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REGULAMENTO (UE) N.° 1152/2010 DA COMISSAO
de 8 de Dezembro de 2010

que altera, tendo em vista a adaptagio ao progresso técnico, o Regulamento (CE) n.° 440/2008 que

estabelece métodos de ensaio nos termos do Regulamento (CE) n.° 1907/2006 do Parlamento

Europeu e do Conselho relativo ao registo, avaliagio, autorizacio e restrigio dos produtos
quimicos (REACH)

(Texto relevante para efeitos do EEE)

A COMISSAO EUROPEIA,

Tendo em conta o Tratado sobre o Funcionamento da Unido
Europeia,

Tendo em conta o Regulamento (CE) n.° 1907/2006 do Parla-
mento Europeu e do Conselho, de 18 de Dezembro de 2006,
relativo ao registo, avaliagdo, autorizagdo e restricio dos produ-
tos quimicos (REACH), que cria a Agéncia Europeia dos Produ-
tos Quimicos, que altera a Directiva 1999/45/CE e revoga o
Regulamento (CEE) n.° 793/93 do Conselho e o Regulamento
(CE) n° 1488/94 da Comissio, bem como a Directiva
76/769/CEE do Conselho e as Directivas 91/155/CEE,
93/67|CEE, 93/105/CE e 2000/21/CE da Comissédo ('), nomea-
damente o artigo 13.°, n.° 3,

Considerando o seguinte:

(1) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 da Comissdo (?) esta-
belece os métodos de ensaio a aplicar para os fins do
Regulamento (CE) n.° 1907/2006 com vista a determi-
nacdo das propriedades fisico-quimicas, da toxicidade e
da ecotoxicidade das substancias.

(20 A fim de reduzir o nimero de animais utilizados para
fins experimentais, em conformidade com a Directiva
86/609/CEE do Conselho, de 24 de Novembro de 1986,
relativa a aproximagdo das disposi¢des legislativas, regu-

lamentares e administrativas dos Estados-Membros res-
peitantes a protec¢do dos animais utilizados para fins
experimentais e outros fins cientificos (}), é necessario
actualizar o Regulamento (CE) n.° 440/2008 aditando,
com cardcter prioritdrio, dois novos métodos de ensaio
in vitro de irritagdo ocular adoptados recentemente pela
OCDE. Consultaram-se as partes interessadas sobre o
presente projecto.

(3) O Regulamento (CE) n.° 440/2008 deve, portanto, ser
alterado em conformidade.

(4)  As medidas previstas no presente regulamento estdo em
conformidade com o parecer do comité instituido pelo
artigo 133.° do Regulamento (CE) n.° 1907/2006,

ADOPTOU O PRESENTE REGULAMENTO:
Artigo 1.°

Sdo aditados ao anexo, parte B, do Regulamento (CE)
n.° 440/2008 os capitulos B.47 e B.48 constantes do anexo
do presente regulamento.

Artigo 2.°

O presente regulamento entra em vigor no terceiro dia seguinte
ao da sua publicagdo no Jornal Oficial da Unido Europeia.

O presente regulamento ¢ obrigatério em todos os seus elementos e directamente aplicavel em

todos os Estados-Membros.

Feito em Bruxelas, em 8 de Dezembro de 2010.

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

Pela Comissdo
O Presidente
José Manuel BARROSO

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

«B.47 METODO DE ENSAIO DE OPACIDADE E PERMEABILIDADE DA CORNEA EM BOVINOS PARA IDEN-

TIFICACAO DE SUBSTANCIAS QUE PRODUZAM CORROSAO OU FORTE IRRITACAO OCULAR
INTRODUCAO

. O método de ensaio de opacidade e permeabilidade da cérnea em bovinos (BCOP) é um método in vitro que, em

determinadas circunstancias e dentro de certos limites, pode ser utilizado para atribuir a substancias e misturas a
classificacdo de “substancia corrosiva ou fortemente irritante ocular” (1) (2) (3). Para efeitos do presente método,
considera-se “substdncia fortemente irritante” uma substancia irritante que induz no coelho lesdes oculares que
permanecem durante pelo menos 21 dias apds a aplicagio. Embora ndo esteja validado para substituir completa-
mente o ensaio ocular in vivo no coelho, recomenda-se a integracio do método BCOP numa estratégia de ensaio por
etapas para a classificagdo e rotulagem regulamentares, dentro do dominio de aplicabilidade especificado (4) (5). Sem
necessidade de ensaios complementares no coelho, pode atribuir-se as substincias e misturas em estudo (6) a
classificacdo de substancia corrosiva ou fortemente irritante ocular. Uma substancia que dé resultado negativo terd
de ser ensaiada no coelho pela estratégia de ensaio sequencial descrita no Test Guideline 405 da OCDE (7) (capitulo
B.5 do presente anexo).

. Pretende-se na descricdo deste método de ensaio explicar o processo utilizado para avaliar o potencial de corrosio ou

forte irritagdo ocular de uma substincia, medido pela sua capacidade de indugdo de opacidade e de aumento de
permeabilidade em cérneas de bovino isoladas. Medem-se os efeitos toxicos na cérnea do seguinte modo: i) reducio
da transmissdo de luz (opacidade) e ii) aumento da passagem do corante fluoresceina sédica (permeabilidade).
Combinam-se os resultados das determinagdes de opacidade e de permeabilidade da cornea apds exposicdo a subs-
tancia em estudo, de modo a obter a pontuacio de irritacdo in vitro (IVIS) correspondente, que é utilizada para
classificar o nivel de irritagdo causado pela substincia.

. Também foram ensaiados pelo método BCOP substancias irritantes oculares indutoras de lesdes que desaparecem em

menos de 21 dias, assim como substincias ndo-irritantes. A exactiddo e a fiabilidade do método BCOP nio foram,
porém, formalmente avaliadas na aplicacdo do método a substancias destas categorias.

. Estabelecem-se defini¢des no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

. Este método de ensaio baseia-se no protocolo do método BCOP do ICCVAM (Interagency Coordinating Committee

on the Validation of Alternative Methods) (8), que foi elaborado no seguimento de um estudo de validagio inter-
nacional (4) (5) (9) e contou com contributos do ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative
Methods) e do JaCVAM (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods). O protocolo baseia-se na
informacdo obtida do Institute for In Vitro Sciences (IIVS) e no Protocolo 124 do INVITTOX (10), utilizado no
estudo de prevalidagdo do ensaio BCOP que foi efectuado em 1997-1998 com o patrocinio da Comunidade
Europeia. Ambos os protocolos se baseiam na metodologia de ensaio BCOP, descrita pela primeira vez por Gaut-
heron et al. (11).

