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REGULAMENTUL (UE) NR. 1152/2010 AL COMISIEI
din 8 decembrie 2010

de modificare, in scopul adaptirii la progresele tehnice, a Regulamentului (CE) nr. 440/2008 de

stabilire a metodelor de testare in temeiul Regulamentului (CE) nr. 1907/2006 al Parlamentului

European si al Consiliului privind inregistrarea, evaluarea, autorizarea si restrictionarea
substantelor chimice (REACH)

(Text cu relevantd pentru SEE)

COMISIA EUROPEANA,
avand in vedere Tratatul privind functionarea Uniunii Europene,

avand in vedere Regulamentul (CE) nr. 1907/2006 al Parla-
mentului European si al Consiliului din 18 decembrie 2006
privind inregistrarea, evaluarea, autorizarea si restrictionarea
substantelor chimice (REACH), de infiintare a Agentiei
Europene pentru Produse Chimice, de modificare a Directivei
1999/45/CE si de abrogare a Regulamentului (CEE) nr.
79393 al Consiliului si a Regulamentului (CE) nr. 1488/94 al
Comisiei, precum si a Directivei 76/769/CEE a Consiliului si a
Directivelor 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE si 2000/21/CE
ale Comisiei ('), in special articolul 13 alineatul (3),

intrucat:

(1) Regulamentul (CE) nr. 440/2008 al Comisiei () contine
metodele de testare care se aplicd in temeiul Regula-
mentului (CE) nr. 1907/2006, in scopul determindrii
proprietitilor fizico-chimice, a toxicitdtii si a ecotoxicitatii
substantelor.

(2)  Este necesard actualizarea Regulamentului (CE) nr.
440/2008 pentru a include cu prioritate doud noi
metode de testare in vitro pentru iritatia cutanati
adoptate recent de OCDE, 1in vederea reducerii
numdrului de animale utilizate in scopuri experimentale,

in conformitate cu Directiva 86/609/CEE a Consiliului
din 24 noiembrie 1986 privind apropierea actelor cu
putere de lege si a actelor administrative ale statelor
membre 1in ceea ce priveste protectia animalelor
utilizate in scopuri experimentale si in alte scopuri stiin-
tifice (°). Partile interesate au fost consultate cu privire la
acest proiect.

(3) Prin urmare, este necesar ca Regulamentul (CE) nr.
440/2008 sd fie modificat in mod corespunzitor.

(4)  Mdsurile prevdzute in prezentul regulament sunt
conforme cu avizul Comitetului infiintat in baza arti-
colului 133 din Regulamentul (CE) nr. 1907/2006,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

In partea B a anexei la Regulamentul (CE) nr. 440/2008 se
adaugd capitolele B.47 si B.48, astfel cum figureazd in anexa
la prezentul regulament.

Articolul 2

Prezentul regulament intrd in vigoare in a treia zi de la data
publicdrii in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele

membre.

Adoptat la Bruxelles, 8 decembrie 2010.

() JO L 396, 30.12.2006, p. 1.
() JO L 142, 31.5.2008, p. 1.

Pentru Comisie
Pregedintele
José Manuel BARROSO

() JO L 358, 18.12.1986, p. 1.
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ANEXA

,B. 47 METODA DE TESTARE A OPACI"l:ATII SI PERMEABILITATII CORNEENE LA BOVINE PENTRU IDEN-
TIFICAREA SUBSTANTELOR AVAND UN CARACTER COROZIV SAU UN POTENTIAL IRITANT
SEVER LA NIVEL OCULAR

INTRODUCERE

1. Metoda de testare a opacitdtii si permeabilitdtii corneene la bovine (Bovine Corneal Opacity and Permeability - BCOP)
este 0 metodd de testare in vitro care poate fi utilizatd, in anumite circumstante si cu anumite limite de aplicare, in
scopul incadrdrii substantelor §i amestecurilor in categoria «substantelor avand un caracter coroziv si un potential
iritant sever la nivel oculars(1) (2) (3). In sensul prezentei metode de testare, substantele cu potential iritant sever sunt
definite drept substantele care induc la iepure leziuni oculare persistente cel putin 21 de zile dupd administrare. Desi
metoda BCOP nu este consideratd adecvatd pentru a substitui in totalitate testul in vivo pe ochi de iepure, se
recomandd utilizarea acestei metode ca parte a strategiei de testare progresivd pentru clasificarea si etichetarea in
scopul reglementdrii in cadrul unui anumit domeniu de aplicabilitate (4) (5). Substantele si amestecurile de testare (6)
pot fi clasificate drept substante avand un caracter coroziv sau un potential iritant fird a se efectua teste suplimentare
pe iepuri. O substantd al cirui rezultat este negativ va trebui sd fie testatd pe iepuri prin intermediul unei strategii de
testare secventiale, astfel cum este descris in orientarea OCDE privind testarea nr. 405 (7) (capitolul B.5 din prezenta
anexa).

2. Scopul metodei de testare este de a descrie procedurile utilizate pentru a evalua potentialul coroziv sau iritant sever la
nivel ocular al unei substante de test, astfel cum rezultd din capacitatea acesteia de a induce opacitatea si permea-
bilitatea crescutd a unei cornee izolate de bovind. Efectele toxice la nivelul corneei sunt mdsurate prin: (i) sciderea
transmisiei luminii (opacitate) si (i) cresterea patrunderii colorantului fluoresceind sodicd (permeabilitate). Evaluarea
opacitdtii si a permeabilitatii corneei dupd expunerea la o substantd de test se combind pentru a deduce un scor de
evaluare a efectelor iritante in vitro (In Vitro Irritancy Score - IVIS), care se utilizeazd pentru clasificarea nivelului de
iritabilitate a substantei de test.

3. Metoda de testare BCOP a mai fost utilizatd pentru testarea unor substante cu potential iritant la nivel ocular, care
provoacd leziuni care se vindecd in mai putin de 21 de zile, si a unor substante neiritante. Totusi, precizia si
fiabilitatea metodei de incercare BCOP privind substantele din aceste categorii nu au fost deocamdati evaluate in
mod oficial.

4. Definitiile sunt prevdzute in apendicele 1.

CONSIDERATII INITIALE SI LIMITE DE APLICARE

5. Metoda de testare are la bazd protocolul metodei de testare BCOP al Comitetului de Coordonare Interagentii cu
privire la Validarea Metodelor Alternative (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods -
ICCVAM) (8), care a fost dezvoltat in urma unui studiu international de validare (4)(5)(9), cu participiri din partea
Centrului European pentru Validarea Metodelor Alternative (European Centre for the Validation of Alternative Methods -
ECVAM) si a Centrului Japonez pentru Validarea Metodelor Alternative (Japanese Centre for the Validation of Alternative
Methods - JaCVAM). Protocolul are la baza informatiile obtinute de la Institutul pentru stiinte in vitro (Institute for in
vitro sciences - 1IVS) si Protocolul 124 al INVITTOX (10), care reprezintd protocolul utilizat pentru studiul de
prevalidare al analizei BCOP sponsorizat de Comunitatea Europeand si derulat in perioada 1997-1998. Cele doud
protocoale se bazeazd pe metodologia tehnicii BCOP raportatd pentru prima datd de Gautheron et al. (11).

6. Limitele de aplicare identificate pentru metoda de testare se datoreazd ratei ridicate de rezultate fals pozitive pentru
alcooli si cetone si ratei ridicate de rezultate fals negative pentru substantele solide, observate la nivelul bazei de date
de validare [a se vedea alineatul (44)] (5). Atunci cind substantele din aceste clase chimice si fizice sunt eliminate din
baza de date, precizia BCOP in functie de sistemele de clasificare ale UE, EPA si SGA este substantial ameliorata (5).
Avand in vedere scopul acestei evaludri (identificarea doar a corozivilor/iritantilor severi la nivel ocular), ratele de
rezultate fals negative nu sunt critice, deoarece substantele de acest tip vor fi testate ulterior pe iepuri sau utilizate in
cadrul altor teste in vitro validate corespunzitor, in functie de cerintele de reglementare, cu ajutorul unei strategii de
testare secventiald, printr-o abordare avand la bazi forta probanti a datelor. In plus, baza de date actuald privind
validirile nu a permis o evaluare adecvatd a unor clase chimice sau de produse (de exemplu, amestecurile). Totusi,
inspectorii ar putea avea in vedere utilizarea metodei pentru testarea tuturor tipurilor de materiale (inclusiv ames-
tecuri), in urma cdreia un rezultat pozitiv ar putea fi acceptat ca indicator al unei reactii oculare corozive sau sever
iritante. Cu toate acestea, rezultatele pozitive obtinute cu ajutorul alcoolilor trebuie interpretate cu prudentd, avand in
vedere riscul de supraestimare.

7. Toate procedurile care utilizeazd ochi si cornee de bovine trebuie si respecte reglementdrile si procedurile aplicabile
ale instalatiei de testare cu privire la manipularea materialelor de origine animald, care includ tesuturile si fluidele
tisulare fard a se limita la acestea. Sunt recomandate mdsurile de precautie universale aplicabile in laboratoare (12).

8. O limitare a metodei de testare este aceea cd, in pofida faptului cd ia in considerare unele dintre efectele oculare
evaluate prin metoda de testare a iritdrii ochiului de iepure §i, Intr-o anumitd masurd, severitatea acestora, nu acordd
atentie leziunilor conjunctivale si iridiane. De asemenea, desi reversibilitatea leziunilor corneene nu poate fi evaluatd
in mod separat prin metoda de testare BCOP, s-a propus, pe baza studiilor pe ochi de iepure, evaluarea adancimii
initiale a leziunii corneei pentru a se face o distinctie intre efectele ireversibile si cele reversibile (13). In sfarsit,
metoda de testare BCOP nu permite evaluarea toxicitdtii sistemice potentiale asociate expunerii oculare.
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. In prezent se depun eforturi pentru a caracteriza utilitatea si limitele de aplicare ale analizei BCOP pentru identificarea

substantelor iritante de intensitate medie si a celor neiritante [a se vedea de asemenea alineatul (45)]. De asemenea,
utilizatorii sunt incurajai si furnizeze organizatiilor de validare mostre sifsau date pentru evaluarea oficiald a
aplicatiilor potentiale ulterioare ale metodei de testare BCOP, inclusiv pentru identificarea substantelor cu potential
iritant sever si a substantelor neiritante.

Toate laboratoarele care utilizeazd pentru prima datd prezenta metodd trebuie sd utilizeze substantele de verificare
mentionate in apendicele 2. Un laborator poate utiliza substantele chimice respective pentru a-si demonstra perfor-
mantele tehnice in ceea ce priveste aplicarea metodei de testare BCOP, inainte de trimiterea datelor analizei BCOP in
scopul clasificrii reglementare a riscurilor.

PRINCIPIUL TESTULUI

Metoda de testare BCOP este un model organotipic care permite mentinerea pe termen scurt a functiilor fiziologice si
biochimice normale ale corneei bovine in vitro. In aceastd metodi de testare, leziunea provocatd de substanta de test
este apreciatd prin mdsurdtorile cantitative ale modificarilor opacititii si permeabilititii corneene cu ajutorul unui
opacimetru si, respectiv, al unui spectrofotometru in lumind vizibild. Ambele misurdtori sunt utilizate pentru a
calcula VIS, care este folosit pentru a desemna o categorie de clasificare a riscului de a provoca efecte iritante in vitro
pentru anticiparea potentialului iritant la nivel ocular in vivo al unei substante de test (a se vedea criteriile de decizie).

Metoda de testare BCOP utilizeazd cornee izolate de la ochii bovinelor proaspit sacrificate. Opacitatea corneand este
determinatd cantitativ prin mdsurarea transmisiei luminii prin cornee. Permeabilitatea este determinatd cantitativ prin
mdsurarea cantitdtii de colorant fluoresceind sodicd care strdbate intreaga grosime a corneei, detectat in centrul
camerei posterioare. Substantele de test sunt aplicate la nivelul suprafetei epiteliale a corneei prin adiugare in
camera anterioard a suportului cornean. Apendicele 3 prezintd o descriere si o diagramid a unui suport cornean
utilizat in analiza BCOP. Suporturile corneene pot fi obtinute din surse comerciale diverse sau pot fi confectionate.

