sin ventanas ni liquido) y se compara con la luz enviada a una célula fotoeléctrica a través del compar-
timento experimental, que alberga a la cdmara que contiene la cérnea. Se compara la diferencia en la transmision
luminosa a partir de las células fotoeléctricas y se presenta un valor numérico de opacidad en un indicador digital.

Control positivo: Muestra paralela que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo y que se trata con una
sustancia de la que se sabe que induce una respuesta positiva. Para asegurar la posibilidad de evaluar la variabilidad de las
respuestas del control positivo a lo largo del tiempo, no debe ser excesiva la intensidad de la respuesta.

Fiabilidad: Medida del grado en que un método de ensayo puede aplicarse de forma reproducible a lo largo del tiempo,
en un mismo laboratorio o en distintos laboratorios, utilizando el mismo protocolo. Se evalda calculando la reprodu-
cibilidad intra e interlaboratorios y la repetibilidad intralaboratorios.

Control del disolvente[vehiculo: Muestra no tratada que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo,
incluido el disolvente o vehiculo, y que se somete al mismo proceso que las muestras tratadas con sustancia problema y
otras muestras de control, a fin de determinar la respuesta de base correspondiente a las muestras tratadas con la
sustancia problema disuelta en el mismo disolvente o vehiculo. Cuando se somete a ensayo con un control negativo
simultdneo, esta muestra pone de manifiesto también si el disolvente o vehiculo interactiia con el sistema de ensayo.

Ensayo gradual: Estrategia de ensayo por fases, en la que se revisa toda la informacién existente sobre una sustancia
problema, siguiendo un orden especificado, en un proceso de ponderacion de los datos en cada fase, a fin de determinar
si se dispone de informacion suficiente para tomar una decision sobre la clasificacion de un peligro, antes de pasar a la
fase siguiente. Si puede establecerse la capacidad de irritacion de una sustancia problema con la informacién disponible,
no hace falta efectuar mds ensayos. Si no puede establecerse la capacidad de irritacion de una sustancia problema con la
informacién disponible, se aplica un procedimiento secuencial de ensayos con animales por fases hasta que pueda
efectuarse una clasificacién inequivoca.

Método de ensayo validado: Método de ensayo sobre el cual se han completado estudios de validacién para determinar
su pertinencia (incluida su exactitud) y su fiabilidad con un fin especifico. Es importante sefialar que un método de ensayo
validado puede tener un comportamiento insuficiente en términos de exactitud y fiabilidad como para considerarse
aceptable a efectos del fin propuesto.

Ponderacién de los datos: Proceso de consideracion de los aspectos favorables y desfavorables de los distintos elementos
de informacion a efectos de alcanzar y confirmar una conclusién en cuanto al peligro potencial de una sustancia.

Apéndice 2

Sustancias utilizadas para demostrar la aptitud del método de ensayo BCOP

Antes de proceder al uso sistematico de un método de ensayo que se ajuste al presente método de ensayo, es posible que
los laboratorios deseen demostrar su aptitud técnica, identificando correctamente la clasificacion de las diez sustancias
recomendadas del cuadro 1 en cuanto a su corrosividad ocular. Estas sustancias se han seleccionado para representar la
gama de respuestas de irritacién/corrosion ocular local, sobre la base de los resultados conseguidos en el ensayo con ojo
de conejo in vivo (TG 405) (es decir, categorfas 1, 2A, 2B o no clasificada ni etiquetada segin el SGA de la ONU (3) (7).
Sin embargo, considerando la utilidad validada de estos ensayos (es decir, identificar solamente sustancias corrosivas|
irritantes intensas oculares), solo hay dos resultados del ensayo a efectos de clasificacion (sustancia corrosiva | irritante
intensa o sustancia no corrosiva [ no irritante intensa) para demostrar la aptitud del método. Otros criterios de seleccion
son que las sustancias se encuentren en el mercado, que se disponga de datos de referencia in vivo de calidad, y que haya
datos de calidad procedentes de los dos métodos in vitro para los que se estdn elaborando directrices de ensayo. Por este
motivo, se han seleccionado sustancias irritantes de la lista recomendada por el ICCVAM de 122 sustancias de referencia
para la validacion de métodos de ensayo de la toxicidad ocular in vitro (véase el apéndice H: Sustancias de referencia
recomendadas por el ICCVAM) (5). Se encuentran datos de referencia en los documentos de revision de fondo del
ICCVAM para el método de ensayo BCOP y para el de ojo de pollo aislado (ICE) (17) (18).
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Cuadro 1

Sustancias recomendadas para demostrar la aptitud técnica con el BCOP

Sustancia N° CAS Clase quimica (') Estado fisico Clasivf::\fsc(iz()'m in Clasificacion in vitro (%)
Cloruro de benzalco- 8001-54-5 Compuesto onio Liquido Categorfa 1 Corrosivolirritante
nio (5 %) intenso
Clorhexidina 55-56-1 Amina, amidina Solido Categorfa 1 Corrosivolirritante

intenso
Acido dibenzoil-L-tar- 2743-38-6 Acido carboxi- Solido Categorfa 1 Corrosivolirritante
tarico lico, éster intenso
Imidazol 288-32-4 Heterociclo Sélido Categorfa 1 Corrosivolirritante
intenso
Acido tricloroacético 76-03-9 Acido carboxilico |  Liquido Categorfa 1 Corrosivolirritante
(30 %) intenso
Cloruro de 2,6-diclo- 4659-45-4 Haluro de acilo Liquido | Categoria 2A | No corrosivo/no irritante
robenzoilo intenso
2-Metil-acetoacetato 609-14-3 Cetona, éster Liquido Categorfa 2B | No corrosivo/no irritante
de etilo intenso
Nitrato de amonio 6484-52-2 Sal inorgdnica Solido Categorfa 2A | No corrosivo/no irritante
intenso
Glicerol 56-81-5 Alcohol Liquido No etique- | No corrosivo/no irritante
tado intenso
n-Hexano 110-54-3 Hidrocarburo Liquido No etique- | No corrosivo/no irritante
(aciclico) tado intenso

Abreviaturas: N° CAS: niimero de registro del Chemical Abstracts Service
(") La clase quimica se ha asignado a cada sustancia problema utilizando un sistema de clasificacion habitual, basado en el sistema de

clasificacion de materias médicas de la National Library of Medicine (MeSH) (se puede encontrar en la direccion http/fwww.nlm.nih.gov/
mesh).

(%) Sobre la base de los resultados obtenidos en el ensayo con ojos de conejo in vivo (TG 405 de la OCDE) y utilizando el SGA de la ONU

(3) (7)

(%) Sobre la base de los resultados obtenidos con el método de ensayo BCOP y con el ICE.