. As limitacdes identificadas deste método de ensaio decorrem das elevadas taxas de falsos positivos no caso dos

dlcoois e das cetonas e da elevada taxa de falsos negativos no caso dos sélidos, observadas na base de dados de
validagdo (ver o ponto 44) (5). Excluindo da base de dados as substincias dessas classes fisico-quimicas, aumenta
substancialmente a exactiddio do método BCOP nos sistemas de classificacgio UE, EPA e GHS (5). Atendendo aos
objectivos do ensaio (apenas a identificagdo de substancias corrosivas/fortemente irritantes oculares), a taxa de falsos
negativos ndo é um aspecto critico, pois as substancias seriam a seguir ensaiadas no coelho ou por outros métodos in
vitro adequadamente validados, conforme as disposi¢des regulamentares, por recurso a uma estratégia de ensaio
sequencial baseada na ponderacio da suficiéncia da prova. Acresce que a base de dados de validagio actualmente
disponivel ndo permite uma avaliagdo adequada de algumas classes quimicas ou classes de produtos (por exemplo,
misturas). Os investigadores podem, no entanto, ponderar o recurso a este método para todos os tipos de matérias
(incluindo misturas), aceitando um resultado positivo como um indicio de reac¢do corrosiva ou fortemente irritante
ocular. Porém, os resultados positivos obtidos no caso de dlcoois ou cetonas devem ser interpretados com cautela,
devido ao risco de ndo serem efectivamente positivos em todos os casos que o indiciem.

. Na manipulagdo de olhos e corneas de bovino devem seguir-se as regras e procedimentos estabelecidos no labora-

tério para a manipulacdo de matérias de origem animal (tecidos, fluidos bioldgicos, etc.). Recomenda-se a aplicacdo
das precaugdes gerais inerentes a pratica laboratorial (12).

. Uma limitacdo deste método de ensaio é o facto de que, embora tenha em conta alguns efeitos oculares avaliados

pelo método de ensaio da irritagdo ocular no coelho e, em certa medida, a gravidade desses efeitos, ndo tem em
conta as lesdes na conjuntiva ou na iris. Por outro lado, embora a reversibilidade das lesdes da crnea ndo possa ser
avaliada per se no ensaio BCOP, foi proposta, com base em estudos oculares no coelho, a possibilidade de se recorrer
a avaliagdo da profundidade inicial da lesdo da cornea para estabelecer uma distingdo entre efeitos reversiveis e efeitos
irreversiveis (13). Finalmente, o método BCOP ndo permite avaliar o potencial de toxicidade sistémica associado a
exposi¢do ocular.
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. Prosseguem os trabalhos com vista & melhor caracterizagdo da utilidade e das limitacdes do ensaio BCOP na

identificagdo de matérias ndo fortemente irritantes ou ndo-irritantes (ver também o ponto 45). Incentiva-se os
utilizadores do método a fornecerem espécimes efou dados a organizagdes de validagdo, para que seja avaliada
formalmente a possibilidade de outras utilizacdes futuras do método BCOP, designadamente na identificacdo de
matérias ndo fortemente irritantes e de matérias ndo-irritantes.

Os laboratérios que comecem a utilizar este ensaio devem recorrer as substincias quimicas para demonstracio de
competéncia técnica recomendadas no apéndice 2. Antes de apresentarem dados obtidos pelo método BCOP para
efeitos da classificagdo regulamentar de perigosidade, os laboratérios podem recorrer as referidas substancias para
demonstrar a sua competéncia técnica na execucdo deste método.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

O método BCOP assenta num modelo organotipico de manutengdo in vitro das fungdes fisioldgicas e bioquimicas
normais da cérnea de bovino por um periodo curto. Neste método de ensaio, as lesdes provocadas pela substancia
em estudo sdo avaliadas por meio de medicdes quantitativas, respectivamente com um opacimetro € um espec-
trofotémetro de luz visivel, das alteracdes de opacidade e permeabilidade da cérnea. Ambas as medigdes sdo
utilizadas para calcular uma IVIS, com base na qual se atribui uma categoria de classificacdo de perigo de irritacdo
in vitro, utilizada como previsio do potencial de irritagdo ocular in vivo da substincia em estudo (ver Critérios de
decisdo).

O método BCOP utiliza crneas retiradas de olhos de bovinos acabados de abater. Determina-se quantitativamente a
opacidade da cérnea medindo a quantidade de luz transmitida através da mesma. Determina-se quantitativamente a
permeabilidade da cérnea medindo a quantidade do corante fluoresceina sédica, detectada no meio de ensaio da
camara posterior, que atravessa totalmente a cérnea. Aplicam-se as substancias em estudo na superficie epitelial da
cérnea introduzindo-as na camara anterior do suporte de cornea. Figura no apéndice 3 uma descri¢do e um diagrama
de um suporte de cérnea utilizado no método BCOP. Os suportes de cornea podem ser adquiridos no comércio, de
origens diversas, ou podem ser construidos.

Origem e idade dos olhos de bovino e seleccio da espécie animal

O gado enviado para os matadouros é normalmente abatido para consumo humano ou outras utilizagdes comerciais.
S6 podem ser utilizados na colheita de c6rneas para o método BCOP animais saudédveis considerados adequados para
entrarem na cadeia alimentar humana. Dado que o peso dos bovinos é muito varidvel, consoante a raga, a idade ¢ o
sexo, ndo é recomendado qualquer peso do animal no momento do abate.

As corneas podem apresentar variagdes dimensionais devido a utilizagdo de animais de idades diversas. As corneas de
bovinos com mais de oito anos tém geralmente um eixo horizontal superior a 30,5 mm e espessura central (CCT)
> 1100 pm; de bovinos com menos de cinco anos, tém geralmente um eixo horizontal inferior a 28,5 mm e CCT
< 900 pm (14). Por essa razdo, ndo sdo habitualmente utilizados olhos de bovinos com mais de 60 meses.
Normalmente também néo se utilizam olhos de bovinos com menos de doze meses, dado que os olhos se encontram
ainda em desenvolvimento e a espessura e o didmetro da cérnea sdo bastante inferiores aos registados para olhos de
gado adulto. Porém, admite-se a utilizacdo de cérneas de animais jovens (6 a 12 meses de idade), por haver algumas
vantagens, como maior facilidade de obtencdo, um intervalo etdrio estreito e menor perigo de exposi¢do potencial
dos trabalhadores a encefalopatia espongiforme bovina (BSE) (15). Dado que seria 1til avaliar melhor o efeito da
dimensdo ou espessura da cérnea na reaccdo a substincias corrosivas ou irritantes, incentivam-se os utilizadores a
indicarem a idade efou o peso estimados dos animais de origem das corneas utilizadas no estudo.

Colheita e transporte dos olhos para o laboratério

A colheita dos olhos ¢é efectuada por empregados do matadouro. Para minimizar lesdes mecénicas ou outros danos
aos olhos, estes devem ser retirados das orbitas o mais rapidamente possivel depois da morte. Para evitar que os
olhos sejam expostos a substancias potencialmente irritantes, os empregados do matadouro nio devem utilizar
detergentes na lavagem da cabeca do animal.

Utilizando um recipiente de tamanho adequado, mergulham-se os olhos completamente em solugdo HBSS (Hanks’
Balanced Salt Solution) e transportam-se para o laboratério de uma maneira que minimize a deterioracio e a
contaminacdo bacteriana. Como sdo colhidos durante o processo de abate, os olhos podem ser expostos a sangue
e outras substancias bioldgicas, incluindo bactérias e outros microrganismos. Importa, pois, minimizar o risco de
contaminacdo (por exemplo, mantendo o recipiente dos olhos em gelo fundente, adicionando antibidticos — tais
como penicilina a 100 Ul/ml e estreptomicina a 100 mg/ml — ao HBSS utilizado para mergulhar os olhos durante o
transporte).