Sursa si varsta ochilor bovini si selectarea speciilor de animale

Bovinele trimise la abator sunt sacrificate de obicei pentru consumul uman sau in alte scopuri comerciale. Numai
animalele sdndtoase, considerate corespunzitoare pentru alimentatia umana sunt utilizate ca sursd de cornee pentru
BCOP. Deoarece bovinele au o greutate care variazd in limite largi in functie de rasa, varsta si sex, nu existd o greutate
recomandatd pentru animale in momentul sacrificirii.

Utilizarea de ochi de la animale de varste diferite poate conduce la variatii ale dimensiunilor corneene. Corneele cu un
diametru orizontal > 30,5 mm si valori ale grosimii corneene centrale (central corneal thickness-CCT) > 1 100 pm sunt
obtinute in general de la animale cu vérsta de peste opt ani, iar corneele cu diametrul orizontal < 28,5 mm si
CCT < 900 pm, de la bovine cu varsta sub cinci ani (14). Din aceastd cauzd, nu se utilizeazd de obicei ochii de la
animale cu varsta de peste 60 de luni. In mod obisnuit, nu s-au utilizat ochi de la bovine cu varsta sub 12 luni
deoarece, in acest caz, globii oculari sunt in crestere, iar grosimea si diametrul corneei sunt considerabil mai mici
decat cele raportate pentru ochii provenind de la animalele mature. Cu toate acestea, utilizarea corneelor de la
animale tinere (adicd cele cu varsta cuprinsd intre 6 i 12 luni) este permisd deoarece prezintd o serie de avantaje,
cum ar fi disponibilitatea sporitd, un interval de varstd mai limitat si riscuri diminuate in ceea ce priveste expunerea
potentiald a lucritorilor la encefalopatia bovind spongiformd (15). Deoarece evaluarea suplimentard a efectului
dimensiunii sau grosimii corneei asupra sensibilitdtii la substante corozive sau iritante este valoroasd, utilizatorii
sunt incurajati sd raporteze varsta estimativa sifsau greutatea animalelor de la care provin corneele folosite in studiu.

Colectarea si transportul ochilor la laborator

Ochii sunt colectati de angajatii abatorului. Pentru a reduce la minim lezarea mecanicd sau de altd naturd a ochilor,
acestia trebuie enucleati cat mai curdnd posibil dupd sacrificare. Pentru a preveni expunerea ochilor la substante cu
potential iritant, angajatii abatorului nu trebuie si utilizeze detergenti la spilarea capului animalului.

Ochii trebuie imersati complet in solugie salind echilibratd Hanks (Hanks' Balanced Salt Solution - HBSS), intr-un
recipient cu dimensiuni adecvate, si transportati la laborator intr-un mod care si diminueze deteriorarea sifsau
contaminarea bacteriand. Deoarece ochii sunt colectati in timpul procesului sacrificirii, lucritorii ar putea fi expusi
la sange sau la alte substante biologice, inclusiv bacterii si alte microorganisme. Din acest motiv este important si se
asigure reducerea la minim a riscului de contaminare [de exemplu, prin pastrarea in gheatd a recipientului care
contine ochii, prin addugarea de antibiotice la HBSS utilizat pentru a pastra ochii in timpul transportului (de exemplu,
penicilind in concentratie de 100 Ul/ml si streptomicind, 100 pg/ml)].

Perioada de timp dintre colectarea ochilor si utilizarea corneelor in analiza BCOP trebuie si fie redusd (in mod
normal colectate si utilizate in aceeasi zi) si trebuie si se demonstreze c¢i nu compromite rezultatele testdrii. Aceste
rezultate au la bazd criteriile de selectie a ochilor, precum si raspunsurile de control pozitive §i negative. Toti ochii
utilizati pentru testare trebuie si apartind aceluiagi grup de ochi si sd fie colectati in aceeasi zi.
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Criterii de selectie pentru ochii utilizati in metoda BCOP

In momentul in care ajung la laborator, ochii sunt examinati cu atentie pentru depistarea defectelor, inclusiv a
opacitdtii, zgarieturilor i neovascularizirii. Numai corneele care provin de la ochi lipsiti de asemenea defecte urmeaza
sd fie utilizati.

De asemenea, calitatea fiecdrei cornee este evaluatd in ultimele etape ale analizei. Corneele care au o opacitate mai
mare de sapte unititi de opacitate (NOTA: opacimetrul trebuie calibrat cu standarde care sunt utilizate pentru
stabilirea unitdtilor de opacitate, a se vedea apendicele 3) dupd o perioadi de echilibrare initiald de o or3,
urmeazd s fie indepartate.

Fiecare grup de tratament (substantd de test, martori pozitivi si negativi testati in paralel) este reprezentat de minim
trei ochi. In analiza BCOP trebuie utilizate trei cornee in calitate de cornee martor negativ. Deoarece toate corneele
sunt excizate din globul integral si montate in camerele corneene, existd posibilitatea producerii de artefacte din cauza
manipuldrii in ceea ce priveste valorile opacitatii corneene individuale si ale permeabilitdtii (inclusiv martorul negativ).
In plus, valorile opacitatii si permeabilitdtii pentru corneele martor negative sunt utilizate pentru a corecta in calculele
IVIS valorile permeabilititii si opacititii corneene ale articolului de test si cele ale martorului pozitiv tratat.

PROCEDURA
Pregitirea ochilor

Corneele fird defecte sunt disecate cu mentinerea unei margini de 2 pand la 3 mm de scleroticd pentru a ajuta la
manipularea ulterioard, luandu-se precautii pentru a preveni lezarea epiteliului §i a endoteliului corneei. Corneele
izolate sunt montate in suporturi corneene special proiectate care constau din compartimente anterioare si poste-
rioare, care sunt strans legate de partea epiteliald i, respectiv, de partea endoteliald a corneei. Ambele camere sunt
umplute cu un exces de mediu Eagle esential minimal (Eagle’s Minimum Essential Medium - EMEM) preincilzit (mai
intdi camera posterioard), asigurandu-se ci nu se formeaza bule. Dispozitivul este apoi echilibrat la 32 £ 1°C timp de
cel putin o ord, pentru a permite corneelor sd se echilibreze cu mediul i, In mdsura in care este posibil, s3 desfasoare
o activitate metabolicd normald (temperatura aproximativd a suprafetei corneene in vivo este de 32 °C).

Dupd perioada de echilibrare, in ambele camere se adaugd EMEM proaspit preincdlzit si sunt efectuate citirile
nivelului de bazd pentru opacitatea fiecirei cornee. Toate corneele care prezintd leziuni tisulare macroscopice (de
exemplu, zgérieturi, pigmentare, neovascularizare) sau o opacitate > 7 unitdti de opacitate sunt indepartate. Se
calculeazd opacitatea medie a tuturor corneelor echilibrate. Cel putin trei cornee cu valori ale opacititii apropiate
de valoarea medie a tuturor corneelor sunt selectate drept cornee martor negativ (sau solvent). Corneele rimase sunt
distribuite apoi in grupuri de tratament si grupuri martor pozitiv.

Deoarece cildura specificd a apei este mai mare decat cea a aerului, cea dintai asigurd conditii de temperaturd pentru
incubare mai stabile. Prin urmare, se recomanda utilizarea unei bii de apd pentru mentinerea suportului cornean si a
continutului acestuia la temperatura de 32 * 1°C. Totusi, se pot utiliza de asemenea incubatoarele cu aer, daci se iau
precautii pentru mentinerea stabilititii temperaturii (de exemplu, prin preincilzirea suporturilor si a mediilor).

Aplicarea substantei de test

Se utilizeazd doud protocoale de tratament diferite, unul pentru substante lichide si agenti tensioactivi (solide sau
lichide) si altul pentru substante solide lipsite de activitate de suprafati.

Substantele lichide sunt testate in stare nediluatd, iar agentii tensioactivi sunt testati la o concentratie de 10 %
procente masice pe unitate de volum intr-o solutie de clorurd de sodiu, in apd distilatd sau intr-un alt solvent cu
privire la care existd dovezi cd este lipsit de efecte adverse asupra sistemului testat. In mod normal, substantele
semisolide, cremele si cerurile sunt testate in acelasi mod ca si substantele lichide. Trebuie oferitd o justificare adecvatd
pentru concentratii de diluare alternative. Corneele sunt expuse la substante lichide si agenti tensioactivi timp de 10
minute. Utilizarea altor durate de expunere trebuie insotitd de o justificare stiintifici adecvata.

in mod normal, substantele solide lipsite de activitate de suprafatd sunt testate sub forma de solutii sau suspensii cu o
concentratie de 20 % intr-o solutie de 0,9 % clorurd de sodiu, in apa distilatd sau intr-un alt solvent pentru care existd
dovezi ci este lipsit de efecte adverse asupra sistemului testat. fn anumite circumstante si cu o justificare stiintifica
adecvatd, si substantele solide pot fi testate in stare purd prin aplicarea directd pe suprafata corneand prin utilizarea
metodei camerei deschise (a se vedea paragraful 29). Corneele sunt expuse substantelor solide timp de patru ore, dar,
la fel ca in cazul lichidelor sau al agentilor tensioactivi, pot fi utilizate durate de expunere alternative cu o argu-
mentare stiintifici corespunzitoare.

in functie de natura fizici si caracteristicile chimice (de exemplu, substante solide, lichide, vascoase, comparativ cu
lichide nevascoase) ale substantei de test, se pot utiliza diferite metode de tratament. Factorul critic asigurd faptul cd
substanta de test acoperd in mod adecvat suprafata epiteliald §i cd este indepartatd in mod corespunzitor in timpul
etapelor de spilare. In mod normal, pentru substantele de test lichide nevascoase sau usor vascoase, se utilizeazd o
metoda cu camera inchisd, iar pentru substantele lichide semivascoase si vascoase, precum si pentru substantele solide
pure, se utilizeazd o metodd cu camera deschisi.
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In cazul metodei cu camera inchisd, prin orificiile de dozare de pe suprafata superioard a camerei se introduce in
camera anterioard suficientd substantd de test (750 pl) pentru a acoperi portiunea epiteliald a corneei, iar orificiile
sunt ulterior sigilate cu ajutorul dopurilor camerei in timpul expunerii. Este important sd se asigure expunerea fiecdrei
cornee la o substantd de test pentru perioada de timp adecvata.

in cazul metodei cu camera deschisi, inelul de fixare a ferestrei si fereastra de sticli din camera anterioard sunt
indepirtate inainte de tratament. Substanta martor sau substanta de test (750 pl, sau substantd de test in cantitate
suficientd pentru a acoperi complet corneea) sunt aplicate direct pe suprafata epiteliald a corneei cu ajutorul unei
micropipete. Dacd o substantd de test este dificil de pipetat, substanta de test poate fi incircatd sub presiune intr-o
pipetd care functioneazd pe principiul dezlocuirii pozitive pentru a ajuta dozarea. Varful unei astfel de pipete este
introdus in varful de distribuire al seringii astfel incat materialul si poatd fi incircat sub presiune in varful de
dezlocuire. Pistonul seringii este apdsat in timp ce pistonul pipetei este tras in sus. Dacd la nivelul varfului pipetei
apar bule de aer, articolul de test este indepirtat (expulzat) si procedeul se repetd panid cind varful se umple fird a
exista bule de aer. Dacd este necesar, se poate utiliza o seringd normald (fird ac) deoarece permite mdsurarea unui
volum precis de substantd de test si o aplicare mai usoard la nivelul suprafetei epiteliale a corneei. Dupd dozare,
fereastra de sticld este inlocuitd la nivelul camerei anterioare pentru a recrea un sistem inchis.