Apéndice 3

SOPORTE DE CORNEA PARA EL METODO BCOP

. Los soportes de cornea para el método BCOP se hacen de material inerte, como polipropileno. Los soportes estdn

formados por dos mitades (una cdmara anterior y una cdmara posterior), y tienen dos cdmaras internas cilindricas
similares. Cada cdmara alberga un volumen de 5 mL y termina en una ventana de cristal, a través de la cual se efectdan
las mediciones de la opacidad. Cada cdmara interna tiene unas dimensiones de 1,7 cm de didmetro y 2,2 cm de
profundidad (). Para evitar fugas se utiliza una junta térica situada en la cdmara posterior. Las cdrneas se colocan, con
el lado endotelial hacia abajo, sobre la junta térica de las cdmaras posteriores, y las cdmaras anteriores se colocan sobre
el lado epitelial de las cérneas. Las cdmaras se mantienen en su posicién mediante tres tornillos inoxidables situados en
los bordes externos de la cdmara. El extremo de cada cdmara tiene una ventana de cristal que puede retirarse para
facilitar el acceso a la cdérnea. Para evitar fugas, se pone también una junta térica entre la ventana de cristal y la
cdmara. En la parte superior de cada cdmara hay dos agujeros que permiten introducir y retirar ¢l medio y las
sustancias problema. Se cierran con tapones de goma durante los periodos de tratamiento y de incubacion.

Estas dimensiones corresponden al soporte de cornea utilizado para vacas de entre 12 y 60 meses de edad. En caso de que se utilicen

animales de entre 6 y 12 meses de edad, puede ser necesario disefiar el soporte de manera que cada cdmara albergue un volumen de
4 mL, y cada una de las cdmaras internas mida 1,5 cm de didmetro y 2,2 cm de profundidad. Es importante que en todos los soportes
de cornea de nuevo disefio la proporcion entre la superficie de cornea expuesta y el volumen de la cdmara posterior sea la misma que
en el soporte de cornea tradicional. Se trata de una condicién necesaria para asegurar que los valores de permeabilidad se determinan
correctamente a efectos del cdlculo de la puntuacion IVIS con la férmula propuesta.
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OPACIMETRO

. El opacimetro es un dispositivo que mide la transmision luminosa. Se envia a una célula fotoeléctrica la luz de una

lampara haldgena a través de un compartimento de control (cdmara vacia sin ventanas ni liquido) y se compara con la
luz enviada a una célula fotoeléctrica a través del compartimento experimental, que alberga la cimara que contiene la
cérnea. Se compara la diferencia en la transmision luminosa a partir de las células fotoeléctricas y se presenta un valor
numérico de opacidad en un indicador digital. Se determina el nimero de unidades de opacidad.

. Las respuestas del opacimetro deben ser lineales a lo largo de una gama de lecturas de opacidad que incluya los valores

de corte utilizados para las diferentes clasificaciones descritas por el modelo de prediccion (es decir, hasta el valor de
corte que determina la corrosividad | capacidad de irritacion intensa). Para garantizar que las lecturas son lineales y
exactas hasta la zona de 75-80 unidades de opacidad, es necesario calibrar el opacimetro utilizando una serie de
calibradores. Estos (que son unas hojas opacas de poliéster) se introducen en la cdmara de calibracién (cdmara para
corneas disefiada para contener los calibradores) y se toman las lecturas en el opacimetro. La cdmara de calibracién
estd designada para mantener los calibradores a la misma distancia aproximadamente entre la luz y la célula fotoeléc-
trica a la que se colocarfan las corneas durante las mediciones de la opacidad. El opacimetro se calibra en primer lugar
a cero unidades de opacidad utilizando la cdmara de calibracién sin ningin calibrador. A continuacién se ponen en
esta cdmara tres calibradores diferentes, uno a uno, y se miden las opacidades correspondientes. A los calibradores 1, 2
y 3 deben corresponderles unas lecturas de opacidad iguales a sus valores establecidos de 75, 150, y 225 unidades de
opacidad, respectivamente, * 5 %.
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B. 48. METODO DE ENSAYO DE OJO DE POLLO AISLADO PARA DETECTAR AGENTES CORROSIVOS E
IRRITANTES INTENSOS PARA LOS OJOS

INTRODUCCION

1. El método de ensayo de ojo de pollo aislado (Isolated Chicken Eye, ICE) es un procedimiento in vitro que puede
utilizarse, en ciertas circunstancias y con limitaciones especificas, para clasificar sustancias y mezclas como agentes
corrosivos e irritantes intensos para los ojos (1) (2) (3). A efectos de este método de ensayo, se entiende por “agentes
irritantes intensos” aquellos que inducen lesiones oculares que persisten en el conejo durante al menos 21 dias tras su
administracién. Aunque no se considera vilido para sustituir completamente al ensayo in vivo en ojo de conejo, se
recomienda utilizar el ICE como parte de una estrategia de ensayo gradual para la clasificacion normativa y el
etiquetado dentro de un dmbito especifico de aplicabilidad (4) (5). Las sustancias y mezclas problema (6) que den
resultado positivo en este ensayo pueden clasificarse como agentes corrosivos o irritantes intensos sin necesidad de
efectuar mds pruebas con conejos. Las sustancias que den resultado negativo tendrian que someterse a ensayo con
conejos siguiendo una estrategia de ensayo secuencial, como se describe en las Directrices de ensayo 405 de la OCDE
(7) (método B.5 del presente anexo).

2. El objetivo del presente método de ensayo es describir los procedimientos utilizados para evaluar la posible corro-
sividad o capacidad de irritacion intensa para los ojos de una sustancia problema en funcién de su capacidad para
causar toxicidad en un ojo enucleado de pollo. Los efectos toxicos sobre la cérnea se miden mediante a) una
evaluacién cualitativa de la opacidad, b) una evaluacion cualitativa de las lesiones provocadas al epitelio sobre la
base de una aplicacién de fluoresceina en el ojo (retencién de fluoresceina), ¢) una medicién cuantitativa del aumento
del espesor (inflamacién), y d) una evaluacién cualitativa de las lesiones morfoldogicas macroscépicas de la superficie.
Las evaluaciones de la opacidad, la inflamacién y las lesiones de la cornea tras la exposicion de esta a una sustancia
problema se efectdan por separado y después se combinan para llegar a una clasificacion de la capacidad de irritacién
ocular.

3. También se han ensayado utilizando el método ICE agentes irritantes oculares que provocan lesiones que desaparecen
en menos de 21 dias, asi como agentes no irritantes. Sin embargo, no se han evaluado oficialmente la exactitud ni la
fiabilidad del método de ensayo ICE respecto a las sustancias de estas categorias.