O intervalo entre a colheita dos olhos e a utilizagdo das cérneas no método BCOP deve ser minimo (normalmente os
olhos devem ser colhidos e utilizados no mesmo dia) ¢ ndo deve, comprovadamente, comprometer os resultados do
ensaio. Os resultados dos ensaios estio relacionados com os critérios de selecgdo dos olhos e com as reacgdes as
amostras de controlo positivas e negativas. Os olhos utilizados num ensaio devem ser todos do mesmo grupo de
colheita num determinado dia.
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Critérios de seleccdo dos olhos utilizados no método BCOP

Uma vez chegados ao laboratdrio, examinam-se cuidadosamente os olhos para detectar eventuais defeitos, nomea-
damente aumento de opacidade, escoriagdes e neovascularizacdo. S6 podem ser utilizadas cérneas de olhos sem estes
defeitos.

Também se avalia a qualidade da cérnea em fases posteriores do ensaio. Descartam-se as cOrneas que, apés um
periodo inicial de uma hora para estabelecimento do equilibrio, apresentem opacidade superior a sete unidades
(NOTA: calibrar o opacimetro com os padrdes de opacidade utilizados para estabelecer as unidades de opacidade
— ver o apéndice 3).

Cada grupo de tratamento (substincia em estudo e amostras de controlo positivas e negativas correspondentes) ¢
constituido por um minimo de trés olhos. Utilizam-se trés cérneas para amostras de controlo negativas de cérnea no
ensaio BCOP. Como as cdrneas sdo excisadas do globo ocular e colocadas nas cimaras, hd potencial para a formacio
de artefactos resultantes da manipulacdo, com incidéncia nos valores individuais de opacidade e permeabilidade da
cornea (incluindo as amostras de controlo negativas). Os valores de opacidade e permeabilidade das cdrneas das
amostras de controlo negativas sio utilizados para corrigir os valores de opacidade e permeabilidade da cérnea da
matéria em estudo e das amostras tratadas para controlo positivo utilizados no célculo da IVIS.

PROCEDIMENTO
Preparacdo dos olhos

Dissecam-se cOrneas sem defeitos, deixando uma orla de 2-3 mm de esclerdtica, para facilitar o manuseamento, e
tomando as precaugdes necessdrias para ndo danificar o epitélio e o endotélio da cérnea. Coloca-se cada cérnea num
suporte especialmente desenhado, constituido por um compartimento anterior e um compartimento posterior. O
primeiro estabelece uma interface com a superficie epitelial da cérnea; o segundo, com a superficie endotelial da
mesma. Enchem-se as duas camaras, até transbordar, com Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM), previamente
aquecido, comecando pela camara posterior e evitando a formacdo de bolhas. Coloca-se em seguida a dispositivo a
temperatura de 32 # 1 °C durante uma hora, para que as cdrneas fiquem em equilibrio com o meio e, tanto quanto
possivel, readquiram a sua actividade metabélica normal (a temperatura aproximada da superficie da cdrnea in vivo é
de 32°0).

Depois de terminado o perfodo previsto para se atingir o equilibrio, adiciona-se EMEM fresco pré-aquecido a ambas
as camaras e efectua-se a leitura da linha de base de opacidade para cada cdrnea. Descartam-se as corneas que
evidenciem lesdes macroscopicas dos tecidos (por exemplo, escoriagdes, pigmentacdo ou neovascularizacio) ou
opacidade superior a 7 unidades. Calcula-se a opacidade média de todas as cdrneas equilibradas. Seleccionam-se
para cérneas de controlo negativas (ou de controlo do solvente) pelo menos trés corneas cujo valor de opacidade
seja proximo do valor da mediana de todas as corneas. Distribuem-se a seguir as crneas restantes em dois grupos:
cérneas a submeter ao tratamento e cérneas de controlo positivas.

Dado que a sua capacidade calorifica é superior a do ar, a dgua oferece condi¢des de temperatura mais estdveis para
incubacdo. Recomenda-se, portanto, a utilizacio de um banho-maria para manter o suporte de cornea e o seu
contetdo a 32 £ 1 °C. Admite-se, porém, a utilizacio de incubadores a ar, tomando as precaugdes necessirias para
manter a temperatura estdvel (por exemplo, aquecendo previamente os suportes ¢ 0 meio de ensaio).

Aplicacio da substincia em estudo

Utiliza-se um protocolo de tratamento para liquidos e matérias tensioactivas (solidas ou liquidas) e outro para sélidos
ndo-tensioactivos.

Os liquidos sdo ensaiados sem dilui¢do; as matérias tensioactivas sdo ensaiadas a concentracdo de 10 % (m/v) numa
solugdo a 0,9 % de cloreto de s6dio, em dgua destilada ou noutro solvente comprovadamente sem efeitos adversos no
sistema de ensaio. Os semi-sélidos, cremes e ceras sio normalmente ensaiados como se fossem liquidos. £ necessério
justificar convenientemente o recurso a outra dilui¢do. Expdem-se as cOrneas aos liquidos e matérias tensioactivas
durante 10 minutos. Se forem utilizados tempos de exposicdo diferentes, serd necessdrio justifici-lo em termos
cientificos.

Os sélidos ndo-tensioactivos sio normalmente ensaiados em solucdo ou suspensdo, a concentragdo de 20 %, numa
solucdo a 0,9 % de cloreto de sédio, em dgua destilada ou noutro solvente comprovadamente sem efeitos adversos no
sistema de ensaio. Em determinadas circunstancias e mediante justificagdo cientifica adequada, também pode ensaiar-
-se um solido tal e qual, por aplicacdo directa na superficie da cérnea pelo método da cdmara aberta (ponto 29).
Expdem-se as cOrneas aos sdlidos durante quatro horas, mas, tal como no caso dos liquidos e dos produtos
tensioactivos, podem utilizar-se tempos de exposi¢do diferentes, que serd necessdrio justificar em termos cientificos.

Podem utilizar-se diversos métodos de tratamento, consoante a natureza fisica e as caracteristicas quimicas (sélidos,
liquidos, liquidos viscosos ou nao-viscosos, etc.) da substancia em estudo. O aspecto critico é garantir que a subs-
tancia cobre adequadamente a superficie epitelial e é adequadamente removida na fase de lavagem. Utiliza-se
normalmente um método de camara fechada para o ensaio de liquidos ndo-viscosos ou ligeiramente viscosos e
um método de cdmara aberta para o ensaio de liquidos semi-viscosos ou viscosos, bem como para sélidos tal e qual.
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No método da camara fechada, introduz-se na camara anterior, através dos orificios de dosagem existentes na parte
de cima desta, uma quantidade de substancia em estudo suficiente para cobrir a superficie epitelial da cornea (750 pl),
fechando em seguida os orificios com as tampas respectivas durante a exposicdo. E importante que cada cérnea seja
exposta a substancia em estudo durante o perfodo adequado.