Incubarea post-expunere

Dupi perioada de expunere, se indepirteazd din camera anterioard substanta de test, martorul negativ sau martorul
pozitiv, iar epiteliul este spalat de cel putin trei ori (sau pand cand nu se mai constatd vizual prezenta substantei de
test) cu EMEM (care contine rosu fenol). Pentru spdlare se utilizeazd un mediu care contine rosu fenol deoarece
schimbarea de culoare a acestui indicator poate fi monitorizatd pentru determinarea eficientei spaldrii materialelor
acide sau alcaline. Corneele sunt spilate de mai mult de trei ori dacd rosul fenol este in continuare decolorat (galben
sau purpuriu) sau daci substanta de test este in continuare vizibild. Dupd ce mediul nu mai contine substanta de test,
corneele sunt spilate pentru ultima dati cu EMEM (fird rosu fenol). EMEM (fird rosu fenol) se utilizeazd pentru
spalarea finald pentru a se asigura indepdrtarea substantei rosu fenol din camera anterioard inainte de mdsurarea
opacitdtii. Camera anterioard se reumple apoi cu EMEM fird rosu fenol.

in cazul lichidelor sau al agentilor tensioactivi, dupi spilare, corneele sunt incubate pentru o perioadi suplimentari
de doud ore la 32 £+ 1°C. Un interval post-expunere mai lung poate fi util in anumite circumstante si necesitatea
acestuia va fi examinatd de la caz la caz. Corneele tratate cu substante solide sunt spalate amanuntit dupd o perioadd
de expunere de patru ore, fird a fi necesard o incubare suplimentara.

Opacitatea si permeabilitatea fiecdrei cornee se inregistreazd la sfarsitul perioadei de incubare post-expunere, in cazul
substantelor lichide si al agentilor tensioactivi, si la sfarsitul unei perioade de expunere de patru ore in cazul
substantelor solide lipsite de activitate de suprafatd. In plus, fiecare cornee se examineazi vizual, inregistraindu-se
observatiile pertinente (de exemplu, exfolierea tesuturilor, reziduuri de substantd de test, tipare de opacifiere
neuniformd). Observatiile respective pot fi importante deoarece se pot reflecta in variatii ale citirilor opacimetrului.

Substante de control

In fiecare experiment sunt inclusi martori negativi sau grupuri martor solventifeluenti si martori pozitivi testati in
paralel.

Atunci cand se testeazd o substantd lichidd cu puritate de 100 %, in metoda de testare BCOP se include un martor
negativ testat in paralel (de exemplu, solutie de clorurd de sodiu 0,9 % sau apd distilatd), pentru a putea detecta
modificarile nespecifice din sistemul testat si pentru a furniza un nivel de bazd pentru punctele finale ale analizei. in
plus, aceastd metodd garanteazd faptul cd nu va apirea o reactie de iritare din cauza conditiilor de analizd neadecvate.

Atunci cand se testeazd o substantd lichidd diluat, un agent tensioactiv, sau o substantd solidd, in metoda de testare
BCOP se include un grup martor solvent/eluent pentru a putea detecta modificdrile nespecifice din sistemul testat si
pentru a furniza un nivel de bazd pentru punctele finale ale analizei. Se poate utiliza numai un solvent/eluent in
legdturd cu care existd dovezi cd nu are efecte adverse asupra sistemului testat.

In fiecare experiment se introduce un martor pozitiv constind intr-un iritant ocular, pentru a se verifica daci se
produce un rdspuns sever. Deoarece analiza BCOP este utilizatd in aceastd metodd de testare pentru a identifica
substantele care au un caracter coroziv sau un potential iritant sever, in mod ideal martorul pozitiv ar trebui sd fie o
substantd de referintd care induce o reactie severd. Totusi, pentru a garanta faptul cd existd posibilitatea evaludrii
variabilitdtii in timp a reactiei la martorul pozitiv, amploarea reactiei iritante nu trebuie si fie excesiv de mare.

Dimetilformamida sau solutia 1 % de hidroxid de sodiu sunt exemple de martori pozitivi pentru substantele de test
lichide. Solutia de imidazol 20 % (procente masice pe unitate de volum) intr-o solutie de clorurd de sodiu 0,9 %
reprezintd un exemplu de martor pozitiv pentru substantele de test solide.
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Substantele etalon sunt utile pentru evaluarea potentialului iritant la nivel ocular al substantelor chimice necunoscute
din cadrul unei clase de substante sau de produse, sau pentru evaluarea potentialului iritant relativ al unei substante
iritante la nivel ocular intr-un interval specific de reactii iritante.

Caracteristici misurate

Opacitatea se determind prin masurarea luminii transmise prin cornee. Opacitatea corneand este masuratd cantitativ
cu ajutorul unui opacimetru, conducand la valori ale opacititii misurate pe o scard continud.

Permeabilitatea este determinatd prin mdsurarea cantitativd a fluoresceinei sodice care stribate toate straturile celulare
corneene (de exemplu, epiteliul de pe suprafata exterioard a corneei prin endoteliul de pe suprafata interioard a
corneei). Un ml de solutie de fluoresceind sodicd (4 sau 5 mg/ml atunci cind se testeazd substante lichide si agenti
tensioactivi sau, respectiv, substante solide lipsite de activitate de suprafatd) se adaugd in camera anterioard a
suportului cornean, care se leagd strins cu portiunea epiteliald a corneei, iar camera posterioard, care se leagd
strdns cu portiunea endoteliald a corneei, este umplutd cu EMEM proaspit. Suportul este apoi incubat in pozitie
orizontald timp de 90 + 5 min la 32 £ 1 °C. Cantitatea de fluoresceini sodicd care patrunde in camera posterioard
este mdsuratd cantitativ cu ajutorul unui spectrofotometru UV/VIS. Misurdtorile spectrofotometrice efectuate la
490 nm sunt inregistrate sub formd de valori ale densititii optice (DO49q) sau ale absorbantei, care sunt mdsurate
pe o scard continud. Valorile permeabilititii fluoresceinei sunt determinate prin utilizarea valorilor DO 49 inregistrate
de un spectrofotometru in lumind vizibild care foloseste valoarea standard de 1 cm a lungimii traiectoriei.

Ca o variantd alternativd, se poate utiliza un cititor de plici cu 96 de godeuri cu microtitrare cu conditia: (i) sd se
poatd stabili domeniul linear al cititorului de placi pentru determinarea valorilor DO4g¢ a fluoresceinei; si (i) sd se
utilizeze volumul corect de mostre de fluoresceind in placa cu 96 de godeuri pentru a se obtine valori ale DO 49
echivalente cu valoarea standard de 1 cm a lungimii traiectoriei [acest aspect ar putea necesita un godeu umplut
complet (in mod obisnuit 360 ul)].

DATE SI RAPORTARE
Evaluarea datelor

Dupd corectarea valorilor opacitdtii si ale permeabilititii medii (DO49q) pentru valorile opacititii de fundal si a
permeabilititii martorului negativ DO,q, valorile medii ale opacititii si ale permeabilititii DO,q pentru fiecare
grup de tratament trebuie combinate intr-o formuld dedusd in mod empiric pentru a calcula un scor de evaluare a
efectelor iritante in vitro (in vitro irritancy score - IVIS) pentru fiecare grup de tratament dupd cum urmeaza:

IVIS = valoarea opacititii medii + (15 x valoarea permeabilititii medii DO49()

Sina et al. (16) au raportat ci aceastd formuld a fost dedusd in urma unor studii interne si a studiilor realizate prin
colaborarea mai multor laboratoare. Datele generate pentru o serie de 36 de compusi intr-un studiu inter-laboratoare
au fost supuse unei analize multivariante pentru a determina ecuatia cea mai potrivitd pentru datele in vivo si cele in
vitro. Analiza a fost efectuatd de cercetitori de la doud companii diferite, care au obtinut ecuatii aproape identice.

Valorile opacitatii si permeabilitdtii trebuie de asemenea evaluate independent pentru a determina, prin utilizarea doar
a uneia dintre cele doud caracteristici (a se vedea criteriile de decizie), dacd o substantd de test a provocat coroziunea
sau iritarea severd.

Criterii de decizie

O substantd care provoacd o valoare a IVIS = 55,1 este definitd ca fiind corozivi sau avand un potential iritant sever.
Astfel cum s-a ardtat la punctul 1, dacd substanta de test nu este identificatd drept substantd cu caracter coroziv sau
cu potential iritant sever la nivel ocular, trebuie efectuate testdri suplimentare in scopul clasificdrii i etichetdrii. Prin
comparatie cu datele metodei de testare in vivo pe ochi de iepure, clasate in conformitate cu sistemele de clasificare
EPA (1), UE (2) sau GHS (3), metoda de testare BCOP are o precizie totald cuprinsd intre 79 % (113/143) si 81 %
(119/147), o ratd de rezultate fals pozitive cuprinsd intre 19 % (20/103) si 21 % (22/103), si o ratd de rezultate fals
negative cuprinsa intre 16 % (7/43) si 25 % (10/40). Atunci cand din baza de date sunt excluse substante din anumite
clase chimice (de exemplu, alcooli, cetone) sau fizice (de exemplu, substante solide), precizia metodei BCOP raportatd
la sistemele de clasificare UE, EPA si GHS este cuprinsd intre 87 % (72/83) si 92 % (78/85), rata de rezultate fals
pozitive este cuprinsd intre 12 % (7/58) si 16 % (9/56), iar rata de rezultate fals negative intre 0 % (0/27) si 12 %
(3/26).

Chiar dacd pentru o substantd de test nu se obtine incadrarea in clasa substantelor avand caracter coroziv sau
potential iritant sever, datele BCOP pot fi utile coroborate cu datele de testare obtinute prin testul in vivo pe ochi
de iepure sau printr-o testare in vitro validatd in mod corespunzitor, pentru a evalua in continuare utilitatea si limitele
de aplicare ale metodei de testare BCOP in ceea ce priveste identificarea substantelor avind un potential iritant redus
si a celor neiritante (sunt in curs de elaborare linii directoare privind utilizarea metodelor de testare in vitro a
toxicitdtii oculare).
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Criterii de acceptare a studiului

Un test este considerat acceptabil dacd pentru martorul pozitiv se obtine o valoare a IVIS cuprinsd in intervalul
reprezentat de doud deviatii standard ale mediei istorice actuale, care trebuie actualizatd la fiecare trei luni, sau de
fiecare datd cand un test care poate fi acceptat este efectuat in laboratoare in care testele sunt realizate rar (adicd mai
putin de o datd pe lund). Reactiile negative sau cele ale grupului martor solvent/eluent trebuie si conduci la valori ale
opacitdtii si permeabilitdtii care sunt mai mici decat limitele superioare stabilite ale valorilor opacitatii si permeabi-
litaii fundalului pentru corneele de bovine tratate cu martorii negativi sau cu grupurile martor solvent/eluent
respective.

Raport de testare

Raportul de testare trebuie sd contind urmdtoarele informatii, dacd acestea prezintd relevantd pentru desfisurarea
studiului:

Substante testate si de control

Denumire (denumiri) chimicd (chimice), precum denumirea structurald utilizatd de Chemical Abstracts Service (CAS),
urmati de alte denumiri, dacd se cunosc;

Numdrul de inregistrare (Registry Number -RN) CAS, daci se cunoaste;

Puritatea §i compozitia substantei sau a amestecului [in procent(e) de greutate], in mdsura in care informatia
respectivd este disponibild;

Proprietati fizico-chimice, precum starea fizicd, pH-ul, stabilitatea, hidrosolubilitatea, utile pentru efectuarea studiului;
Tratamentul substantelor testate/de control inainte de efectuarea testului, dupd caz (de exemplu, incilzire, mécinare);
Stabilitatea, daci se cunoaste.

Informatii referitoare la sponsor si la instalatia de testare

Numele si adresa sponsorului, a instalatiei de testare si a directorului de studiu;
Identificarea sursei ochilor (si anume intreprinderea unde au fost colectati);

Conditiile de depozitare si transport ale ochilor (de exemplu, data si ora colectdrii ochilor, perioada de timp pani la
inceperea testdrii, mediile de transport si conditiile de temperaturd, toate antibioticele utilizate);

Daci sunt disponibile, caracteristicile specifice ale animalelor de la care au fost colectati ochii (de exemplu, varsta,
sexul, greutatea animalului donator).

Justificarea metodei de testare si a protocolului utilizat
Integritatea metodei de testare

Procedura utilizatd pentru a asigura integritatea in timp (si anume, precizia si fiabilitatea) a metodei de testare (de
exemplu, testarea periodicd a substantelor de verificare, utilizarea datelor istorice de control negative si pozitive).