4. En el apéndice 1 se dan las definiciones pertinentes.

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

5. El presente método de ensayo se basa en el protocolo del método de ensayo ICE del Comité de Coordinacién
Interagencias sobre la Validacion de Métodos Alternativos estadounidense (Interagency Coordinating Committee on
the Validation of Alternative Methods, ICCVAM) (8), elaborado siguiendo un estudio de validacién internacional (4)
(5) (9), con aportaciones del Centro Europeo para la Validacién de Métodos Alternativos (European Centre for the
Validation of Alternative Methods, ECVAM), del Centro Japonés para la Validacion de Métodos Alternativos (Japanese
Center for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM), y del Departamento de Toxicologia y Farmacologia
Aplicada de Calidad de la Vida de TNO de los Paises Bajos (TNO Quality of Life Department of Toxicology and
Applied Pharmacology). El protocolo se basa en la informacion obtenida a partir de protocolos publicados, asi como
del protocolo actualmente utilizado por TNO (10) (11) (12) (13) (14).

6. Las limitaciones que se han detectado en este método estdn relacionadas con la tasa de falsos resultados positivos de
alcoholes y con las tasas de falsos resultados negativos de sélidos y sustancias tensioactivas (véase el punto 47) (4). Si
se excluyen de la base de datos las sustancias de estas clases quimicas y fisicas, mejora sustancialmente la exactitud
del ensayo ICE en los sistemas de clasificacion de la UE, EPA y SGA (4). Teniendo en cuenta el objeto de este ensayo
(es decir, tan solo identificar agentes corrosivos o irritantes intensos para los 0jos), no importa que sean elevadas las
tasas de falsos resultados negativos, ya que las sustancias correspondientes se someterian posteriormente a ensayo
con conejos 0 a otros ensayos in vitro validados adecuadamente, en funcion de las exigencias normativas, utilizando
una estrategia de ensayo secuencial en un enfoque de ponderacion de los datos. Por otra parte, la actual base de datos
de validacion no permite una evaluacion adecuada de algunas clases de sustancias o productos (por ejemplo,
mezclas). Sin embargo, los investigadores pueden considerar la posibilidad de utilizar este método de ensayo para
estudiar todos los tipos de material (incluidas las mezclas), con lo cual un resultado positivo podria aceptarse como
indicacién de una respuesta corrosiva o irritante intensa para los ojos. Sin embargo, los resultados positivos
obtenidos con alcoholes deben interpretarse con precaucion, debido al riesgo de sobreprediccion.

7. Todos los procedimientos con ojos de pollo deben ajustarse a las normas y procedimientos aplicables de la ins-
talacion de ensayo en relaciéon con la manipulacién de materiales derivados del hombre o de animales, entre los que
figuran los tejidos o los liquidos intersticiales. Se recomienda observar las precauciones universales de laborato-
rio (15).

8. Una de las limitaciones del método de ensayo consiste en que, a pesar de que tiene en cuenta algunos de los efectos
oculares evaluados con el método de ensayo de la capacidad de irritacion ocular en el conejo y, hasta cierto punto, su
gravedad, no atiende a las lesiones de la conjuntiva ni del iris. Asimismo, aunque la reversibilidad de las lesiones de la
cérnea no puede evaluarse per se en el ensayo ICE, se ha propuesto, sobre la base de los estudios en ojo de conejo,
que la evaluacion de la profundidad inicial de la lesién de la cérnea puede utilizarse para distinguir entre efectos
reversibles e irreversibles (16). Finalmente, ¢l método de ensayo ICE no permite la evaluacién del potencial de
toxicidad sistémica asociado con la exposicién ocular.

9. Se estd trabajando actualmente para seguir caracterizando la utilidad y las limitaciones del método de ensayo ICE para
detectar los agentes irritantes no intensos y los agentes no irritantes (véase también el punto 48). También se anima a
los usuarios a presentar muestras o datos a las organizaciones de validacién para una evaluacion oficial de posibles
usos futuros del método de ensayo ICE, incluida la deteccidn de agentes irritantes no intensos y agentes no irritantes.
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Cuando algiin laboratorio establezca inicialmente este ensayo, deben utilizarse las sustancias para demostrar la aptitud
que se indican en el apéndice 2. Los laboratorios pueden utilizar estas sustancias para demostrar su competencia
técnica en la realizacion del método de ensayo ICE antes de presentar, con fines de clasificacion normativa de
peligros, los datos obtenidos con este ensayo.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El método de ensayo ICE es un modelo organotipico con mantenimiento a corto plazo del ojo de pollo in vitro. En
este método de ensayo, las lesiones provocadas por la sustancia problema se evalian determinando la inflamacion, la
opacidad y la retencién de fluoresceina en la cérnea. Mientras que los dos dltimos pardmetros implican una
evaluacion cualitativa, el andlisis de la inflamacién de la c6rnea permite una evaluacion cuantitativa. Cada medicion
se convierte en una puntuacion cuantitativa utilizada para calcular un indice general de irritacién, o bien se somete a
una categorizacion cualitativa para asignarle una clasificacién de corrosividad y capacidad de irritacién intensa ocular
in vitro. Cada uno de estos resultados puede utilizarse a continuacion para predecir el potencial de corrosividad o
capacidad de irritacién intensa de una sustancia problema (véanse los criterios de decision).

Fuente y edad de los ojos de pollo

Tradicionalmente se han venido utilizando para este ensayo los ojos tomados de pollos obtenidos de mataderos
donde se sacrifican para el consumo humano, con lo que se suprime la necesidad de disponer de animales de
laboratorio. Solo se utilizan los ojos de animales sanos considerados adecuados para entrar en la cadena alimentaria
humana.

Aunque ain no se ha efectuado ningtin estudio comparativo para evaluar la edad 6ptima de los pollos, la edad y el
peso de los pollos usados tradicionalmente en este método de ensayo corresponden a los pollos tiernos que se suelen
tratar en los mataderos de aves de corral (es decir, de unas siete semanas de edad y entre 1, 5 y 2,5 kg).

Recogida y transporte de los ojos al laboratorio

Las cabezas deben retirarse inmediatamente después de la sedacion de los pollos, generalmente por choque eléctrico,
y de la incisién del cuello para su sangrado. Las fuentes locales de pollos deben estar situadas cerca del laboratorio de
forma que las cabezas puedan transferirse desde el matadero al laboratorio en poco tiempo, a fin de reducir al
minimo el deterioro y la contaminacién bacteriana. Debe reducirse al minimo el tiempo transcurrido entre la
recogida de las cabezas de pollo y la utilizacién de los ojos en el método de ensayo ICE (lo normal es que no
exceda de dos horas), y hay que demostrar que ese tiempo no altera los resultados del ensayo. Estos resultados se
basan en los criterios de seleccion de los ojos, asi como en las respuestas obtenidas con controles positivos y
negativos. Todos los ojos utilizados en el ensayo deben proceder del mismo grupo de ojos recogidos un dia concreto.