No método da camara aberta, removem-se antes do tratamento a janela de vidro e o anel de fixacdo da janela da
camara anterior. Com uma micropipeta, aplica-se a substincia em estudo ou de controlo directamente na superficie
epitelial da cérnea (750 pl ou um volume de substancia em estudo suficiente para cobrir completamente a cdrnea).
Se for dificil pipetar a substancia em estudo, pode introduzir-se esta sob pressio numa pipeta volumétrica, para
facilitar a dosagem. Para que a matéria em causa possa ser introduzida sob pressdo na ponta da pipeta volumétrica,
insere-se esta ponta na ponta da seringa. Pressiona-se o émbolo da seringa e, simultaneamente, puxa-se o pistio da
pipeta para cima. Se se formarem bolhas de ar na ponta da pipeta, remove-se (expulsa-se) a matéria em estudo e
repete-se 0 processo, até a ponta da pipeta ficar cheia sem bolhas de ar. Se necessério, pode utilizar-se uma seringa
normal (sem agulha), pois permite medir um volume exacto da substancia em estudo e facilita a aplicagdo na
superficie epitelial da cérnea. Depois da dosagem, recoloca-se a janela de vidro na cimara anterior, para recriar
um sistema fechado.

Incubacio apés a exposicio

Apbs o periodo de exposicdo, removem-se da camara anterior a substancia em estudo, a amostra de controlo
negativa ou a substancia de controlo positiva e lava-se o epitélio pelo menos trés vezes (ou até deixar de se ver
substancia em estudo) utilizando EMEM com vermelho de fenol. Utiliza-se na lavagem meio de ensaio com vermelho
de fenol porque pode seguir-se a evolugdo cromdtica do vermelho de fenol para determinar a eficdcia de lavagem de
matérias dcidas ou alcalinas. Lavam-se as corneas mais de trés vezes se a cor do vermelho de fenol continuar alterada
(amarelo ou purpura) ou a substancia em estudo ainda for visivel. Quando o meio jd ndo contiver a substincia em
estudo, lavam-se as corneas uma dltima vez utilizando EMEM sem vermelho de fenol, para garantir a remogdo deste
dltimo da camara anterior antes da medigdo de opacidade. Volta entdo a encher-se a camara anterior com EMEM
fresco sem vermelho de fenol.

No caso dos liquidos ou das matérias tensioactivas, apds a lavagem, incubam-se as cérneas durante mais duas horas a
32 1 °C. Em determinadas circunstancias, pode ser util um tempo de incubagdo mais longo depois da exposi¢do, a
ponderar caso a caso. As cOrneas tratadas com sélidos sdo bem lavadas no final do periodo de exposi¢do de quatro
horas, mas ndo é necessaria incubagio suplementar.

Regista-se a opacidade e permeabilidade de cada cérnea logo que terminar o periodo de incubacio apds a exposicio,
no caso dos liquidos e das matérias tensioactivas, ou o periodo de exposicdo de quatro horas, no caso dos solidos
ndo-tensioactivos. Examina-se ainda visualmente cada cérnea e registam-se as observagdes pertinentes (descamagio de
tecidos, residuos da substancia em estudo, perfil de opacidade ndo-uniforme, etc.). Estas observacdes podem ser
importantes, pois sdo passiveis de se traduzirem em variagdes nas leituras do opacimetro.

Substincias de controlo

Incluem-se em cada ensaio amostras de controlo positivas e negativas (ou do solventefveiculo) correspondentes.

Ao ensaiar pelo método BCOP substancias liquidas a 100 %, utiliza-se uma amostra de controlo negativa corres-
pondente (por exemplo, solugdo a 0,9 % de cloreto de sédio ou dgua destilada), para possibilitar a detecdo de
alteracdes inespecificas do sistema de ensaio e estabelecer uma linha de base para os pardmetros a determinar no
ensaio. Essa amostra de controlo visa igualmente evitar que as condi¢des do ensaio provoquem, inadequadamente,
uma reaccdo de irritagdo.

Ao ensaiar liquidos, matérias tensioactivas ou sélidos diluidos, inclui-se no método BCOP um grupo correspondente
de amostras de controlo do veiculo/solvente, para possibilitar a detec¢do de alteracdes inespecificas do sistema de
ensaio e estabelecer uma linha de base para os pardmetros a determinar no ensaio. S6 podem utilizar-se solventes/
[veiculos que, comprovadamente, ndo tenham efeitos adversos no sistema de ensaio.

Para verificar se é induzida uma reac¢do apropriada, inclui-se em cada ensaio uma substincia irritante ocular
conhecida, para servir de amostra de controlo positiva correspondente. Como o ensaio BCOP é utilizado neste
método de ensaio para identificar substincias corrosivas ou fortemente irritantes, idealmente a amostra de controlo
positiva deverd ser uma substincia de referéncia que induza uma reacgdo forte ao aplicar-se-lhe o método. Porém,
para que possa determinar-se a variabilidade no tempo da reacgdo a referida amostra de controlo positiva, a reac¢io
de irritagdo ndo deve ser excessivamente forte.

Podem ser utilizadas como amostras de controlo positivas para substancias em estudo liquidas, por exemplo,
dimetilformamida ou solucdo a 1% de hidréxido de sédio. Como amostra de controlo positiva para substancias
em estudo sélidas pode ser utilizada, por exemplo, solugdo a 0,9 % de cloreto de sédio.
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45.

As substancias de referéncia sdo tteis para avaliar o potencial de irritagdo ocular de produtos quimicos desconhecidos
de uma determinada classe quimica, ou classe de produtos, ou para avaliar o potencial de irritagdo relativo de uma
substancia irritante ocular numa determinada gama de reac¢des de irritacdo.

Parimetros medidos

Determina-se a opacidade com base na quantidade de luz transmitida através da cdrnea. Determina-se quantitativa-
mente a opacidade da cérnea medindo-a com um opacimetro numa escala continua de valores de opacidade.

Determina-se a permeabilidade com base na quantidade do corante fluoresceina sédica que penetra em todas as
camadas celulares da cdrnea (ou seja, desde o epitélio da superficie exterior da cérnea até ao endotélio da superficie
interior da mesma). Coloca-se 1 ml de solucdo de fluoresceina sddica (4 ou 5 mg/ml, consoante se ensaiem liquidos
ou matérias tensioactivas, por um lado, ou sélidos nio-tensioactivos, por outro) na cdmara anterior do suporte de
cornea, que estabelece uma interface com a superficie epitelial da cérnea. Enche-se com EMEM fresco a cimara
posterior, que estabelece uma interface com a superficie endotelial da cérnea. Incuba-se a seguir o suporte, em
posi¢do horizontal, durante 90+5 minutos, a 32+1 °C. Determina-se quantitativamente, por espectrofotometria UV/
[VIS, a quantidade de fluoresceina sddica que atravessa a cornea para a camara posterior. Os valores das medicdes
espectrofotométricas a 490 nm sdo registados numa escala continua de absorvancia ou densidade éptica (DO 49().
Determinam-se os valores de permeabilidade a fluoresceina utilizando os valores de DO 49y obtidos com um espec-
trofotémetro de luz visivel num percurso éptico normalizado de 1 cm.

Em alternativa, pode utilizar-se um dispositivo de leitura constituido por uma placa de microtitulacdo de 96 alvéolos,
desde que: i) seja possivel estabelecer uma gama de linearidade do leitor de placa para a determinacdo de valores de
DOyg da fluoresceina; e ii) se utilize na placa de 96 alvéolos o volume de amostras de fluoresceina que permite
obter correctamente valores de DO,y equivalentes aos obtidos com o percurso ptico normalizado de 1 cm
(normalmente 360 ml, podendo ser necessdrio encher completamente os alvéolos).