Criteriile pentru un test acceptabil

Domenii acceptabile pentru martorii pozitivi si negativi testati in paralel pe baza datelor istorice;
Dupi caz, domenii pentru martorii etalon acceptabili testati in paralel pe baza datelor istorice.

Conditii de testare

Descrierea sistemului de testare utilizat;
Tipul de suport cornean utilizat;

Informatii privind calibrarea pentru dispozitivele utilizate pentru mésurarea opacititii i a permeabilititii (de exemplu,
opacimetru si spectrofotometru);
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Informatii privind corneele bovine utilizate, inclusiv specificatii privind calitatea acestora;
Detalii privind procedura de testare utilizata,

Concentratia (concentratiile) substantei de test utilizate;

Descrierea tuturor modificdrilor procedurii de testare;

Trimiteri la datele istorice ale modelului (de exemplu, martori negativi si pozitivi, substante de verificare, substante
etalon);

Descrierea criteriilor de evaluare folosite.

Rezultate

Prezentarea sub formd de tabel a rezultatelor obtinute cu fiecare mostrd de testare [de exemplu, valorile opacitatii i
ale DO4gg precum si IVIS calculat pentru substanta de test si martorii pozitivi negativi si etalon (dacd se includ),
raportate sub formd de tabel, inclusiv datele de la reproducere repetd experimentele dupd caz, si mediile + deviatia
standard pentru fiecare experiment];

Descrierea altor efecte observate.

Discutarea rezultatelor
Concluzie
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Apendicele 1

DEFINITII

Precizie: Gradul de apropiere dintre rezultatele metodei de testare si valorile de referingd acceptate. Aceasta constituie una
dintre caracteristicile de performantd ale metodei de testare si unul dintre aspectele relevantei acesteia. Termenul este
adesea utilizat in paralel cu termenul sinonim ,concordantd”, pentru a desemna proportia de rezultate corecte ale unei
metode de testare.
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Substantd etalon: O substantd utilizatd in calitate de standard pentru comparatia cu o substantd de test. O substantd
etalon ar trebui sd aibd urmadtoarele proprietdti: (i) sursd (surse) compatibild (compatibile) si sigure; (i) asemanari
structurale si functionale cu clasa de substante care este testatd; (iii) caracteristici fizico-chimice cunoscute; (iv) date de
sustinere privind efecte cunoscute si (v) influentd cunoscutd in intervalul de rispuns dorit.

Cornee: Regiunea transparentd a partii anterioare a globului ocular care acoperd irisul si pupila i care permite luminii sd
pitrunda in interior.

Opacitate corneand: Misurarea gradului de opacitate a corneei dupd expunerea la o substantd de test. Opacitatea
corneand crescutd este un indicator al unei leziuni a corneei. Opacitatea poate fi evaluatd in mod subiectiv, astfel cum
se procedeazd in cazul testului Draize pe ochi de iepure, sau in mod obiectiv, cu ajutorul unui instrument cum este
,opacimetrul”.

Permeabilitatea corneand: Misurarea cantitativi a lezarii epiteliului cornean printr-o determinare a cantitdtii de colorant
fluoresceind sodica care stribate toate straturile celulare ale corneei.

Categoria EPA 1: Caracter coroziv (distrugerea ireversibild a tesutului ocular) sau afectare a corneei sau iritatie care
persistd mai mult de 21 de zile (1).

Categoria UE R41: Producerea de leziuni tisulare la ochi sau deteriorarea fizicd gravd a vederii, in urma aplicirii unei
substante de test pe suprafata anterioard a ochiului, care nu sunt complet reversibile intr-un interval de 21 de zile de la
aplicare (2).

Ratd de rezultate fals negative: Proportia tuturor substantelor pozitive identificate in mod fals de 0 metoda de testare ca
fiind negative. Acesta este unul dintre indicatorii de performantd ai metodei de testare.

Ratd de rezultate fals pozitive: Proportia tuturor substantelor negative identificate in mod fals de 0 metodi de testare ca
fiind pozitive. Acesta este unul dintre indicatorii de performantd ai metodei de testare.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals - Sistemul global armonizat de
clasificare si etichetare a substantelor chimice): Un sistem care propune clasificarea substantelor chimice (substante si
amestecuri) in functie de tipuri si niveluri standardizate de riscuri fizice, riscuri pentru sandtate si riscuri pentru mediu, i
care elaboreazd elemente de comunicare corespunzdtoare, de exemplu pictograme, cuvinte de avertizare, fraze de pericol,
fraze de securitate si fise tehnice de sigurantd, pentru a transmite informatii privind efectele adverse ale acestora, in scopul
protejdrii populatiei (inclusiv a angajatorilor, a lucrdtorilor, a transportatorilor, a consumatorilor si a serviciilor de urgentd)
si a mediului (3).

Categoria HS 1: Producerea de leziuni tisulare la ochi sau deteriorarea fizici gravd a vederii, in urma aplicdrii unei
substante de test pe suprafata anterioard a ochiului, care nu sunt complet reversibile intr-un interval de 21 de zile de la
aplicare (3).

Risc: Proprietate intrinsecd a unui agent sau a unei situatii care are potentialul de a produce efecte adverse atunci cand un
organism, sistem sau (sub)populatie este expusd la agentul respectiv.

Scor de evaluare a efectelor iritante in vitro (IVIS): O formuld dedusd in mod empiric utilizatd in analiza BCOP in care
valorile opacititii medii i cele ale permeabilititii medii pentru fiecare grup de tratament sunt combinate intr-un scor in
vitro unic pentru fiecare grup de tratament. IVIS = valoarea opacitdtii medii + (15 x valoarea permeabilititii medii).

Martor negativ: O proba replicd netratatd care contine toate componentele sistemului testat. Aceastd proba este analizatd
impreund cu probele tratate cu substantd de test si cu alte probe martor pentru a determina dacd solventul interactioneaza
cu sistemul testat.

Substan;i neiritantd: Substante care nu sunt incadrate in categoriile EPA I, II, sau III, in categoriile UE R41 sau R36; sau
categoria GHS 1, 2A, sau 2B de iritanti oculari.

Substanti avand un caracter coroziv la nivel ocular: (a) Substantd care provoaci leziuni tisulare ireversibile la nivelul
ochiului; (b) Substante care sunt incadrate in categoria GHS 1, categoria EPA I sau categoria UE R41 de iritanti oculari (1)

2 0.

Iritant ocular: (a) Substantd care produce o modificare reversibild la nivelul ochiului dupd aplicarea pe suprafata
anterioard a ochiului; (b) Substante care sunt incadrate in categoria EPA 1I sau III, categoria UE R36, sau categoria
GHS 2A sau 2B de iritanti oculari (1) (2) (3).



9.12.2010

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

L 324/23

Substanti cu potential iritant sever: (a) O substantd care provoaci lezarea tisulard la nivelul ochiului dupi aplicarea pe
suprafata anterioard a ochiului, care nu se vindecd in 21 de zile de la aplicare sau care provoacd o slibire fizicd severd a
vederii; (b) Substante care sunt incadrate in categoria GHS 1, categoria EPA [ sau categoria UE R41 de iritanti oculari (1)

2 0.

Opacimetru: Instrument utilizat pentru a mdsura ,opacitatea corneand” prin evaluarea cantitativd a transmisiei luminii
prin cornee. Instrumentul tipic are doud compartimente, fiecare dintre acestea fiind dotat cu propria sursd de lumina si
propria celuld fotoelectricd. Unul dintre compartimente este utilizat pentru corneea tratatd, iar cel de-al doilea serveste
pentru a calibra si a regla punctul de zero al instrumentului. Lumina care provine de la o lampa cu halogen este trimisd
printr-un compartiment de control (o camerd goald fird ferestre sau lichid) la o celuld fotoelectrici §i comparatd cu
lumina trimisd prin compartimentul experimental, care addposteste camera care contine corneea, citre o celuld fotoe-
lectricd. Diferentele intre lumina transmisd citre celulele fotoelectrice se compard si se afiseazd valoarea numericd a
opacitatii pe un ecran digital.

Controlul pozitiv: O probi replici continind toate componentele sistemului testat §i care a fost tratatd cu o substantd
cunoscutd pentru faptul cd provoacd o reactie pozitivd. Pentru a asigura posibilitatea evaludrii variabilititii in timp a
reactiei martorului pozitiv, amplitudinea reactiei severe nu trebuie s fie excesiv de mare.

Fiabilitate: Misura in care o metodd de testare poate fi reprodusd in timp, in acelasi laborator sau in laboratoare diferite,
folosind acelasi protocol. Aceasta se evalueazd prin calcularea reproductibilititii in acelasi laborator sau inter-laboratoare.

Martor solvent/eluent: O probid netratati care contine toate componentele sistemului testat, inclusiv solventul sau
eluentul, care este analizatd impreund cu probele tratate cu substantd de test §i cu alte probe martor pentru a stabili
nivelul de bazi al reactiei pentru probele tratate cu substanta de test dizolvati in acelasi solvent sau eluent. In plus, atunci
cand este testatd in paralel cu un martor negativ, aceastd probd indicid dacd solventul sau eluentul interactioneazd cu
sistemul testat.

Testare secventiald: O strategie de testare in trepte in cadrul cireia sunt revizuite toate informatiile existente privind o
substantd de test, intr-o anumitd ordine, utilizind un proces de evaluare a fortei probante in fiecare etapd pentru a
determina dacd sunt disponibile suficiente informatii pentru o decizie privind clasificarea riscului, inainte de a trece la
etapa urmdtoare. Dacd potentialul iritant al unei substante de test poate fi apreciat pe baza informatiilor existente, nu este
necesard o testare suplimentard. Dacd potentialul iritant al unei substante de test nu poate fi apreciat pe baza informatiilor
existente, se executd o procedurd de testare secventiald pe animale pand in momentul in care se poate face o clasificare
lipsitd de echivoc.

Metodid de testare validatd: Metodd de testare in legdturd cu care studiile de validare au fost incheiate in scopul
determindrii relevantei (inclusiv precizia) si a fiabilititii pentru un anumit scop. Este important de semnalat ci este
posibil ca performantele unei metode de testare validate si nu fie suficiente din punct de vedere al preciziei i fiabilitatii
incét aceasta sd fie consideratd acceptabild pentru scopul propus.

Forta probanti: Procesul prin care se iau in considerare punctele tari si punctele slabe ale unor informatii diverse pentru
a ajunge la o concluzie in ceea ce priveste riscul potential al unei substante si a sustine concluzia respectiva.

Apendicele 2

Substante de verificare pentru metoda de testare BCOP

Inainte de utilizarea sistematici a unei metode de testare conforme cu prezenta metodd de testare, este posibil ca
laboratoarele si doreascd sd demonstreze performantele tehnice proprii, prin identificarea corectd a clasificarii caracterului
coroziv pentru cele 10 substante recomandate in tabelul 1. Substantele au fost selectate pentru a reprezenta domeniul de
reactii pentru iritatia/coroziunea locald la nivelul ochilor, care se bazeazd pe rezultatele testului in vivo pe ochi de iepure
(TG 405), si anume, categoriile 1, 2A, 2B, sau neclasificat si etichetat in conformitate cu GHS al Natiunilor Unite) (3) (7).
Totusi, tindnd cont de utilitatea validatd a acestor analize (i anume, in scopul de a identifica numai substantele care au
caracter coroziv/potential iritant sever la nivel ocular), existi numai doud rezultate ale testelor destinate clasificarii
(coroziv/iritant sever sau necoroziv/fird potential iritant sever) pentru a demonstra performantele. Alte criterii de
selectie au fost ca substantele si fie disponibile comercial, si fie disponibile informatii de referintd in vivo de calitate
superioard §i sd existe date de calitate furnizate de doud metode in vitro pentru indicatiile orientative de testare care se
elaboreazd. Din acest motiv, substantele iritante au fost selectate din lista recomandatd ICCVAM care cuprinde 122
substante de referingd pentru validarea metodelor de testare in vitro a toxicitdtii oculare (a se vedea Apendicele H:
Substante de referintd recomandate ICCVAM) (5). Informatiile de referintd sunt disponibile in documentele ICCVAM
de trecere in revistd a cadrului general pentru metodele de testare a BCOP si a ochiului izolat de pui (Isolated Chicken Eye -
ICE) (17) (18).
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Tabelul 1

Substante recomandate pentru a demonstra performantele tehnice prin metoda BCOP

Substantd CAS RN Clasd chimici (") Formi fizica: Claiiif;;z;)e in Clasificare in vitro (%)
Clorurd de 8001-54-5 Compus de tip Lichid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
benzalconiu (5 %) onium
Clorhexidind 55-56-1 Amind, amidina Solid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
Acid dibenzoil-L- 2743-38-6 Acid carboxilic, Solid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
tartric ester
Imidazol 288-32-4 Heterociclu Solid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
Acid tricloracetic 76-03-9 Acid carboxilic Lichid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
(30 %)

Clorurd de 2,6-diclor- 4659-45-4 Halogenurd de Lichid Categoria 2A | Necoroziv/Fird potential
benzoil acil iritant sever

Etil-2-metil- 609-14-3 Cetond, ester Lichid Categoria 2B | Necoroziv[Fird potential
acetoacetat iritant sever

Azotat de amoniu 6484-52-2 Sare anorganica Solid Categoria 2A | Necoroziv/Fird potential
iritant sever

Glicerol 56-81-5 Alcool Lichid Neetichetat | Necoroziv/Fird potential
iritant sever

n-Hexan 110-54-3 Hidrocarburd Lichid Neetichetat | Necoroziv/Fird potential
(aciclica) iritant sever

Prescurtdri: Nr. CASRN = Numadr de inregistrare al Chemical Abstracts Service.