Como los ojos se disecan en el laboratorio, las cabezas intactas se transportan desde el matadero a temperatura
ambiente en cajas de plastico humidificadas mediante toallas mojadas con solucién salina isoténica.

Criterios de seleccién de los ojos utilizados en el ICE

Se desechan los ojos que tienen una elevada tincién de fluoresceina de base (es decir, > 0,5) o una elevada
puntuacién de opacidad de la cérnea (es decir, > 0,5) una vez han sido enucleados.

Cada grupo de tratamiento y control positivo simultdneo consiste en al menos tres ojos. El grupo de control negativo
o el control del disolvente (si se utiliza un disolvente distinto de la solucion salina) consiste en al menos un ojo.

PROCEDIMIENTO
Preparacién de los ojos

Se cortan los pdrpados cuidadosamente, procurando no dafiar la cornea. se evaliia rdpidamente la integridad de la
cérnea mediante la aplicacién de una gota de fluoresceina sodica al 2 % (p/v) a la superficie de la cérnea durante unos
segundos, seguida de lavado con solucién salina isotonica. Los ojos tratados con fluoresceina se examinan a
continuaciéon con un microscopio de ldmpara de hendidura para asegurarse de que la cornea estd ilesa (es decir,
tiene puntuaciones de retencién de fluoresceina y de opacidad de la cérnea < 0,5).

Los ojos que no presenten lesiones se extraen del crdneo, teniendo cuidado de no lesionar la cornea. El globo ocular
se extrae de la 6rbita sujetando firmemente con pinzas quirtrgicas la membrana nictitante, y los musculos del ojo se
cortan con unas tijeras curvas de punta roma. Es importante no causar lesiones a la cornea por una presién excesiva
(es decir, artefactos de compresion).

Cuando se retira el ojo de la 6rbita, debe quedar con él una porcién visible del nervio éptico. Una vez retirado de la
Orbita, el ojo se pone en una gasa hidrofila y se retiran, cortdndolos, la membrana nictitante y demds tejidos
conjuntivos.
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El ojo enucleado se monta en un soporte de acero inoxidable, con la cornea situada verticalmente. El soporte se
transfiere a continuacién a la cdmara de un aparato de perfusion (16), donde se posiciona de manera que toda la
cornea reciba el goteo de solucion salina isotOnica. Las cdmaras de los aparatos de perfusion deben estar termos-
tatizadas a 32 £ 1,5 °C. El apéndice 3 incluye un diagrama de un aparato de perfusién normal y del soporte para los
ojos, que pueden obtenerse comercialmente o bien construirse en el propio laboratorio. El aparato puede modificarse
para cubrir las necesidades de un laboratorio concreto (por ejemplo, para albergar un nimero diferente de o0jos).

Una vez colocados en el aparato de perfusion, los ojos se vuelven a examinar con un microscopio de limpara de
hendidura para asegurarse de que no han sufrido ninguna lesién durante el proceso de diseccion. También debe
medirse en este momento el espesor de la cornea en el vértice corneal, utilizando el medidor de profundidad con el
microscopio de ldmpara de hendidura. Deben sustituirse los ojos que presenten a) una puntuacion de retencién de
fluoresceina > 0,5; b) una opacidad corneal > 0,5; o ¢) cualquier otro signo de lesién. En cuanto a los ojos que no se
hayan rechazado por ninguno de estos criterios, deberdn rechazarse también los ojos con una espesor de la cornea
que se desvie en mds de un 10 % del valor medio de todos los ojos. Los usuarios deben ser conscientes de que con
los microscopios de lampara de hendidura pueden obtenerse diferentes mediciones del espesor de la cérnea con
diferentes ajustes de la anchura de la hendidura. Esta debe fijarse en 0,095 mm.

Una vez examinados y aprobados todos los ojos, se incuban durante unos 45 o 60 minutos para estabilizarlos con el
sistema de ensayo antes de administrar la sustancia. Tras el periodo de estabilizacion, se registra una medicion de
referencia inicial del espesor y de la opacidad de la cornea que sirva como referencia de base (es decir, a tiempo = 0).
La puntuacién de fluoresceina determinada en el momento de la diseccion se utiliza como medicién de base respecto
a este parametro.

Aplicacion de la sustancia problema

Inmediatamente después de efectuar las mediciones de referencia inicial, se retira el ojo (en su soporte) del aparato de
perfusion, se pone en posicion horizontal y se aplica a la cornea la sustancia problema.

Normalmente, las sustancias problema liquidas se estudian sin diluir, pero, en caso necesario, pueden someterse a
dilucién (por ejemplo, como parte del disefio del estudio). El disolvente preferido para disolver estas sustancias es la
solucién salina fisiologica. Sin embargo, también pueden utilizarse otros disolventes en condiciones controladas, pero
es necesario demostrar la idoneidad de los disolventes que sean distintos de la solucién salina fisioldgica.

Las sustancias problema liquidas se aplican a la cornea de forma que quede cubierta con la sustancia problema toda
la superficie de la cérnea de forma homogénea; el volumen normal es de 0,03 mL.

Cuando sea posible, las sustancias sélidas deben triturarse de la manera mds fina posible con un mortero o con otro
instrumento de trituracion comparable. El polvo resultante se aplica a la cornea de forma que su superficie quede
cubierta uniformemente con la sustancia problema; la cantidad normal es de 0,03 g.

La sustancia problema (liquida o sélida) se aplica durante 10 segundos y después se retira del ojo lavando con
solucién salina isoténica (aproximadamente 20 mL) a temperatura ambiente. El ojo (en su soporte) se vuelve a poner
a continuacion en el aparato de perfusién, en la posicién vertical inicial.

Sustancias de control

En cada experimento se deben incluir controles simultdneos negativos (o del disolvente/vehiculo) y positivos.

Cuando se estudian liquidos al 100 % o sélidos, se utiliza solucion salina fisiolégica como control negativo simul-
tineo en el método de ensayo ICE a fin de detectar cambios inespecificos del sistema de ensayo y garantizar que las
condiciones del ensayo no provocan inadecuadamente una respuesta de irritacion.