DADOS E RELATORIOS
Avaliagio dos dados

Depois de se corrigirem os valores de opacidade e de permeabilidade média (DO490) em fungdo dos valores da
opacidade de fundo e da permeabilidade (DO 490) correspondente a amostra de controlo negativa, combinam-se numa
formula empirica os valores médios de opacidade ¢ de permeabilidade (DO49g) correspondentes a cada grupo de
tratamento, a fim de calcular a respectiva pontuagdo de irritacdo in vitro (IVIS), do seguinte modo:

IVIS = valor médio de opacidade + 15 x valor médio de permeabilidade (DO 49()

Sina et al. (16) referiram que esta féormula foi estabelecida com base em estudos no seu laboratério e interlabora-
toriais. A fim de determinar a equagdo que melhor correlacionava os dados in vivo e in vitro, fez-se uma andlise
multivariada dos dados obtidos num estudo interlaboratorial de uma série de 36 compostos. Essa andlise foi
efectuada por cientistas de duas empresas distintas, que chegaram a duas equacdes praticamente idénticas.

Os valores de opacidade e de permeabilidade devem ser também avaliados independentemente uns dos outros, para
determinar se a substancia em estudo induz corrosividade ou irritagdo forte com base em apenas um dos dois
pardmetros medidos.

Critérios de decisio

Consideram-se corrosivas ou fortemente irritantes as substincias que apresentem IVIS > 55,1. Como referido no
ponto 1, se ndo for possivel atribuir a uma substéncia a classificacdo de substincia corrosiva ou fortemente irritante
ocular, serd necessdrio efectuar mais ensaios para efeitos de classificagdo e rotulagem. O método BCOP tem as
seguintes caracteristicas: exactiddo global de 79 % (113/143) a 81 % (119/147), taxa de falsos positivos de 19 %
(20/103) a 21 % (22/103) e taxa de falsos negativos de 16 % (7/43) a 25 % (10/40), comparativamente aos dados
obtidos pelo método de ensaio ocular in vivo no coelho, classificados de acordo com os sistemas de classificagio EPA
(1), UE (2) ou GHS (3). Excluindo da base de dados determinadas substincias de certas classes quimicas (dlcoois,
cetonas) ou fisicas (s6lidos), a exactidio do método BCOP nos sistemas de classificacdo EPA, UE e GHS situa-se entre
87 % (72/83) ¢ 92 % (78/85), a taxa de falsos positivos entre 12 % (7/58) e 16 % (9/56) ¢ a taxa de falsos negativos
entre 0% (0/27) e 12 % (3/26).

Mesmo que ndo seja possivel atribuir a substancia em estudo a classificagdo de corrosiva ou fortemente irritante
ocular, os dados obtidos pelo método BCOP podem ser tteis, em conjugagdo com dados de ensaios oculares in vivo
no coelho ou de ensaios in vitro adequadamente validados, para melhor avaliar a utilidade e limitacdes do método de
ensaio BCOP na identificagdo de matérias ndo fortemente irritantes ou ndo-irritantes (estd em curso a elaboragdo de
um documento de orientacdes sobre a utilizacdo de métodos de ensaio de toxicidade ocular in vitro).
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Critérios de aceitacio do estudo

Considera-se o ensaio aceitdvel se a IVIS correspondente a amostra de controlo positiva ndo se desviar da média
histérica vigente mais que o dobro do desvio-padrdo. Essa média deve ser actualizada pelo menos de trés em trés
meses ou sempre que seja efectuado um ensaio aceitdvel num laboratério que ndo efectue estes ensaios com
frequéncia (menos de uma vez por més). Os valores de opacidade e permeabilidade correspondentes as amostras
de controlo negativas ou do solvente/veiculo devem ser inferiores aos limites superiores estabelecidos para os valores
de opacidade e permeabilidade de fundo de cérneas de bovino tratadas com a matéria de controlo negativa e o
solvente[veiculo respectivos.

Relatério do ensaio

O relatério do ensaio deve incluir as informacdes seguintes que sejam pertinentes na realiza¢io do estudo em causa:

Substancias em estudo e de controlo

Denominagio ou denominagdes quimicas, como a denominacio estrutural utilizada pelo Chemical Abstracts Service
(CAS), seguida de outras denominagdes, se existirem;

Niamero de registo CAS, se for conhecido;
Grau de pureza e composi¢do da substincia ou mistura (em percentagem ponderal), se forem conhecidas;

Propriedades fisico-quimicas (por exemplo, estado fisico, volatilidade, pH, estabilidade, classe quimica, hidrossolubi-
lidade) relevantes para a realizacdo do estudo;

Pré-tratamento das substancias em estudo/de controlo, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);
Estabilidade, se for conhecida.

Informacdes relativas ao patrocinador e ao laboratdrio

Nome e endereco do patrocinador, do laboratério e do director do estudo;
Indicagdo da origem dos olhos (ou seja, da instalacio na qual foram colhidos);

Condigdes de armazenagem e de transporte dos olhos (data-hora da colheita dos olhos, tempo decorrido até ao inicio
dos ensaios, meios de transporte e condi¢des de temperatura durante o transporte, antibidticos eventualmente
utilizados, etc.);

Se forem conhecidas, especificidades dos animais nos quais os olhos foram colhidos (idade, sexo, peso, etc. do animal

dador).

Justificagdo do método de ensaio e do protocolo utilizados
Integridade do método de ensaio

Processo utilizado para garantir a integridade (exactiddo e fiabilidade) do método de ensaio ao longo do tempo (por
exemplo, ensaio periédico das substincias para a demonstracdo de competéncia, utilizacdo de dados histéricos das
amostras de controlo positivas e negativas, etc.).

Critérios de aceitagdo de um ensaio
Amostras de controlo positivas ¢ negativas correspondentes situadas num intervalo aceitdvel, com base nos dados

historicos;

Se for aplicdvel, intervalos aceitdveis das amostras de referéncia de controlo correspondentes, com base nos dados
historicos.

Condigdes de ensaio

Descricdo do sistema de ensaio utilizado;
Tipo de suporte de cornea utilizado;

Informagdes sobre a calibragdo dos dispositivos utilizados para medir a opacidade ¢ a permeabilidade (por exemplo,
opacimetro e espectrofotémetro);
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Informagdes sobre as corneas de bovino utilizadas, incluindo declaracdes sobre a qualidade das mesmas;

Pormenores sobre a execu¢do do ensaio;

Concentra¢do ou concentragdes das substincias em estudo utilizadas;

Descricdo de eventuais modificacdes na execugdo do ensaio;

Referéncia a dados histéricos do modelo (amostras de controlo positivas e negativas, substancias para a demonstra¢io
de competéncia, substancias de referéncia, etc.);

Descri¢do dos critérios de avaliagdo utilizados.

Resultados

Quadro dos resultados correspondentes a cada amostra em estudo (por exemplo, valores de opacidade e de DO 49 €
valor calculado da IVIS para a substancia em estudo e para as amostras de controlo positivas, negativas e de
referéncia (se for o caso), sob a forma de quadro, incluindo os dados correspondentes aos replicados efectuados,
e médias * desvio-padrdo para cada ensaio);

Descri¢do de outros efeitos eventualmente observados.