(") Clasele chimice sunt desemnate pentru fiecare substantd de test prin utilizarea unei scheme de clasificare standard, pe baza sistemului de

clasificare al National Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) (disponibil la http/fwww.nlm.nih.gov/mesh).

(3) Pe baza rezultatelor furnizate de testul in vivo pe ochi de iepure (OCDE TG 405) si prin utilizarea GHS a Natiunilor Unite (3)(7).

(%) Pe baza rezultatelor obtinute prin analizele BCOP si ICE.

Apendicele 3

SUPORT CORNEAN BCOP

1. Suporturile corneene BCOP sunt confectionate dintr-un material inert (de exemplu, polipropilend). Suporturile sunt
formate din doud jumdtati (o camerd anterioard si una posterioard) si au doud camere cilindrice interne similare. Fiecare
camerd are un volum de 5 ml i contine la capit un geam din sticld, prin care se observd si se inregistreazd opacitatea.
Camerele interne au un diametru de 1,7 cm si o adancime de 2,2 cm ('). Eventualele scurgeri sunt prevenite cu ajutorul
unei garnituri amplasate in camera posterioard. Corneele se plaseazd cu partea endoteliald pe garnitura camerei
posterioare, iar camerele interioare se plaseazd pe partea epiteliald a corneelor. Camerele sunt fixate cu trei suruburi
din otel inoxidabil aflate pe muchiile exterioare ale camerei. La capdtul fiecirei camere se afli un geam de sticld
amovibil, care permite accesul facil la cornee. De asemenea, se plaseazd o garniturd intre geamul de sticld §i camerd
pentru prevenirea scurgerilor. Doud orificii situate in partea superioard a fiecireia din cele doud camere permit
introducerea si indepartarea mediului si compusilor de testare. Aceste orificii sunt inchise cu capace de cauciuc pe

perioadele de tratament si de incubatie.

IVIS prin formula propusi.

Dimensiunile indicate se referd la un suport cornean utilizat pentru bovine a cdror varsta variazd intre 12 si 60 de luni. In cazul in care
se folosesc animale cu varsta cuprinsd intre 6-12 luni, suportul trebuie si fie proiectat astfel incat volumul fiecdrei camere sd fie de
4 ml, iar fiecare dintre camerele interioare sd aibd un diametru de 1,5 cm si o adancime de 2,2 cm. Este foarte important ca raportul
intre suprafata zonei corneene expuse si volumul camerei posterioare a suporturilor corneene noi si fie identic cu raportul existent in
cazul suportului cornean traditional. Acest lucru este necesar pentru determinarea corectd a valorilor permeabilitatii, in scopul calcularii
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OPACIMETRUL

. Opacimetrul este un dispozitiv de médsurare a transmisiei luminii. Lumina care provine de la o lampa cu halogen este

trimisd printr-un compartiment de control (o camerd goald fird ferestre sau lichid) la o celuld fotoelectrici si
comparatd cu lumina trimisd prin compartimentul experimental, care addposteste camera care contine corneea,
citre o celuld fotoelectricd. Diferentele intre lumina transmisd citre celulele fotoelectrice se compard si se afigeazd
valoarea numericd a opacitdtii pe un ecran digital. Se stabilesc unitatile de opacitate.

. Opacimetrul trebuie s asigure un raspuns linear, aflat intr-un interval de valori ale opacitdtii corespunzitoare limitelor

utilizate pentru diferitele clasificdri prevdzute in modelul de predictie (de exemplu, pand la limitele care provoacd
coroziune/iritatie severd). Pentru obtinerea unor valori lineare i precise de pand la 75-80 unitdti de opacitate, este
necesard calibrarea opacimetrului cu ajutorul unor dispozitive etalon. Se introduc dispozitive etalon (foi opace de
poliester) in camera de calibrare (0 camerd corneand proiectatd sd contind dispozitivele de calibrare) si se citesc valorile
indicate de opacimetru. Camera de calibrare este proiectatd astfel incat dispozitivele etalon sunt plasate la aproximativ
aceeasi distantd Intre sursa de lumind i celula fotoelectrici la care vor fi plasate corneele pe durata masurdrii opacitatii.
Mai intéi, opacimetrul este calibrat la O unitdti de opacitate, cdnd in camera de calibrare nu este introdus niciun
dispozitiv etalon. Dupd aceasta, se plaseazi pe rand trei dispozitive etalon diferite in camera de calibrare si se mdsoard
opacitatea in fiecare caz. Dispozitivele etalon nr. 1, 2 si 3 trebuie s conducd la valori ale opacitatii egale cu valorile
predeterminate de 75, 150 si, respectiv, 225 unitdti de opacitate, cu o variatie de + 5 %.
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METODA B 48 DE TESTARE A OCHIULUI IZOLAT DE PUI PENTRU IDENTIFICAREA SUBSTANTELOR
AVAND UN CARACTER COROZIV SI UN POTENTIAL IRITANT SEVER LA NIVEL OCULAR

INTRODUCERE

1. Metoda de testare a ochiului izolat de pui (ICE) este 0 metodad de testare in vitro care poate fi utilizatd, in anumite
cazuri §i cu anumite limite, in vederea clasificdrii unor substante si amestecuri ca fiind substante care au un caracter
coroziv si un potential iritant sever la nivel ocular (1) (2) (3). in scopul prezentei metode de testare, substantele cu
potential iritant sever sunt iritantii a cdror actiune provoacd leziuni oculare care persistd la iepure timp de cel putin
21 de zile dupd administrare. Chiar dacd nu este consideratd adecvatd pentru a substitui in intregime testul in vivo pe
ochi de iepure, metoda ICE este recomandatd pentru a fi inclusd intr-o strategie de testare secventiald privind
clasificarea si etichetarea reglementard intr-un domeniu de aplicabilitate specific (4) (5). Substantele si amestecurile
de testare (6) care se dovedesc pozitive dupd aceastd evaluare pot fi clasificate ca fiind substante care au un caracter
coroziv si un potential iritant sever la nivel ocular, fird a mai fi necesard testarea pe iepuri. O substantd al carui
rezultat este negativ va trebui si fie testatd pe iepuri prin intermediul unei strategii de testare secventiale, astfel cum
este descris in orientarea OCDE privind testarea nr. 405 (7) (capitolul B.5 din prezenta anexa).

2. Scopul prezentei metode de testare este de a descrie procedurile utilizate pentru a evalua caracterul coroziv sau sever
iritant al unei substante de incercare, masurat prin capacitatea acesteia de a induce toxicitate intr-un ochi enucleat de
pui. Efectele toxice asupra corneei sunt mdsurate prin (i) o evaluare calitativd a opacitdtii, (ii) o evaluare calitativd a
leziunilor epiteliului prin aplicarea de fluoresceind in ochi (retentia fluoresceinei), (iii) 0 mdsurare cantitativd a cresterii
grosimii (inflamare), si (iv) o evaluare calitativd a leziunilor morfologice macroscopice a suprafetei. Opacitatea,
inflamarea si evaluarea leziunilor corneei dupd expunerea la o substantd de test se stabilesc in mod individual,
apoi rezultatele se combind pentru a se obtine un coeficient de iritare oculara.

3. Metoda de testare ICE a mai fost utilizatd pentru testarea unor substante cu potential iritant la nivel ocular, care
provoacd leziuni care se vindecd in mai putin de 21 de zile, si a unor substante neiritante. Totusi, precizia si
fiabilitatea metodei de incercare ICE privind substantele din aceste categorii nu au fost deocamdatd evaluate in
mod oficial.

4. Definitiile sunt previzute in apendicele 1.

CONSIDERATII INITIALE SI LIMITE DE APLICARE

5. Aceastd metodd de testare are la bazd protocolul de testare ICE al Comitetului de coordonare la nivel de agentii
privind validarea metodelor alternative (ICCVAM) (8), elaborat in urma unui studiu international de validare (4) (5) (9)
la care au contribuit Centrul european pentru validarea metodelor alternative, Centrul japonez pentru validarea
metodelor alternative si Departamentul TNO pentru calitatea vietii, toxicologie si farmacologie aplicatd (Tarile de
Jos). Protocolul a fost intocmit pe baza informatiilor continute in protocoalele publicate si in protocolul utilizat in
prezent de citre TNO (10) (11) (12) (13) (14).

6. Limitele de aplicare cunoscute ale acestei metode se referd la rata de rezultate fals pozitive privind alcoolii si ratele de
rezultate fals negative privind substantele solide si agentii tensioactivi (a se vedea punctul 47) (4). Atunci cand
substantele din aceste clase chimice si fizice sunt eliminate din baza de date, precizia ICE in functie de sistemele
de clasificare ale UE, EPA si SGA este substantial amelioratd (4). Avand in vedere scopul acestei evaludri (identificarea
doar a corozivilor/iritantilor severi la nivel ocular), ratele de rezultate fals negative nu sunt foarte mari, deoarece
substantele de acest tip vor fi testate ulterior pe iepuri sau utilizate in cadrul altor teste in vitro validate corespunzitor,
in functie de cerintele de reglementare, cu ajutorul unei strategii de testare secventiald, printr-o abordare avand la
bazi forta probanti a datelor. In plus, baza de date actuald privind validirile nu a permis o evaluare adecvati a unor
clase chimice sau de produse (de exemplu, amestecurile). Totusi, inspectorii ar putea avea in vedere utilizarea acestei
metode pentru testarea tuturor tipurilor de materiale (inclusiv amestecuri), in urma cireia un rezultat pozitiv ar putea
fi acceptat ca indicator al unei reactii oculare corozive sau sever iritante. Cu toate acestea, rezultatele pozitive obtinute
cu ajutorul alcoolilor trebuie interpretate cu prudentd, avand in vedere riscul de producere a unor prognostice
imprecise.

7. Toate procedurile efectuate pe ochi de pui trebuie sd respecte regulamentele si normele de manipulare a materialelor
de origine umand sau animald, precum tesuturi si lichide tisulare, fird a se limita la acestea. Sunt recomandate
mdsurile de precautie universale aplicabile in laboratoare (15).

8. O limitare a metodei de testare este aceea cd, in ciuda faptului ci ia in considerare unele dintre efectele oculare
evaluate prin metoda de testare a iritdrii ochiului de iepure §i, Intr-o anumitd masurd, severitatea acestora, nu acordd
atentie leziunilor conjunctivale si iridiane. De asemenea, desi reversibilitatea leziunilor corneene nu poate fi evaluatd
in mod separat prin metoda de testare ICE, s-a propus, pe baza studiilor pe ochi de iepure, evaluarea adincimii
initiale a leziunii corneei pentru a se face o distinctie intre efectele ireversibile si cele reversibile (16). In sfarsit,
metoda de testare ICE nu permite evaluarea toxicitdtii sistemice potentiale asociate expunerii oculare.