Cuando se estudian liquidos diluidos, se incluye en el método de ensayo un grupo de control simultineo del
disolvente/vehiculo a fin de detectar cambios inespecificos del sistema de ensayo y garantizar que las condiciones
del ensayo no provocan inadecuadamente una respuesta de irritacion. Como se indica en el punto 25, solo pueden
utilizarse los disolventes/vehiculos de los que se haya demostrado que carecen de efectos adversos sobre el sistema de
ensayo.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Se incluye como control positivo simultdneo en cada experimento un agente irritante ocular conocido, a fin de
verificar que se provoca una respuesta adecuada. Como en el presente método se utiliza el ensayo ICE para identificar
agentes corrosivos o irritantes intensos, el control positivo debe ser una sustancia de referencia que induzca una
respuesta intensa con este método de ensayo. No obstante, para asegurar la posibilidad de evaluar la variabilidad de
las respuestas del control positivo a lo largo del tiempo, no debe ser excesiva la intensidad de la respuesta. Debe
generarse una cantidad suficiente de datos in vitro del control positivo, de forma que se pueda calcular una banda
aceptable, definida estadisticamente, para el control positivo. Si no se dispone de datos anteriores adecuados con el
método de ensayo ICE respecto a un control positivo determinado, es posible que deban efectuarse estudios para
conseguir esta informacion.

Pueden citarse como ejemplo de controles positivos para sustancias problema liquidas el dcido acético al 10 % o el
cloruro de benzalconio al 5 %, mientras que son ejemplos de controles positivos para sustancias problema sélidas el
hidréxido sédico o el imidazol.

Es atil disponer de sustancias de referencia para evaluar el potencial de irritacién ocular de sustancias desconocidas
dentro de una clase especifica de sustancias o productos, o para evaluar la capacidad de irritacién relativa de un
irritante ocular dentro de una gama especifica de respuestas de irritacién.

Pardmetros medidos

Las cérneas tratadas se evaltan antes de su tratamiento y empezando a los 30, 75, 120, 180 y 240 minutos (* 5
minutos) después del lavado tras el tratamiento. Esta cadencia permite conseguir un niimero adecuado de mediciones
a lo largo del periodo de tratamiento de cuatro horas, dejando tiempo suficiente entre mediciones para que puedan
efectuarse las observaciones requeridas con todos los ojos.

Los pardmetros evaluados son la opacidad de la cornea, la inflamacién, la retencién de fluoresceina y los efectos
morfoldgicos (por ejemplo, lesiones punteadas o aflojamiento del epitelio). A cada uno de los tiempos antes citados
se determinan todos los pardmetros, salvo la retencién de fluoresceina (que se determina solo antes del tratamiento y
a los 30 minutos tras la exposicion a la sustancia problema).

Se recomienda tomar fotografias para documentar la opacidad de la cornea, la retencién de fluoresceina, los efectos
morfoldgicos y, en su caso, la histopatologia.

Tras el examen final a las cuatro horas, los usuarios deberfan conservar los ojos en un fijador adecuado (por ejemplo,
formol neutro amortiguado) para su eventual examen histopatoldgico.

La inflamacién de la cornea se determina mediante mediciones del espesor de la cérnea efectuadas con un paquime-
tro Gptico en un microscopio de ldmpara de hendidura. Se expresa en porcentaje y se calcula con la formula siguiente
a partir de las mediciones del espesor de la cornea:

[ espesor de la ctirnea al tiempo t — espesor de la ctirnea al tiempo t = 0

- ; x 100
espesor de la ciirnea al tiempo t = 0

Se calcula el porcentaje medio de inflamacién de la cérnea de todos los ojos del ensayo a todos los tiempos de
observacién. A partir de la mayor puntuacién media de inflamacién de la cérnea, observada a cualquiera de los
tiempos seleccionados, se adjudica a cada sustancia problema una puntuacién general de categoria.

La puntuacion de la opacidad de la cornea se calcula utilizando el drea de esta opacificada mds densamente. Se calcula
el valor medio de opacidad de la cérnea de todos los ojos del ensayo a todos los tiempos de observacion. A partir de
la mayor puntuaciéon media de opacidad de la cornea, observada a cualquiera de los tiempos seleccionados, se
adjudica a cada sustancia problema una puntuacion general de categorfa (cuadro 1).

Cuadro 1

Puntuaciones de opacidad de la cérnea

Puntuacion Observacion

0 Sin opacidad

0,5 Opacidad muy débil
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Puntuacién Observacién

1 Zonas diseminadas o difusas; los detalles del iris se aprecian con claridad.

2 Zona translicida facilmente discernible; los detalles del iris estdn ligeramente oscurecidos.

3 Opacidad de la cornea intensa; no se ve ningin detalle preciso del iris; el tamario de la pupila es apenas
discernible.

4 Opacidad de la cornea completa; iris invisible

42. El valor medio de retencion de fluoresceina de todos los ojos del ensayo se calcula solo al tiempo de observacion
de 30 minutos, y se utiliza para obtener la puntuacién general de categorfa asignada a cada sustancia problema

43.

44,

45.

(cuadro 2).
Cuadro 2
Puntuaciones de retencién de fluoresceina
Puntuacién Observacion
0 Sin retencién de fluoresceina
0,5 Tincién muy débil de células aisladas
1 Tincién de células aisladas dispersas por toda el drea tratada de la cornea
2 Tincién densa de células aisladas focalizada o confluente
3 Fluoresceina retenida en grandes dreas confluentes de la cornea

Entre los efectos morfoldgicos figuran el “punteamiento” de las células del epitelio corneal, el “aflojamiento” del

epitelio, la rugosidad “de la superficie corneal y el

» o«

pegado” de la sustancia problema a la cérnea. Estas observaciones

pueden presentar una intensidad variable y darse simultdneamente. La clasificacion de estas observaciones es subje-
tiva, seguin la interpretacion del investigador.

DATOS E INFORME

Evaluacion de los datos

Los resultados de la opacidad de la cornea, de la inflamacién y de la retencion de fluoresceina deben evaluarse por
separado a fin de llegar a una clasificacion ICE para cada pardmetro. Las clases ICE de cada pardmetro se combinan a
continuacién para generar una clasificaciéon segtn la capacidad de irritacién de cada sustancia problema.

Criterios de decision

Una vez evaluado cada uno de los pardmetros, pueden asignarse las clases ICE en funcion de unas bandas prede-
terminadas. La interpretacién del espesor de la cérnea (cuadro 3), la opacidad (cuadro 4), y la retencién de fluores-
ceina (cuadro 5) utilizando cuatro clases ICE se efectda segin las siguientes escalas:

Cuadro 3

Criterios de clasificacion ICE segiin el espesor de la cdrnea

Inflamacién media de la cérnea (%) (*) Clase ICE
0Oabs I
>5al2 1l
> 12 a 18 (> 75 min tras el tratamiento) II
> 12 a 18 (< 75 min tras el tratamiento) 111
> 18 a 26 111
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46.