Discussdo dos resultados

Conclusdes
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Apéndice 1

DEFINICOES

Exactiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida da eficiéncia do método e um dos aspectos da «adequagdo». Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas vezes
utilizados indistintamente para indicar a propor¢do de resultados correctos do método de ensaio.
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Substincia de referéncia: Substincia utilizada como padrdo de comparagdo com a substdncia em estudo. Deve ter as
seguintes propriedades: i) origem ou origens uniformes e fidveis; ii) similaridade estrutural e funcional com a classe de
substancias em estudo; iii) caracteristicas fisico-quimicas conhecidas; iv) disponibilidade de dados sobre os efeitos co-
nhecidos; e v) poténcia conhecida situada na gama de reac¢do pretendida.

Cérnea: Parte transparente anterior do globo ocular que recobre a iris e a pupila e deixa passar a luz para o interior.

Opacidade da cérnea: Medicio do grau de opacidade da cornea depois de exposta a substancia em estudo. Um aumento
de opacidade da cérnea ¢é indicador de lesdo da cdrnea. A opacidade pode ser avaliada subjectivamente, como ¢ feito no
ensaio ocular no coelho pelo método de Draize, ou objectivamente, utilizando um instrumento como um «opacimetro».

Permeabilidade da cérnea: Medicdo quantitativa da lesdo epitelial da cornea por determinagio da quantidade do corante
fluoresceina sddica que atravessa todas as camadas celulares da cornea.

Categoria 1 EPA: Accdo corrosiva (destruicdo irreversivel do tecido ocular) ou afeccdo ou irritagio da cornea que se
mantém durante mais de 21 dias (1).

Categoria R41 UE: Lesdo do tecido ocular ou degradacdo grave da visdo em consequéncia da aplicacdo da substancia em
estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias apds a aplicacio (2).

Taxa de falsos negativos: Proporcio das substincias positivas que o método de ensaio considera erradamente negativas.
E um dos indicadores de eficiéncia dos métodos de ensaio.

Taxa de falsos positivos: Propor¢do das substincias negativas que o método de ensaio considera erradamente positivas.
E um dos indicadores de eficiéncia dos métodos de ensaio.

GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos): Sistema (designado em
inglés por Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals) que propde a classificagdo dos produtos
quimicos (substancias e misturas) em fun¢do de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos, sanitdrios ¢ ambientais e
trata ainda dos elementos de comunicagdo correspondentes, como pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de perigo,
recomendagdes de prudéncia e fichas de dados de seguranca, de modo a transmitir informacdes sobre os efeitos
indesejéveis do produto em causa com vista a protec¢do das pessoas (empregadores, trabalhadores, transportadores,
consumidores, pessoal dos servigos de emergéncia, etc.) ¢ do ambiente (3).

Categoria 1 GHS: Lesdo do tecido ocular ou degradagdo grave da visdo na consequéncia da aplicacdo da substancia em
estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias apds a aplicacdo (3).

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente, ou de uma situagdo, susceptivel de causar efeitos adversos num organismo,
sistema ou (sub)populagdo que lhe seja exposta.

Pontuagio de irritagdo in vitro (IVIS): Formula empirica utilizada no ensaio BCOP que combina os valores médios de
opacidade e de permeabilidade referentes a um grupo de tratamento numa pontuacdo in vitro nica para esse grupo. IVIS
= valor médio de opacidade + (15 x valor médio de permeabilidade).

Amostra de controlo negativa: Replicado nio-tratado que contém todos os componentes do sistema de ensaio. Esta
amostra ¢ ensaiada juntamente com as amostras tratadas com a substancia em estudo e as outras amostras de controlo,
para determinar se o solvente interage com o sistema de ensaio.

Substincia ndo-irritante: Substancia ndo classificada nas categorias I, Il ou IIl EPA nem nas categorias R41 ou R36 UE
nem nas categorias 1, 2A ou 2B GHS de irritantes oculares.

Substincia corrosiva ocular: a) Substincia que provoca lesdes irreversiveis dos tecidos do olho; b) Substancia classi-
ficada na categoria 1 GHS, na categoria I EPA ou na categoria R41 UE de irritantes oculares (1) (2) (3).

Substincia irritante ocular: a) Substincia que, aplicada na superficie anterior do olho, provoca alteracdes reversiveis no
mesmo. b) Substancia classificada nas categorias II ou IIl EPA, na categoria R36 UE ou nas categorias 2A ou 2B GHS de
irritantes oculares (1) (2) (3).
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Substincia fortemente irritante ocular: a) Substancia que, aplicada na superficie anterior do olho, provoca lesdes dos
tecidos do olho que ndo desaparecem nos 21 dias apds a aplicagdo ou que provoca uma degradagio grave da visdo; b)
Substancia classificada na categoria 1 GHS, na categoria I EPA ou na categoria R41 UE de irritantes oculares (1) (2) (3).

Opacimetro: Instrumento utilizado para medir a «opacidade da cérnea» por determinagio quantitativa da luz transmitida
através da cornea. Normalmente, o instrumento tem dois compartimentos, dispondo cada um deles de uma fonte
luminosa e de uma célula fotoeléctrica. Um compartimento é utilizado para a cornea tratada e o outro para calibrar
o instrumento e para regular o zero deste. Envia-se luz de uma lampada de halogénio, através de um compartimento de
controlo (cdmara vazia, sem janelas nem liquido), para uma célula fotoeléctrica e compara-se com a luz igualmente
enviada para uma célula fotoeléctrica através do compartimento experimental, que compreende a cimara na qual se
colocou a cérnea. O dispositivo compara a luz transmitida para as células fotoeléctricas, determina a diferenca e exibe o
valor numérico da opacidade num visor digital.

Amostra de controlo positiva: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado com
uma substancia que, comprovadamente, induz reacgdo positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade no tempo da
reaccdo a esta amostra de controlo, essa reac¢do ndo deve ser excessivamente forte.

Fiabilidade: Medida em que, utilizando 0 mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente reprodu-
zido no mesmo laboratério e em laboratdrios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores calculados das
reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial, bem como da repetibilidade intralaboratorial.

Amostra de controlo do solventeveiculo: Amostra nio-tratada que contém todos os componentes do sistema de
ensaio, incluindo o solvente ou veiculo, e ¢ ensaiada, juntamente com as amostras tratadas com a substancia em estudo e
as outras amostras de controlo, para estabelecer a linha de base de reaccdo para as amostras tratadas com a substancia em
estudo, dissolvida no mesmo solvente ou veiculo. Quando ensaiada com uma amostra de controlo negativa correspon-
dente, esta amostra também permite determinar se o solvente ou veiculo interage com o sistema de ensaio.

Ensaio por etapas: Estratégia sequencial de ensaio em que, seguindo uma ordem estabelecida, se avalia toda a informagio
disponivel sobre a substincia em estudo, por um processo baseado na ponderacio da suficiéncia de prova em cada etapa,
com o objectivo de determinar se existe informagio suficiente para uma decisdo de classificacio de perigosidade antes de
passar a etapa seguinte. Se a informagdo existente possibilitar a atribuicio de um potencial de irritagdo a substancia em
estudo, ndo serdo necessdrios mais ensaios. Se a informagdo existente ndo possibilitar a atribuicdio de um potencial de
irritacdo a substancia em estudo, proceder-se-4 a uma série de ensaios sequenciais em animais até ser possivel atribuir uma
classificagdo inequivoca.