9. Se depun eforturi permanente de continuare a caracterizdrii utilitatii si limitelor metodei de testare ICE de identificare
a substantelor iritante de intensitate medie si a celor neiritante (a se vedea si punctul 48). De asemenea, utilizatorii
sunt incurajati sd furnizeze specimene si/sau informatii citre organizatiile de validare, in vederea unei evaluiri formale
a posibilelor utilizari viitoare ale metodei de testare ICE, care pot consta inclusiv in identificarea substantelor iritante
de intensitate medie si a celor neiritante.
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16.

17.
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19.

20.

Toate laboratoarele care utilizeazd pentru prima datd prezenta metodd trebuie si utilizeze substantele de verificare
mentionate in apendicele 2. Un laborator poate utiliza substantele chimice respective pentru a-si demonstra
competenta tehnicd in ceea ce priveste aplicarea metodei de testare ICE inainte de a transmite datele analizei ICE
in scopul clasificarii reglementare a riscurilor.

PRINCIPIUL TESTULUI

Metoda de testare ICE este un model organotipic care permite mentinerea pe termen scurt a functiilor fiziologice si
biochimice normale a corneei de pui in vitro. In prezenta metod3 de testare, leziunile provocate de substanta de
testare sunt evaluate in functie de inflamarea corneani, opacitate si retentia fluoresceinei. In timp ce ultimii doi
parametri presupun o evaluare calitativd, analiza inflamirii corneene asigurd o evaluare cantitativd. Fiecare mésurare
este transformatd intr-un scor cantitativ utilizat pentru a se calcula un indice general de iritare sau primeste un indice
calitativ utilizat pentru a desemna un grad al corozivitdtii oculare si al iritdrii severe. Oricare dintre aceste doud
rezultate poate fi utilizat ulterior pentru a prognostica corozivitatea oculard in vivo si potentialul sever de iritare al
unei substante de testare (a se vedea criteriile de decizie).

Sursa si varsta ochilor de pui

Pand in prezent, pentru aceastd evaluare au fost utilizagi ochi colectati de la pui sacrificati in abatoare pentru
consumul uman, nefiind necesare animale de laborator. Sunt utilizati exclusiv ochi proveniti de la animale considerate
adecvate pentru consumul uman.

Chiar dacd nu a fost efectuat un studiu controlat de evaluare a varstei optime a puilor, varsta si greutatea puilor
utilizati pand in prezent pentru acest test sunt cele ale puilor de primavard prelucrati de obicei de un abator
(aproximativ 7 sdptimani, 1,5 — 2,5 kg).

Colectarea si transportul ochilor la laborator

Capetele se indepirteazd imediat dupd sedarea puilor (de obicei, prin soc electric) si incizia la nivelul gatului pentru
scurgerea singelui. Se recomandd identificarea unei ferme de pui aflate in apropierea laboratorului, astfel incat
capetele sd fie transferate de la abator citre laborator intr-un timp suficient de scurt pentru a reduce riscul de
deteriorare si/sau contaminare bacteriand. Perioada de timp dintre colectarea capetelor si utilizarea ochilor in metoda
de testare ICE trebuie si fie redusd (in mod normal, se incadreazd in 2 ore) si trebuie si se demonstreze ci nu
compromite rezultatele testarii. Aceste rezultate au la bazd criteriile de selectie a ochilor, precum si raspunsurile de
control pozitive si negative. Toti ochii utilizati pentru testare trebuie sd apartind aceluiasi grup de ochi si sd fie
colectati in aceeasi zi.

Deoarece ochii sunt disecati in laborator, capetele se transportd intacte de la abator, la temperaturd ambiantd, in cutii
de plastic, si se mentin umede cu prosoape inmuiate in solutie salind izotonica.

Criterii de selectie pentru ochii utilizati in metoda ICE

Sunt respinsi ochii care, dupd enucleare, prezintd un nivel de bazd ridicat al colordrii cu fluoresceind (de exemplu,
peste 0,5) sau opacitate corneand (de exemplu, peste 0,5).

Fiecare grup de testare si martor pozitiv este format din cel putin trei ochi. Grupul martor negativ sau proba solvent
(dacd se foloseste un solvent diferit de solutia salind) constd din cel putin un ochi.

PROCEDURA
Pregitirea ochilor

Pleoapele sunt excizate cu atentie, astfel incat si nu se lezeze corneea. Integritatea corneand este evaluatd rapid cu
ajutorul unei picituri de solutie de fluoresceind de sodiu 2 % (procente masice pe unitate de volum) aplicatd pe
suprafata corneand timp de cateva secunde, care apoi se cliteste cu solutie salind izotonicd. Ochii tratati cu fluo-
resceind sunt apoi examinati cu un microscop oftalmologic, urmdrindu-se eventualele leziuni ale corneei (cum ar fi
valori ale retentiei fluoresceinei si opacitdtii corneene de maximum 0,5).

Dacd nu prezintd leziuni, ochiul este indepartat din orbitd cu atentie, astfel incat corneea si nu fie lezati. Globul
ocular este scos din orbitd prin fixarea membranei nictitante cu ajutorul unui forceps chirurgical, apoi muschii oculari
se taie cu un foarfece indoit, cu varf bont. Este important si se evite lezarea corneei (leziuni de compresie) ca urmare
a unei presdri excesive.

Atunci cand ochiul este indepirtat din orbitd, se pistreazd atasati o portiune vizibild a nervului optic. Dupd
indepartarea din orbitd, ochiul este plasat pe o suprafata absorbantd, iar membrana nictitantd si alte tesuturi
conjunctive sunt eliminate.
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Ochiul enucleat este prins cu o clemd din otel inoxidabil, cu corneea pozitionata vertical. Clema este introdusd apoi
intr-o camerd a aparatului de suprafuziune (16). Clemele sunt apoi introduse in aparatul de suprafuziune astfel incat
corneea sd fie irigatd cu solutie izotonici. Temperatura camerelor aparatului de superfuziune trebuie mentinutd la
32 % 1,5 °C. In apendicele 3 se prezintd o diagrami a aparatului tipic de suprafuziune si a clemelor pentru ochi, care
pot achizitionate din comert sau confectionate. Aparatul poate fi modificat pentru a respecta cerintele din anumite
laboratoare (de exemplu, pentru un numir de ochi diferit).

Dupi ce au fost introdusi in aparatul de suprafuziune, ochii sunt examinati din nou cu un microscop oftalmologic
pentru eventuale leziuni aparute in timpul procedurii de disectie. In acest moment, se misoard grosimea corneei in
varful sdu, cu ajutorul dispozitivului de mdsurare a adancimii atasat microscopului oftalmologic. Ochii care prezinta:
(i) un coeficient al retentiei de fluoresceind de peste 0,5; (i) opacitate corneand de peste 0,5; sau (iii) orice semne
suplimentare de leziuni, se inlocuiesc. In cazul ochilor care nu sunt respinsi pe baza acestor criterii, se exclud ochii cu
o grosime a corneei care deviazd cu peste 10 % de la valoarea medie a tuturor ochilor. Utilizatorii trebuie sd cunoascd
faptul ci microscoapele oftalmologice pot produce rezultate diferite ale grosimii corneei daci lirgimea fantei
microscopului este diferitd. Aceastd latime se stabileste la 0,095 mm.

Dupi examinarea si acceptarea ochilor, acestia sunt incubati timp de aproximativ 45-60 minute pentru a fi echilibrati
cu sistemul de testare anterior dozdrii. Dupd perioada de echilibrare, se inregistreazd o valoare de referingd 0 a
grosimii si opacitdtii corneei, care va fi utilizatd ca valoare de bazd (de exemplu, momentul de timp egal cu 0).
Cantitatea de fluoresceind determinatd in momentul disectiei este utilizatd ca valoare de referintd mdsurati pentru
acea caracteristicd.

Aplicarea substantei de test

Imediat dupd mdsurarea valorii de referintd 0, ochiul (aflat in suportul sdu) este extras din aparatul de suprafuziune si
plasat intr-o pozitie orizontald, iar pe cornee se aplicd substanta de test.

De obicei, substantele de test lichide se testeazd nediluate, dar pot fi diluate dacd se considerd necesar (de exemplu, in
cadrul elabordrii testelor). Solventul preferat pentru substantele diluate este serul fiziologic. Totusi, in conditii
controlate pot fi utilizati solventi alternativi, dar oportunitatea solventilor diferiti de serul fiziologic nu a fost
demonstratd.

Substantele de test lichide se aplicd pe cornee astfel incit intreaga suprafatd a acesteia sd fie acoperitd uniform cu
substanta de test; volumul standard este de 0,03 ml.

Daci este posibil, substantele solide se macind cat mai fin posibil cu ajutorul unui mojar cu pistil sau al unui
instrument de macinat comparabil. Pulberea se aplicd pe cornee astfel incat suprafata si fie acoperitd uniform cu
substanta de test; cantitatea standard este de 0,03 g.

Substanta de test (lichidd sau solidd) se aplicd timp de 10 secunde, dupd care ochiul se cliteste cu solutie salind
izotonicd (aproximativ 20 ml) la temperatura camerei. Dupd aceasta, ochiul (in suportul siu) este reintrodus in
aparatul de suprafuziune, in pozitia verticald initiala.

Substante de control

In fiecare experiment se introduc martori negativi sau martori eluenti si martori pozitivi.

Atunci cand se testeazd substante lichide 100 % sau substante solide prin metoda de testare ICE, se utilizeazd ser
fiziologic ca martor negativ pentru a se detecta modificiri nespecifice ale sistemului de testare i a se preveni un efect
iritant in urma conditiilor de testare.

Atunci cand sunt testate substante lichide diluate, metoda de testare prevede un grup de martori solventi/eluenti prin
care se detecteazd modificirile nespecifice ale sistemului de testare si a se preveni un efect iritant in urma conditiilor
de testare. Conform punctului 25, se poate utiliza doar un solvent/eluent care nu afecteaz in mod negativ sistemul
de incercare.
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In fiecare experiment se introduce un martor pozitiv constind intr-un iritant ocular, pentru a se verifica daci se
produce un rdspuns sever. Deoarece in aceastd metodd de testare se utilizeazd testarea de tip ICE pentru a se identifica
corozivii sau iritantii severi, martorul control trebuie sd fie o substantd de referintd care provoacd un raspuns sever in
cadrul acestei metode de testare. Totusi, pentru a fi posibild evaluarea variabilitdtii raspunsului martorului pozitiv in
functie de timp, dimensiunea rdspunsului sever nu trebuie si fie excesiv de mare. Este necesar sd fie generate
suficiente date in vitro pentru martorul pozitiv, astfel incat sd poatd fi calculat un interval statistic acceptabil
pentru acesta. Dacd nu sunt disponibile date adecvate precedente privind metoda de testare ICE pentru un anumit
martor pozitiv, pot fi necesare studii pentru obtinerea acestora.

Acidul acetic 10 % sau clorura de benzalconiu 5 % sunt exemple de martori pozitivi pentru substantele de test lichide,
iar hidroxidul de sodiu sau imidazolul sunt exemple de martori pozitivi pentru substante de testare solide.

Substantele etalon sunt utile pentru evaluarea potentialului iritant la nivel ocular al substantelor chimice necunoscute
din cadrul unei clase de substante sau de produse, sau pentru evaluarea potentialului iritant relativ al unei substante
iritante la nivel ocular intr-un interval specific de reactii iritante.

Caracteristici masurate

Corneele tratate sunt evaluate inainte tratamentului si la 30, 75, 120, 180, si 240 minute (* 5 minute) dupd spalarea
post-tratament. Aceste momente de observare permit un numdr adecvat de msurdtori pe parcursul celor patru ore
de tratament, ldsand un interval suficient intre mdsurdtori pentru efectuarea observatiilor necesare la nivelul tuturor
ochilor.

Caracteristicile evaluate sunt opacitatea corneand, inflamarea, retentia de fluoresceind si efectele morfologice (de
exemplu, corodarea sau detasarea epiteliului). Cu exceptia retentiei de fluoresceind (determinati numai inainte de
tratament si la 30 de minute dupd expunerea la substanta de test), toate caracteristicile se determind in fiecare din
momentele de observare mentionate mai sus.