Inflamaciéon media de la cérnea (%) (*) Clase ICE
> 26 a 32 (> 75 min tras el tratamiento) 111
> 26 a 32 (< 75 min tras el tratamiento) v
> 32 I\%

(*) Puntuaciones de inflamacién de la cornea aplicables solo si el espesor se mide con un microscopio de limpara de hendidura Haag-
Streit BP900 con un medidor de profundidad n® I y una anchura de la hendidura ajustada a 9%, lo que equivale a 0,095 mm. Los
usuarios deben tener en cuenta que los microscopios de lémpara de hendidura pueden dar diferentes mediciones del espesor de la
cornea con diferentes ajustes de la anchura de la hendidura.

Cuadro 4

Criterios de clasificacion ICE segtn la opacidad

Puntuacién media de la opacidad maxima (*) Clase ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 Il
1,6-2,5 11
2,6-4,0 %

(*) Véase el cuadro 1.

Cuadro 5

Criterios de clasificacion ICE segiin la retenciéon media de fluoresceina

Puntuacién media de la recepcion de fluoresceina a los 30
) . Clase ICE
minutos tras el tratamiento (*)
0,0-0,5 I
0,6-1,5 II
1,6-2,5 11
2,6-3,0 \%

(¥) Véase el cuadro 2.

La clasificacion general de capacidad de irritacién in vitro de una sustancia problema se evalia leyendo la clasificacion
de capacidad de irritacion correspondiente a la combinacién de categorias obtenidas con la inflamacion de la cérnea,
la opacidad de esta y la retencién de fluoresceina, y aplicando el esquema presentado en el cuadro 6.

Cuadro 6

Clasificacién general de la capacidad de irritacion in vitro

Clasificacion Combinaciones de los tres pardmetros

Corrosivo [ irritante intenso 3 x 1V
2 x1v, 1 =1l
2%V, 1 x 11 (%
2 %1V, 1 x 1%
Opacidad de la cérnea = 3 a los 30 min (en al menos dos
0jos)
Opacidad de la cérnea = 4 a cualquier tiempo (en al menos
dos ojos)
Aflojamiento intenso del epitelio (en al menos un ojo)

() Combinaciones menos probables.
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47.

48.

49.

50.

Como se indica en el punto 1, si la sustancia problema no se identifica como corrosiva o irritante intensa para los
ojos, deben realizarse otras pruebas con fines de clasificacién y etiquetado. El método de ensayo ICE tiene una
exactitud general del 83 % (120/144) al 87 % (134/154), una tasa de falsos positivos del 6 % (7/122) al 8 % (9/116),
y una tasa de falsos negativos del 41 % (13/32) al 50 % (15/30) respecto a la deteccién de agentes corrosivos e
irritantes intensos para los 0jos, en relacion con los datos obtenidos mediante el método de ensayo de ojos de conejo
in vivo, clasificados segtin los sistemas de clasificacién de la EPA (1), UE (2), o SGA (3). Si se excluyen de la base de
datos las sustancias de ciertas clases quimicas (es decir, alcoholes y agentes tensioactivos) y fisicas (es decir, sélidos), la
exactitud del método ICE en el conjunto de los sistemas de clasificacion de la UE, EPA y SAE varia del 91 % (75/82)
al 92 % (69/75), las tasas de falsos positivos van del 5 % (4/73) al 6 % (4/70), y las tasas de falsos negativos van del
29% (2/7) al 33 % (3/9) (4).

Incluso aunque una sustancia problema no se clasifique como corrosiva o irritante intensa para los ojos, los datos del
ICE pueden ser ttiles, junto con los datos del ensayo in vivo con ojos de conejo o de otro ensayo in vitro validado
adecuadamente, para seguir evaluando la utilidad y las limitaciones del método de ensayo ICE a efectos de la
deteccion de agentes irritantes no intensos y agentes no irritantes (se estd elaborando un documento de orientacion
sobre el uso de métodos de ensayo in vitro de la toxicidad ocular).

Criterios de aceptacién del estudio

Se considera que un ensayo es aceptable si los controles negativos o del vehiculo/disolvente simultdneos y los
controles positivos simultdneos reciben una clasificacién de capacidad de irritacion correspondiente a las clases de
agentes no irritantes y de agentes irritantes intensos | corrosivos, respectivamente.

Informe del ensayo

El informe del ensayo debe incluir la siguiente informacién, en caso de que corresponda a la realizacion del estudio:

Sustancias problema y de control

Denominacién o denominaciones quimicas, como la denominacion estructural utilizada por el Chemical Abstracts
Service (CAS), seguida por otras denominaciones, si se conocen;

El nimero de registro CAS, si se conoce;

La pureza y la composicion de la sustancia o mezcla (en porcentajes en peso), en la medida en que se disponga de
esta informacion;

Propiedades fisico-quimicas pertinentes para la realizacion del estudio, como estado fisico, volatilidad, pH, estabilidad,
clase quimica o hidrosolubilidad;

Tratamiento de las sustancias problema y de control antes del ensayo, en su caso (p. ¢j., calentamiento, trituracién);

Estabilidad, si se conoce.

Informacion referente al promotor y al laboratorio

Nombre y direccién del promotor, laboratorio y director del estudio;

Identificacién de la fuente de los ojos (es decir, instalacion en la que se han recogido);

Condiciones de almacenamiento y transporte de los ojos (por ejemplo, fecha y hora de recogida de los ojos, plazo
transcurrido hasta el inicio del ensayo);

Caracteristicas especificas de los animales de los que se han extraido los ojos (por ejemplo, edad, sexo, peso del
animal), si se dispone de estos datos.

Justificacion del método de ensayo y del protocolo utilizados
Integridad del método de ensayo

Procedimiento utilizado para garantizar la integridad (es decir, la exactitud y la fiabilidad) del método de ensayo a lo
largo del tiempo (por ejemplo, ensayo periddico de sustancias utilizadas para demostrar la aptitud, utilizacién de
datos anteriores de controles negativos y positivos).
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Criterios de aceptabilidad del ensayo

Cuando corresponda, bandas aceptables de controles de referencias simultineos segtin los datos histéricos.

Condiciones del ensayo

Descripcion del sistema de ensayo utilizado;

Microscopio de ldmpara de hendidura utilizado (por ejemplo, modelo);

Ajustes instrumentales del microscopio de ldmpara de hendidura utilizado;

Informacioén sobre los ojos de pollo utilizados, incluidas declaraciones sobre su calidad;

Particularidades del procedimiento de ensayo empleado;

Concentraciones utilizadas de la sustancia problema;

Descripcion de las eventuales modificaciones del procedimiento del ensayo;

Referencia a datos anteriores del modelo (por ejemplo, controles negativos y positivos, sustancias utilizadas para
demostrar la aptitud, sustancias de referencia);

Descripcion de los criterios de evaluacién seguidos.