Método de ensaio validado: Método de ensaio relativamente ao qual foram concluidos estudos de validagdo com vista a
determinar a adequacio (incluida a exactiddo) e fiabilidade para uma finalidade especifica. E importante referir que um
método de ensaio validado pode ndo ser suficientemente exacto e fidvel para ser considerado aceitdvel para a finalidade
pretendida.

Ponderacio da suficiéncia da prova: Processo que consiste em ponderar os pontos fortes e os pontos fracos dos vérios
elementos de informagdo com vista a chegar-se a uma conclusio fundamentada sobre o potencial de perigosidade da
substancia.

Apéndice 2

Substincias recomendadas para a demonstracio de competéncia técnica no método de ensaio de opacidade e
permeabilidade da cérnea em bovinos (BCOP)

Antes de um método de ensaio conforme ao presente método passar a ser utilizado por rotina, os laboratdrios podem
pretender comprovar a sua competéncia técnica identificando correctamente a classificagdo de corrosividade ocular das
dez substancias recomendadas no quadro 1. Estas substancias foram seleccionadas de modo a representarem a gama de
reac¢des de irritagdo/corrosdo ocular local obtida no ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405) (ou seja, as categorias 1,
2A, 2B ou ndo classificado nem rotulado do sistema GHS da ONU (3) (7)). Porém, atendendo a utilizacio destes ensaios
que se encontra validada (unicamente a identificagdo de substancias corrosivas/fortemente irritantes oculares), apenas hd
que demonstrar competéncia em relagdo a dois resultados classificativos obtidos no ensaio (corrosivo/fortemente irritante
ou ndo-corrosivo/ndo fortemente irritante). Outros critérios de seleccdo foram a disponibilidade da substancia no comér-
cio, a existéncia de dados de referéncia in vivo de alta qualidade e a existéncia de dados de alta qualidade relativos aos dois
métodos in vitro para os quais estdo a ser elaboradas directrizes de ensaio (test guidelines). Foi nesta base que se
seleccionaram substancias irritantes da lista recomendada pelo ICCVAM de 122 substancias de referéncia para a validacio
de métodos de ensaio de toxicidade ocular in vitro (ver o apéndice H: ICCVAM Recommended Reference Substances) (5). Os
Background Review Documents do ICCVAM (17) (18) contém dados de referéncia relativos aos métodos BCOP e ICE
(método de ensaio em olhos de frango isolados).
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Quadro 1

Substancias recomendadas para a demonstragdo de competéncia técnica no método BCOP

Substancia quimica N.° CAS (CASRN) Classe quimica (') Fase Cliz;llssviif;c)a(%;io Classificacdo in vitro (%)
Cloreto de benzalco- 8001-54-5 Sal de amoénio Liquida Categoria 1 | Corrosivo[Fortemente irri-
nio (5%) quaterndrio tante
Clorexidina 55-56-1 Amina, Amidina Solida Categoria 1 | Corrosivo/Fortemente irri-

tante
Acido dibenzoil-l-tar- 2743-38-6 Acido carboxi- Solida Categoria 1 | Corrosivo/Fortemente irri-
tarico lico, Ester tante
Imidazole 288-32-4 Composto hete- Solida Categoria 1 | Corrosivo/Fortemente irri-
rociclico tante
Acido tricloroacético 76-03-9 Acido carboxilico |  Liquida Categoria 1 | Corrosivo/Fortemente irri-
(30 %) tante
Cloreto de 2,6-diclo- 4659-45-4 Halogeneto de Liquida | Categoria 2A | Nio-corrosivo/Ndo forte-
robenzoilo acilo mente irritante
2-Metilacetoacetato de 609-14-3 Cetona, Ester Liquida Categoria 2B | Néo-corrosivo/Nao forte-
etilo mente irritante
Nitrato de aménio 6484-52-2 Sal inorganico Sélida Categoria 2A | Nao-corrosivo/Nio forte-
mente irritante
Glicerol 56-81-5 Alcool Liquida Nao atri- Nao-corrosivo/Nao forte-
buida mente irritante
n-Hexano 110-54-3 Hidrocarboneto Liquida Nao atri- Nao-corrosivo/Nio forte-
(aciclico) buida mente irritante

Abreviaturas: CASRN = Nimero de registo do Chemical Abstracts Service.
(") As substancias foram classificadas em classes quimicas segundo um sistema normalizado, com base nos Medical Subject Headings

(«classificadores de temas médicos», MeSH) da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América (http//www.nlm.nih.gov/
mesh).

() Com base nos resultados do ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405 da OCDE) e no sistema GHS da ONU (3) (7).
(%) Com base nos resultados obtidos pelos métodos BCOP e ICE.

Apéndice 3

SUPORTE DE CORNEA PARA O ENSAIO BCOP

. Os suportes de cornea utilizados no método BCOP sdo feitos de um material inerte (por exemplo, polipropileno) e

constituidos por duas metades (uma anterior e outra posterior), possuindo duas cdmaras cilindricas internas seme-
lhantes. Cada camara tem o volume de 5 ml e termina numa janela de vidro, através da qual sio efectuadas as
medicdes de opacidade. As dimensdes interiores de cada cdmara sdo 1,7 cm de didmetro e 2,2 cm de profundidade (?).
Para evitar fugas, aplica-se uma anilha na cdmara posterior. Coloca-se a cdrnea sobre a anilha da cdmara posterior,
com a parte endotelial voltada para esse lado, e aplica-se a camara anterior sobre a parte epitelial da cérnea. As
camaras sdo fixadas com trés parafusos periféricos de ago inoxiddvel. Na extremidade de cada cAmara existe uma janela
de vidro, que pode ser retirada para facilitar o acesso a cérnea. Novamente para evitar fugas, coloca-se uma anilha
entre cada cAmara e a janela de vidro. Para se poder introduzir e remover o meio de ensaio e os compostos em estudo,
existem dois orificios na parte superior de cada camara, que sdo fechados com tampas de borracha durante os periodos
de tratamento e incubacdo.

Estas dimensdes referem-se a suportes de cornea utilizados para vacas com idade compreendida entre 12 e 60 meses. Se se tratar de

animais com idade compreendida entre 6 e 12 meses, cada camara terd de ter um volume de 4 ml e de medir internamente 1,5 cm de
didmetro e 2,2 cm de profundidade. E muito importante que, em qualquer suporte de cornea que venha a ser desenhado, a razdo entre
a superficie de cornea exposta e o volume da camara posterior seja idéntica a que se verifica nos suportes de cornea convencionais. Isto
¢é necessdrio para garantir que os valores de permeabilidade sio determinados correctamente para o cilculo do IVIS pela féormula
proposta.
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anterior compartment

fixing screws

Legenda

Glass disc: disco de vidro;

PTFE-O-ring: anilha de PTFE;

Refill: camara para reenchimento;
Hanger: suspensor;

Cap: tampa;

Nut: porca;

O-ring: anilha;

Posterior compartment: cdmara posterior;
Anterior compartment: cimara anterior;

Fixing screws: parafusos de fixagdo.