Se recomandi realizarea de fotografii pentru documentarea privind opacitatea corneand, retentia de fluoresceing,
efectele morfologice si, dacd s-au efectuat, studiile histopatologice.

Dupi examinarea finald la un interval de patru ore, utilizatorii sunt incurajati sd pastreze ochii intr-un fixator adecvat
(de exemplu, formol neutru tamponat), pentru o potentiald investigare histopatologici.

Inflamarea corneand se determind prin masurarea grosimii corneene efectuat cu ajutorul unui pahimetru optic, atasat
unui microscop oftalmologic. Aceasta se exprimd sub formd procentuald si se calculeazd pe baza misuritorilor
grosimii corneene conform formulei urmatoare:

grosimea corneana lamomentul t — grosimea corneana lamomentul = 0 100
X
grosimea corneana lamomentul = 0

Valoarea procentuald medie a inflamdrii corneene pentru toti ochii testati se calculeazd pentru toate momentele de
observare. Pe baza punctajului maxim mediu al inflamarii corneene, obtinut in oricare din momentele de observare,
se furnizeazd apoi un punctaj general al categoriei pentru fiecare substantd de test.

Opacitatea corneand se calculeaza prin utilizarea pentru inregistrare a suprafetei corneei care este cea mai opacifiata.
Valoarea medie a opacitdtii corneene pentru toti ochii testati se calculeazd pentru toate momentele de observare. Pe
baza punctajului mediu maxim al opacititii corneene obtinut in oricare din momentele de observare, se furnizeazd
apoi un punctaj general al categoriei pentru fiecare substantd de test (Tabelul 1).

Tabelul 1

Punctajele opacitatii corneene

Punctaj Observatii

0 Absenta opacitatii

0,5 Opacitate redusd
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Punctaj Observatii
1 Zone dispersate sau difuze; detaliile irisului sunt vizibile in mod clar
2 Zone translucide usor sesizabile; detaliile irisului sunt usor neclare
3 Opacitate corneand severd; nu sunt vizibile anumite detalii ale irisului; dimensiunea pupilei este foarte
putin sesizabild
4 Opacitate corneand completd; iris invizibil

Valoarea medie a retentiei de fluoresceind pentru toti ochii testati se calculeazd numai pentru momentul de observare
dupd 30 de minute, care este utilizat pentru punctajul general al categoriei furnizat pentru fiecare substantd de test
(Tabelul 2).

Tabelul 2

Punctajele de retentie a fluoresceinei

Punctaj Observatii
0 Absenta retentiei de fluoresceind
0,5 Colorare redusd a unor celule izolate
1 Colorare a unor celule izolate dispersate pe zona tratatd a corneei
2 Colorare intensd focalizatd sau confluentd a unor celule izolate
3 Zone confluente intinse ale corneei care retin fluoresceina

Efectele morfologice includ «corodarea» celulelor epiteliale corneene, «detasarea» epiteliului, «formarea de asperitati» la
nivelul suprafetei corneene si «aderarea» de cornee a substantei de test. Aceste rezultate pot varia in gravitate si pot
exista simultan. Clasificarea rezultatelor este subiectivd in functie de interpretarea formulatd de cercetdtor.

DATE SI RAPORTARE
Evaluarea datelor

Rezultatele pentru opacitatea corneand, inflamarea corneei si reginerea fluoresceinei trebuie evaluate separat pentru a
genera o clasd ICE pentru fiecare caracteristicd. Clasele ICE pentru fiecare caracteristicd sunt combinate ulterior pentru
a genera o clasificare a potentialului iritant pentru fiecare substantd de test.

Criterii de decizie

Dupi evaluarea fiecdrei caracteristici, se pot desemna clasele ICE in functie de un interval predeterminat. Interpretarea
grosimii corneene (Tabelul 3), a opacititii (Tabelul 4), si a retentiei de fluoresceind (Tabelul 4) care utilizeazd patru
clase ICE este realizatd in conformitate cu urmitoarele scale:

Tabelul 3

Criteriile de clasificare a ICE pentru grosimea corneand

Inflamarea corneana medie (%) (* Clasa ICE
0 pand la 5 I
>5 pand la 12 I
>12 pand la 18 (> 75 min dupi tratament) I
>12 pand la 18 (< 75 min dupi tratament) 1
> 18 pani la 26 I
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Inflamarea corneani medie (%) (*) Clasa ICE
>26 pand la 32 (> 75 min dupd tratament) 11
>26 pand la 32 (<75 min dupd tratament) v
>32 v

(*) Punctajele pentru inflamarea corneand sunt aplicabile numai dacd grosimea se mdsoard cu un microscop oftalmologic Haag-Streit
BP900 cu dispozitivul de masurare a adancimii nr. I si cu lirgimea fantei setatd la 9%, respectiv egald cu 0,095 mm. Utilizatorii
trebuie sd cunoascd faptul c¢d microscoapele oftalmologice pot produce rezultate diferite ale grosimii corneei dacd largimea fantei
microscopului este diferita.

Tabelul 4

Criteriile de clasificare a ICE pentru opacitate

Punctajul maxim mediu pentru opacitate (*) Clasa ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 Il
1,6-2,5 111
2,6-4,0 \Y

(*) Vezi tabelul 1.

Tabelul 5

Criteriile de clasificare a ICE pentru retentia de fluoresceind

Punctajul mediu al retentiei de fluoresceind la 30 de minute
Clasa ICE
post-tratament (¥)
0,0-0,5 I
0,6-1,5 1l
1,6-2,5 11
2,6-3,0 v

(*) Vezi tabelul 2.

Clasificarea generald a potentialului iritant in vitro pentru o substantd de test este stabilitd prin interpretarea clasificarii
potentialului iritant care corespunde combindrii categoriilor obtinute pentru inflamarea corneand, opacitatea corneani
si retentia de fluoresceind, precum si prin aplicarea schemei prezentate in tabelul 6.

Tabelul 6

Clasificdri generale ale potentialului iritant in vitro

Clasificare Combinatii ale celor 3 caracteristici

Coroziv/Iritant sever 3 xIV

2x1IV, 1 x1II

21V, 1 x 11 (*

2x1IV, 1 x1(¥

Opacitatea corneand > 3 la 30 min (pentru cel putin 2 ochi)
Opacitatea corneand = 4 in orice moment (pentru cel putin 2
ochi)

Detasarea severd a epiteliului (pentru cel putin 1 ochi)

(*) Combinatii a ciror probabilitate de aparitie este mai mici.
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Astfel cum s-a ardtat la punctul 1, dacd substanta de test nu este identificatd drept substantd cu caracter coroziv sau
cu potential iritant sever la nivel ocular, trebuie efectuate testdri suplimentare in scopul clasificarii si etichetdrii.
Metoda de testare ICE are o precizie totald cuprinsa intre 83 % (120/144) si 87 % (134/154), o ratd de rezultate fals
pozitive intre 6 % (7/122) si 8 % (9/116) si o ratd de rezultate fals negative de 41 % (13/32) pand la 50 % (15/30)
pentru identificarea substantelor cu caracter coroziv sau cu potential iritant sever la nivel ocular, prin comparatie cu
datele metodei de testare in vivo pe ochi de iepure clasificate conform sistemelor de clasificare EPA (1), EU (2), sau
GHS (3). Atunci cand din baza de date sunt excluse substante din anumite clase chimice (si anume, alcooli si agenti
tensioactivi) si fizice (si anume, substante solide), precizia metodei ICE raportata la sistemele de clasificare UE, EPA si
GHS este cuprinsa intre 91 % (75/82) si 92 % (69/75), rata de rezultate fals pozitive este cuprinsd intre 5 % (4/73) si
6 % (4/70), iar rata de rezultate fals negative este cuprinsd intre 29 % (2/7) si 33 % (3/9) (4).

Chiar dacd pentru o substantd de test nu se obtine incadrarea in clasa substantelor avind caracter coroziv sau
potential iritant sever, datele ICE pot fi utile in combinatie cu datele de testare obtinute prin testul in vivo pe ochi
de iepure sau printr-o testare in vitro validatd in mod corespunzitor, pentru a evalua in continuare utilitatea si limitele
de aplicare ale metodei de testare ICE in ceea ce priveste identificarea substantelor avand un potential iritant redus si a
celor neiritante (sunt in curs de elaborare linii directoare privind utilizarea metodelor de testare in vitro a toxicitatii
oculare).

Criterii de acceptare a studiului

Un test este considerat acceptabil dacd martorul negativ sau grupul martor solvent/eluent si martorii pozitivi testai in
paralel conduc la o clasificare a caracterului iritant care incadreazd in clasa substantelor neiritante si, respectiv, in clasa
substantelor avand potential iritant sever/coroziv.

Raport de testare

Raportul de testare trebuie si contind urmdtoarele informatii, daci acestea prezintd relevantd pentru desfisurarea
studiului:

Substange testate si de control

Denumire (denumiri) chimicd (chimice), precum denumirea structurald utilizatd de Chemical Abstracts Service (CAS),
urmatd de alte denumiri, dacd se cunosc;

Numdrul de inregistrare (Registry Number -RN) CAS, dacd se cunoaste;

Puritatea si compozitia substantei sau a amestecului [in procent(e) de greutate], in mdsura in care informatia
respectivd este disponibild;

Proprietdti fizico-chimice, precum starea fizicd, pH-ul, stabilitatea, hidrosolubilitatea, utile pentru efectuarea studiului;

Tratamentul substantelor testate/de control inainte de efectuarea testului, dupd caz (de exemplu, incilzire, micinare);

Stabilitate, dacd este cunoscuti.

Informatii referitoare la sponsor si la instalatia de testare

Numele si adresa sponsorului, a instalatiei de testare si a directorului de studiu;

Identificarea sursei ochilor (de exemplu, intreprinderea unde au fost colectati);

Conditiile de depozitare si transport ale ochilor (de exemplu, data si ora colectdrii ochilor, perioada de timp pani la
inceperea testarii);

Daci sunt disponibile, caracteristicile specifice ale animalelor de la care au fost colectati ochii (de exemplu, varsta,
sexul, greutatea animalului donator).

Justificarea metodei de testare si a protocolului utilizat
Integritatea metodei de testare

Procedura utilizatd pentru a asigura integritatea in timp (si anume, precizia si fiabilitatea) a metodei de testare (de
exemplu, testarea periodicd a substantelor de verificare, utilizarea datelor istorice de control negative si pozitive).
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Criteriile pentru un test acceptabil

Dupd caz, intervale pentru martorii etalon acceptabili testati in paralel pe baza datelor istorice.

Conditii de testare

Descrierea sistemului de testare utilizat;

Microscopul oftalmologic utilizat (de exemplu, modelul);

Reglajele instrumentelor pentru microscopul oftalmologic utilizat;

Informatii privind ochii de pui utilizati, inclusiv specificatii privind calitatea acestora;
Detalii privind procedura de testare utilizat,

Concentratia (concentratiile) substantei de test utilizate;

Descrierea tuturor modificarilor procedurii de testare;

Trimiteri la datele istorice ale modelului (de exemplu, martori negativi si pozitivi, substante de verificare, substante
etalon);

Descrierea criteriilor de evaluare folosite;

Rezultate

Descrierea altor efecte observate;
Dupd caz, fotografii ale ochiului;

Discutarea rezultatelor
Concluzie
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Apendicele 1

DEFINITII

Precizie: Gradul de apropiere dintre rezultatele metodei de testare si valorile de referingd acceptate. Aceasta constituie una
dintre caracteristicile de performantd ale metodei de testare si unul dintre aspectele relevantei acesteia. Termenul este
adesea utilizat in paralel cu termenul sinonim ,concordantd”, pentru a desemna proportia de rezultate corecte ale unei
metode de testare.

Substanti etalon: O substantd utilizatd in calitate de standard pentru comparatia cu o substantd de test. O substantd
etalon ar trebui si aibd urmditoarele proprietdti: (i) sursi (surse) compatibild (compatibile) si sigure; (i) asemdndri
structurale si functionale cu clasa de substante care este testatd; (iii) caracteristici fizico-chimice cunoscute; (iv) date de
sustinere privind efectele cunoscute; si (v) influentd cunoscutd in intervalul de rispuns dorit.