Resultados

Descripcion de otros efectos observados;

En su caso, fotografias del ojo.

Discusién de los resultados
Conclusion
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Apéndice 1

DEFINICIONES

Exactitud: Grado de concordancia entre los resultados obtenidos con el método de ensayo y los valores de referencia
aceptados. Se trata de una medida del comportamiento del método de ensayo y es un aspecto de su «pertinencia». Este
término y el de «concordancia» se suelen usar indistintamente para indicar la proporcién de resultados correctos de un
método de ensayo.

Sustancias de referencia: Sustancias utilizadas como patrén para comparar con una sustancia problema. Las sustancias
de referencia deben presentar las siguientes propiedades: a) un origen coherente y fiable; b) similitud estructural y
funcional con la clase de sustancias problema; ¢) caracteristicas fisicas y quimicas conocidas; c) datos de apoyo sobre
los efectos conocidos, y €) potencia conocida en la banda de la respuesta deseada.

Cérnea: Parte transparente delantera del globo ocular que cubre el iris y la pupila y permite el paso de la luz al interior.

Opacidad de la cérnea: Medida del grado de opacidad de la cdrnea tras su exposicién a una sustancia problema. Un
aumento de la opacidad de la cérnea indica que esta ha sufrido una lesion.

Inflamacién de la cérnea: Medicion objetiva en el ensayo ICE de la magnitud de la dilatacion de la cérnea tras su
exposicion a una sustancia problema. Se expresa en porcentaje y se calcula a partir de las mediciones del espesor de la
cornea de referencia de base (antes de la administracion de la sustancia) y de los espesores registrados a intervalos
regulares tras la exposicién a la sustancia problema en el ensayo ICE. El grado de inflamacién de la cérnea indica las
lesiones que esta ha sufrido.

Categoria 1 de la EPA: Corrosion (destruccion irreversible del tejido ocular) o afectacidn o irritacién de la cérnea,
persistente durante mds de 21 difas (1).

Categoria R41 de la UE: Produccién de una lesion de los tejidos oculares o un deterioro fisico importante de la vision,
como consecuencia de la aplicacion de una sustancia problema en la superficie anterior del ojo, y que no es totalmente
reversible en los 21 dias siguientes a la aplicacién (2).

Tasa de falsos negativos: Proporcion de todas las sustancias positivas identificadas erréneamente como negativas por un
método de ensayo. Es uno de los indicadores del comportamiento del método de ensayo.

Tasa de falsos positivos: Proporcion de todas las sustancias negativas identificadas errdneamente como positivas por un
método de ensayo. Es uno de los indicadores del comportamiento del método de ensayo.

Retencién de fluoresceina: Medicion subjetiva en el ensayo ICE de la cantidad de fluoresceina sédica retenida por las
células epiteliales de la cornea tras la exposicion de esta a una sustancia problema. El grado de retencién de fluoresceina
indica las lesiones que ha sufrido el epitelio de la cornea.

SGA (Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacién y Etiquetado de Productos Quimicos): Sistema que
propone la clasificacion de sustancias quimicas y sus mezclas segin tipos y niveles normalizados de peligros fisicos,
sanitarios y ambientales, y que hace referencia a los elementos correspondientes de comunicacién, como pictogramas,
palabras de advertencia, indicaciones de peligro, consejos de prudencia, y fichas de datos de seguridad, a efectos de
proporcionar informaciéon sobre sus efectos adversos con el fin de proteger a la poblacion (incluidos empresarios,
trabajadores, transportistas, consumidores y personal de respuesta a emergencias) y al medio ambiente (3).

Categoria 1 del SGA: Produccién de una lesion de los tejidos oculares o una degradacion fisica severa de la vista, como
consecuencia de la aplicacién de una sustancia problema en la superficie anterior del ojo, y que no es totalmente
reversible en los 21 dias siguientes a la aplicacién (3).

Peligro: Propiedad inherente de un agente o situaciéon que tiene capacidad para provocar efectos adversos cuando un
organismo, sistema o (sub)poblacion se expone a dicho agente.
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Control negativo: Muestra paralela no tratada que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo. Esta
muestra se somete al mismo proceso que las muestras tratadas con sustancia problema y otras muestras de control para
determinar si el disolvente interacta con el sistema de ensayo.

Sustancias no irritantes: Sustancias no clasificadas como irritantes oculares en las categorfas 1, II, o III de la EPA, en la
categorfa R41 o R36 de la UE, ni en las categorfas 1, 2A o 2B del SGA (1) (2) (3).

Sustancias corrosivas oculares: a) Sustancias que provocan una lesién irreversible de los tejidos oculares; b) sustancias
clasificadas como irritantes oculares de la categorfa 1 del SGA, categoria I de la EPA, o categoria R41 de la UE (1) (2) (3).

Sustancias irritantes oculares: a) Sustancias que producen un cambio reversible en el ojo como consecuencia de su
aplicacion a la superficie anterior de este; b) sustancias clasificadas como irritantes oculares en las categorias II, o IIl de la
EPA, categoria R36 de la UE, o en las categorfas 2A o 2B del SGA (1) (2) (3).

Sustancias irritantes intensas oculares: a) Sustancias que provocan lesiones de los tejidos oculares como consecuencia
de su aplicacion en la superficie anterior del ojo, y que no se resuelven en los 21 dfas siguientes a la aplicacién, o una
degradacion fisica severa de la visién; b) sustancias clasificadas como irritantes oculares de la categorfa 1 del SGA,
categorfa I de la EPA, o categorfa R41 de la UE (1) (2) (3).

Control positivo: Muestra paralela que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo y que se trata con una
sustancia de la que se sabe que induce una respuesta positiva. Para asegurar la posibilidad de evaluar la variabilidad de las
respuestas del control positivo a lo largo del tiempo, no debe ser excesiva la intensidad de la respuesta.

Fiabilidad: Medida del grado en que un método de ensayo puede aplicarse de forma reproducible a lo largo del tiempo,
en un mismo laboratorio o en distintos laboratorios, utilizando el mismo protocolo. Se evaliia calculando la reprodu-
cibilidad intra e interlaboratorios y la repetibilidad intralaboratorios.

Microscopio de limpara de hendidura: Instrumento utilizado para examinar directamente el ojo con el aumento de un
microscopio binocular creando una imagen estereoscdpica en vertical. En el método de ensayo ICE, este instrumento se
utiliza para ver las estructuras anteriores del ojo del pollo, asi como para medir objetivamente el espesor de la cérnea con
ayuda de un medidor de profundidad.

Control del disolvente[vehiculo: Muestra no tratada que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo,
incluido el disolvente o vehiculo, y que se somete al mismo proceso que las muestras tratadas con sustancia problema y
otras muestras de control a fin de determinar la respuesta de base correspondiente a las muestras tratadas con la sustancia
problema disuelta en el mismo disolvente o vehiculo. Cuando se somete a ensayo con un control negativo simultineo,
esta muestra pone de manifiesto también si el disolvente o vehiculo interactiia con el sistema de ensayo.

Ensayo gradual: Estrategia de ensayo por fases, en la que se revisa toda la informacién existente sobre una sustancia
problema, siguiendo un orden especificado en un proceso de ponderacion de los datos en cada fase, a fin de determinar si
se dispone de informacion suficiente para tomar una decision sobre la clasificacién de un peligro, antes de pasar a la fase
siguiente. Si puede establecerse la capacidad de irritaciéon de una sustancia problema con la informacién disponible, no
hace falta efectuar mds ensayos. Si no puede establecerse la capacidad de irritacién de una sustancia problema con la
informacién disponible, se aplica un procedimiento secuencial de ensayos con animales por fases hasta que pueda
efectuarse una clasificacién inequivoca.

Método de ensayo validado: Método de ensayo sobre el cual se han completado estudios de validacion para determinar
su pertinencia (incluida su exactitud) y su fiabilidad con un fin especifico. Es importante sefialar que un método de ensayo
validado puede tener un comportamiento insuficiente en términos de exactitud y fiabilidad como para considerarse
aceptable a efectos del fin propuesto.

Ponderacién de los datos: Proceso de consideracion de los aspectos favorables y desfavorables de los distintos elementos
de informacién a efectos de alcanzar y confirmar una conclusién en cuanto al peligro potencial de una sustancia.
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Apéndice 2

SUSTANCIAS UTILIZADAS PARA DEMOSTRAR LA APTITUD DEL METODO DE ENSAYO ICE

Antes de proceder al uso sistemdtico de un método de ensayo que se ajuste a este método de ensayo, es posible que los
laboratorios deseen demostrar su aptitud técnica, identificando correctamente la clasificacion de las diez sustancias
recomendadas del cuadro 1 en cuanto a su corrosividad ocular. Estas sustancias se ha seleccionado para representar la
gama de respuestas de irritacién/corrosion ocular local, sobre la base de los resultados conseguidos en el ensayo con ojo
de conejo in vivo (TG 405) (es decir, categorias 1, 2A, 2B o no clasificada o etiquetada segtin el SGA de la ONU (3) (7).
Sin embargo, considerando la utilidad validada de estos ensayos (es decir, identificar solamente sustancias corrosivas|
irritantes intensas oculares), solo hay dos resultados del ensayo a efectos de clasificacion (sustancia corrosiva/irritante
intensa o sustancia no corrosiva/no irritante intensa) para demostrar la aptitud del método. Otros criterios de seleccion
son que las sustancias se encuentren en el mercado, que se disponga de datos de referencia in vivo de calidad, y que haya
datos de calidad procedentes de los dos métodos in vitro para los que se estdn elaborando directrices de ensayo. Por este
motivo, se han seleccionado sustancias irritantes de la lista recomendada por el ICCVAM de 122 sustancias de referencia
para la validacién de métodos de ensayo de la toxicidad ocular in vitro (véase el apéndice H: Lista de sustancias de
referencia recomendadas por el ICCVAM) (4). Se encuentran datos de referencia en los documentos de revision de fondo
del ICCVAM para el método de ensayo de la opacidad y permeabilidad de la cornea de bovino (BCOP) y para el ICE (18)
(19).

Cuadro 1

Sustancias recomendadas para demostrar la aptitud técnica con ICE

o
Productos quimicos N° CAS Clase quimica (") Estado fisico Clamﬁciggn () in Clasificacion (%) in vitro
Cloruro de benzalco- | 8001-54-5 Compuesto Liquido Categorfa 1 Corrosivolirritante intenso

nio (5 %) onio
Clorhexidina 55-56-1 Amina, ami- Sélido Categorfa 1 | Corrosivolirritante intenso
dina
Acido dibenzoil-L-tar- | 2743-38-6 Acido carbo- Sélido Categorfa 1 Corrosivolirritante intenso
tarico xilico, éster
Imidazol 288-32-4 Heterociclo Sélido Categorfa 1 | Corrosivolirritante intenso
Acido  tricloroacético 76-03-9 Acido carbo- Liquido Categorfa 1 Corrosivolirritante intenso
(30 %) xilico
Cloruro de 2,6-diclo- | 4659-45-4 Haluro de Liquido Categoria 2A | No corrosivo/no irritante
robenzoilo acilo intenso
2-metil-acetoacetato 609-14-3 Cetona, éster Liquido Categoria 2B No corrosivo[no irritante
de etilo intenso
Nitrato de amonio 6484-52-2 Sal inorgénica Sélido Categorfa 2A | No corrosivo/no irritante
intenso
Glicerol 56-81-5 Alcohol Liquido No etiquetado | No corrosivo/no irritante
intenso
n-Hexano 110-54-3 Hidrocarburo Liquido No etiquetado | No corrosivo/no irritante
(aciclico) intenso

Abreviaturas: N° CAS: niimero de registro del Chemical Abstracts Service

(") La clase quimica se ha asignado a cada sustancia problema utilizando un sistema de clasificaciéon habitual, basado en el sistema de
clasificacién de materias médicas de la National Library of Medicine (MeSH) (se puede encontrar en la direccién http//www.nlm.nih.gov/
mesh).

(%) Sobre la base de los resultados obtenidos en el ensayo con ojos de conejo in vivo (TG 405 de la OCDE) y utilizando el SGA de la ONU
() ()

(}) Sobre la base de los resultados obtenidos con el método de ensayo BCOP y con el ICE.
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Apéndice 3

Diagramas del aparato de perfusion y del soporte para los ojos utilizados en el método ICE

(En Burton et al. (17) se encuentran otras descripciones genéricas del aparato de perfusion y del soporte para los ojos)

DESCRIPCION

1 SALIDA DE AGUA CALIENTE

2 PUERTA CORREDERA

3 APARATO DE PERFUSION

4 INSTRUMENTO DE MEDICION OPTICA

5 ENTRADA DE AGUA CALIENTE

6 SOLUCION SALINA

7 AGUA CALIENTE

8 ENTRADA DE SOLUCION SALINA

9 COMPARTIMENTO

10 SOPORTE PARA EL 0JO

11 0JO DE POLLO

12 SALIDA DE SOLUCION SALINA

13 TUERCA DE FJACION

14 BRAZO SUPERIOR AJUSTABLE
SOPORTE PARA EL OJO 15 BRAZO INFERIOR FIJO»