Cornee: Regiunea transparentd a partii anterioare a globului ocular care acoperd irisul §i pupila si care permite luminii si
patrundd in interior.

Opacitate corneand: Misurarea gradului de opacitate a corneei dupd expunerea la o substantd de test. Opacitatea
corneand crescutd este un indicator al unei leziuni a corneei.

Inflamare corneand: O mdsurare obiectivd in testul ICE a gradului de dilatare a corneei dupd expunerea la o substantd de
test. Se exprimd sub forma procentuald si se calculeazd pe baza masurdtorilor nivelului de baza al grosimii corneene (pre-
dozd) si ale grosimii inregistrate la intervale regulate dupd expunere la materialul testat prin testul ICE. Gradul de
inflamare corneand este un indicator al unei leziuni a corneei.

Categoria EPA 1: Caracter coroziv (distrugerea ireversibili a tesutului ocular) sau afectare a corneei sau iritatie care
persistd mai mult de 21 de zile (1).

Categoria UE R41: Producerea de leziuni tisulare la ochi sau deteriorarea fizicd gravd a vederii, in urma aplicirii unei
substante de test pe suprafata anterioard a ochiului, care nu sunt complet reversibile intr-un interval de 21 de zile de la
aplicare (2).

Rati de rezultate fals negative: Proportia tuturor substantelor pozitive identificate in mod fals de o metodd de testare ca
fiind negative. Acesta este unul dintre indicatorii de performantd ai metodei de testare.

Rati de rezultate fals pozitive: Proportia tuturor substantelor negative identificate in mod fals de o metodd de testare ca
fiind pozitive. Acesta este unul dintre indicatorii de performantd ai metodei de testare.

Retentie de fluoresceind: O misurare subiectivd in cadrul testului ICE a gradului in care fluoresceina de sodiu este
retinutd de celulele epiteliale din cornee dupd expunerea la o substantd de test. Gradul de retentie a fluoresceinei este un
indicator al unei leziuni la nivelul epiteliului cornean.

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals - Sistemul global armonizat de
clasificare si etichetare a substantelor chimice): Un sistem care propune clasificarea substantelor chimice (substante si
amestecuri) in functie de tipuri si niveluri standardizate de riscuri fizice, riscuri pentru sdndtate si riscuri pentru mediu, si
care elaboreazd elemente de comunicare corespunzitoare, de exemplu pictograme, cuvinte de avertizare, fraze de pericol,
fraze de securitate si fise tehnice de sigurantd, pentru a transmite informatii privind efectele adverse ale acestora, in scopul
protejarii populatiei (inclusiv a angajatorilor, a lucritorilor, a transportatorilor, a consumatorilor si a serviciilor de urgentd)
si a mediului (3).

Categoria HS 1: Producerea de leziuni tisulare la ochi sau deteriorarea fizicd gravd a vederii, in urma aplicdrii unei
substante de test pe suprafata anterioard a ochiului, care nu sunt complet reversibile intr-un interval de 21 de zile de la
aplicare (3).

Risc: Proprietate intrinsecd a unui agent sau a unei situatii care are potentialul de a produce efecte adverse atunci cand un
organism, sistem sau (sub)populatie este expusi la agentul respectiv.
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Martor negativ: O proba replici netratatd care contine toate componentele sistemului testat. Aceastd probi este analizatd
impreund cu probele tratate cu substantd de test i cu alte probe martor pentru a determina dacd solventul interactioneaza
cu sistemul testat.

Substanti neiritant: Substante care nu sunt incadrate in categoriile EPA 1, II, sau III, in categoriile UE R41 sau R36; sau
in categoria GHS 1, 2A, sau 2B de iritanti oculari (1)(2)(3).

Substanti avand un caracter coroziv la nivel ocular: (a) Substantd care provoaci leziuni tisulare ireversibile la nivelul
ochiului; (b) Substante care sunt incadrate in categoria GHS 1, categoria EPA I sau categoria UE R41 de iritanti oculari (1)

@ 6).

Iritant ocular: (a) Substantd care produce o modificare reversibild la nivelul ochiului dupd aplicarea pe suprafata
anterioard a ochiului; (b) Substante care sunt incadrate in categoria EPA II sau III, categoria UE R36 sau categoria
GHS 1, 2A, sau 2B de iritanti oculari (1)(2)(3).

Substantd cu potential iritant sever: (a) O substantd care provoacd lezarea tisulard la nivelul ochiului dupd aplicarea pe
suprafata anterioard a ochiului, care nu este reversibild dupd 21 de zile de la aplicare sau care provoacd o slabire fizici
severd a vederii; (b) Substante care sunt incadrate in categoria GHS 1, categoria EPA I sau categoria UE R41 de iritanti
oculari (1) (2) (3).

Controlul pozitiv: O probi replici continind toate componentele sistemului testat si care a fost tratatd cu o substantd

cunoscutd pentru faptul cd provoacd o reactie pozitivd. Pentru a asigura posibilitatea evaludrii variabilititii in timp a
reactiei martorului pozitiv, amplitudinea reactiei severe nu trebuie sd fie excesiv de mare.

Fiabilitate: Masura in care o metoda de testare poate fi reprodusi in timp, in acelasi laborator sau in laboratoare diferite,

Microscop oftalmologic: Instrument utilizat pentru a examina direct ochiul, sub puterea de mdrire a unui microscop
binocular, prin crearea unei imagini stereoscopice, drepte. in cazul metodei de testare ICE, acest instrument este utilizat
pentru a vizualiza structurile anterioare ale ochiului de pui si pentru a misura in mod obiectiv grosimea corneand cu
ajutorul unui dispozitiv atasat de mdsurare a grosimii.

Martor solvent/eluent: O probd netratatd care contine toate componentele sistemului testat, inclusiv solventul sau
eluentul, care este analizatd impreund cu probele tratate cu substantd de test si cu alte probe martor pentru a stabili
nivelul de bazd al reactiei pentru probele tratate cu substanta de test dizolvati in acelasi solvent sau eluent. In plus, atunci
cand este testatd in paralel cu un martor negativ, aceastd probd indici dacd solventul sau eluentul interactioneazd cu
sistemul testat.

Testare secventiald: O strategie de testare in trepte in cadrul cireia sunt revizuite toate informatiile existente privind o
substantd de test, intr-o anumitd ordine, utilizdnd un proces de evaluare a fortei probante in fiecare etapd pentru a
determina dacd sunt disponibile suficiente informatii pentru o decizie privind clasificarea riscului, inainte de a trece la
etapa urmdtoare. Dacd potentialul iritant al unei substante de test poate fi apreciat pe baza informatiilor existente, nu este
necesard o testare suplimentard. Dacd potentialul iritant al unei substante de test nu poate fi apreciat pe baza informatiilor
existente, se executd o procedurd de testare secventiald pe animale pand in momentul in care se poate face o clasificare
lipsitd de echivoc.

Metodd de testare validati: Metodd de testare in legiturd cu care studiile de validare au fost incheiate in scopul
determindrii relevantei (inclusiv precizia) si a fiabilititii pentru un anumit scop. Este important de semnalat cd este
posibil ca performantele unei metode de testare validate sd nu fie suficiente din punct de vedere al preciziei si fiabilitatii
incat aceasta si fie consideratd acceptabild pentru scopul propus.

Forta probanti: Procesul prin care se iau in considerare punctele tari si punctele slabe ale unor informatii diverse pentru
a ajunge la o concluzie in ceea ce priveste riscul potential al unei substante si a sustine concluzia respectiva.
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Apendicele 2

SUBSTANTELE CHIMICE DE VERIFICARE PENTRU METODA DE TESTARE ICE

Inainte de utilizarea sistematici a unei metode de testare conforme cu prezenta metodd de testare, este posibil ca
laboratoarele si doreascd si isi demonstreze performantele tehnice prin identificarea corectd a clasificdrii caracterului
coroziv pentru cele 10 substante recomandate in tabelul 1. Aceste substante au fost selectate pentru a reprezenta
intervalul de reactii pentru iritatia/coroziunea locald la nivelul ochilor, care se bazeazd pe rezultatele testului in vivo pe
ochi de iepure (TG 405) (si anume, categoriile 1, 2A, 2B, sau neclasificat si etichetat in conformitate cu GHS al Natiunilor
Unite) (3) (7). Totusi, tindnd cont de utilitatea validatd a acestor analize (si anume, in scopul de a identifica numai
substantele care au caracter coroziv/potential iritant sever la nivel ocular), existd numai doud rezultate ale testelor destinate
clasificdrii (coroziv/iritant sever sau necoroziv/fird potential iritant sever) pentru a demonstra performantele. Alte criterii
de selectie au fost ca substantele si fie disponibile comercial, sd fie disponibile informatii de referintd in vivo de calitate
superioard §i s existe date de calitate furnizate de doud metode in vitro pentru indicatiile orientative de testare care se
elaboreazd. Din acest motiv, substantele iritante au fost selectate din lista recomandatd a ICCVAM care cuprinde 122
substante de referintd pentru validarea metodelor de testare in vitro a toxicitatii oculare (a se vedea Apendicele H: Lista
substantelor de referintd recomandate ICCVAM) (4). Informatiile de referintd sunt disponibile in documentele ICCVAM de
trecere in revistd a cadrului general pentru metodele de testare BCOP si ICE (18) (19).

Tabelul 1

Substante recomandate pentru a demonstra performantele tehnice prin metoda ICE

Substanti CAS RN Clasa chimica () | Formi fizica Claiiigf‘g)e in Clasificare in vitro ()
Clorurd de benzal- | 8001-54-5 | Compus de tip Lichid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
coniu (5 %) onium
Clorhexidind 55-56-1 Amind, Solid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever

amidind
Acid dibenzoil-L- |  2743-38-6 Acid Solid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
tartric carboxilic,

ester

Imidazol 288-32-4 Heterociclu Solid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
Acid tricloracetic 76-03-9 Acid Lichid Categoria 1 Coroziv/Iritant sever
(30 %) carboxilic
Clorurd de 2,6-diclor- | 4659-45-4 | Halogenurd de Lichid Categoria 2A | Necoroziv[Fird potential
benzoil acil iritant sever
Etil-2-metil-acetoace- 609-14-3 Cetond, ester Lichid Categoria 2B | Necoroziv/Fird potential
tat iritant sever
Azotat de amoniu 6484-52-2 Sare anor- Solid Categoria 2A | Necoroziv/Fard potential

ganicd iritant sever
Glicerol 56-81-5 Alcool Lichid Neetichetat Necoroziv/Fird potential

iritant sever

n-Hexan 110-54-3 Hidrocarburd Lichid Neetichetat Necoroziv[Fird potential

(aciclicd) iritant sever

Prescurtdri: Nr. CASRN = Numdr de inregistrare al Chemical Abstracts Service.

(") Clasele chimice sunt desemnate pentru fiecare substantd de test prin utilizarea unei scheme de clasificare standard, pe baza sistemului de
clasificare al National Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) (disponibil la http//www.nlm.nih.gov/mesh).

(%) Pe baza rezultatelor furnizate de testul in vivo pe ochi de iepure (OCDE TG 405) si prin utilizarea GHS a Natiunilor Unite (3) (7).

(}) Pe baza rezultatelor obtinute prin analizele BCOP si ICE.
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Apendicele 3

Scheme ale aparatului de suprafuziune ICE si ale clemelor pentru ochi

[A se vedea Burton et al. (17) pentru descrieri generice suplimentare ale aparatului de suprafuziune si ale clemelor pentru ochi]

SUPORT OCHI

DESCRIERE
1 EVACUARE APA CALDA
2 USA GLISANTA
3 APARAT DE SUPRAFUZIUNE
4 INSTRUMENT DE MASURARE OPTICA
5 ADMISIE APA CALDA
6 SOLUTIE SALINA
7 APA CALDA
8 ADMISIE SOLUTIE SALINA
9 COMPARTIMENT
10 SUPORT OCHI
11 OCHI DE PUI
12 EVACUARE SOLUTIE SALINA
13 SURUB FIXARE
14 BRAT SUPERIOR AJUSTABIL
15 BRAT INFERIOR FIX”