OPACIMETRO

. Trata-se de um dispositivo que mede a transmissdo de luz. Envia-se luz de uma lampada de halogénio, através de um

compartimento de controlo (cimara vazia, sem janelas nem liquido), para uma célula fotoeléctrica e compara-se com a
luz igualmente enviada para uma célula fotoeléctrica através do compartimento experimental, que compreende a
camara na qual se colocou a cdrnea. O dispositivo compara a luz transmitida para as células fotoeléctricas, determina
a diferenca e exibe o valor numérico da opacidade num visor digital. Estabelecem-se as unidades de opacidade.

. O opacimetro deve responder linearmente num intervalo de valores de opacidade que cubra os limites utilizados para

todas as classificacdes descritas no modelo de previsdo (ou seja, até ao limite de corrosdofforte irritacdo). Para obter
uma escala de leitura linear e exacta até 75-80 unidades de opacidade, é necessdrio calibrar o opacimetro com uma
série de calibradores. Para isso, colocam-se calibradores (placas opacas de poliéster) na cdmara de calibracio (camara de
suporte de coérnea desenhada para a inser¢do de calibradores) e efectuam-se as leituras correspondentes com o
opacimetro. A camara de calibracdo ¢ desenhada para que os calibradores nela sejam inseridos a uma distancia entre
a fonte de luz e a célula fotoeléctrica aproximadamente igual a utilizada nas medicdes de opacidade com cérneas.
Comega por se calibrar o zero do opacimetro utilizando a camara de calibragdo sem nenhum calibrador. Em seguida,
colocam-se sucessivamente nessa camara trés calibradores diferentes, medindo-se as opacidades respectivas. As leituras
de opacidade correspondentes aos calibradores 1, 2 e 3 devem ser iguais aos valores estabelecidos respectivos de 75,
150 e 225 unidades de opacidade, com um desvio de + 5 %.
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B.48 METODO DE ENSAIO EM OLHOS DE FRANGO ISOLADOS PARA IDENTIFICA(;AO DE SUBSTANCIAS
QUE PRODUZAM CORROSAO OU FORTE IRRITACAO OCULAR

INTRODUCAO

1. O método de ensaio em olhos de frango isolados é um método in vitro que, em determinadas circunstancias e dentro
de certos limites, pode ser utilizado para atribuir a substancias e misturas a classificagdo de “substancia corrosiva ou
fortemente irritante ocular” (1) (2) (3). Para efeitos do presente método, considera-se “substancia fortemente irritante”
uma substancia irritante que induz no coelho lesdes oculares que permanecem durante pelo menos 21 dias apds a
aplicagdo. Embora ndo esteja validado para substituir completamente o ensaio ocular in vivo no coelho, recomenda-se
a integracdo do método ICE numa estratégia de ensaio por etapas para a classificacdo e rotulagem regulamentares,
dentro do dominio de aplicabilidade especificado (4) (5). Sem necessidade de ensaios complementares, pode atribuir-
-se a uma substancia ou mistura em estudo (6) que dé resultado positivo neste método a classificagdo de substancia
corrosiva ou fortemente irritante ocular. Uma substincia que dé resultado negativo terd de ser ensaiada no coelho
pela estratégia de ensaio sequencial descrita no Test Guideline 405 da OCDE (7) (capitulo B.5 do presente anexo).

2. Pretende-se na descrigdo deste método de ensaio explicar o processo utilizado para avaliar o potencial de corrosio ou
forte irritagdo ocular de uma substincia, medido pela sua capacidade de indugdo toxica em olhos de frango
desorbitados. Medem-se os efeitos toxicos na cornea do seguinte modo: i) avaliagio qualitativa da opacidade; ii)
avaliagdo qualitativa das lesdes epiteliais apds aplicacdo de fluoresceina ao olho (retencdo da fluoresceina); iii)
determinacio quantitativa do espessamento (edema); iv) avaliagio qualitativa das lesdes morfoldgicas macroscépicas
na superficie. Ap6s exposicdo a substancia em estudo, avaliam-se separadamente a opacidade, o edema e as lesdes da
cornea; em seguida, combinam-se os resultados a fim de obter a classificacdo de irritagdo ocular.

3. Também foram ensaiados pelo método ICE substincias irritantes oculares indutoras de lesdes que desaparecem em
menos de 21 dias, assim como substincias ndo-irritantes. A exactiddo e a fiabilidade do método ICE ndo foram,
porém, formalmente avaliadas na aplicacdo do método a substancias destas categorias.

4. Estabelecem-se definicdes no apéndice 1.

CONSIDERACOES INICIAIS E LIMITACOES

5. Este método de ensaio baseia-se no protocolo do método ICE do ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on
the Validation of Alternative Methods) (8), que foi elaborado no seguimento de um estudo de validagdo internacional
(4) (5) (9) e contou com contributos do ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods), do
JaCVAM (Japanese Center for the Validation of Alternative Methods) e do Quality of Life Department of Toxicology
and Applied Pharmacology do TNO (Paises Baixos). O protocolo baseia-se na informagdo obtida nos protocolos
publicados e no protocolo que estd a ser utilizado pelo TNO (10) (11) (12) (13) (14).

6. As limitagdes identificadas deste método decorrem da taxa de falsos positivos no caso dos dlcoois e das taxas de
falsos negativos no caso dos sélidos e das matérias tensioactivas (ver o ponto 47) (4). Excluindo da base de dados as
substancias dessas classes fisico-quimicas, aumenta substancialmente a exactiddo do método ICE nos sistemas de
classificacdo UE, EPA e GHS. Atendendo aos objectivos do ensaio (apenas a identificacio de substincias corrosivas|
[fortemente irritantes oculares), as taxas de falsos negativos ndo sdo um aspecto critico, pois as substancias seriam a
seguir ensaiadas no coelho ou por outros métodos in vitro adequadamente validados, conforme as disposi¢des
regulamentares, por recurso a uma estratégia de ensaio sequencial baseada na ponderagio da suficiéncia da prova.
Acresce que a base de dados de validacdo actualmente disponivel ndo permite uma avaliacio adequada de algumas
classes quimicas ou classes de produtos (por exemplo, misturas). Os investigadores podem, no entanto, ponderar o
recurso a este método para ensaiar todos os tipos de matérias (incluindo misturas), aceitando um resultado positivo
como um indicio de reaccio corrosiva ou fortemente irritante ocular. Porém, os resultados positivos obtidos no caso
de dlcoois devem ser interpretados com cautela, devido ao risco de ndo serem efectivamente positivos em todos os
casos que o indiciem.

7. Na manipulacdo de olhos de frango devem seguir-se as regras e procedimentos estabelecidos no laboratério para a
manipulagdo de matérias de origem humana ou animal (tecidos, fluidos bioldgicos, etc.). Recomenda-se a aplicacio
das precaugdes gerais inerentes a prética laboratorial (15).

8. Uma limitagdo deste método de ensaio é o facto de que, embora tenha em conta alguns efeitos oculares avaliados
pelo método de ensaio da irritagdo ocular no coelho e, em certa medida, a gravidade desses efeitos, ndo tem em
conta as lesdes na conjuntiva ou na iris. Por outro lado, embora a reversibilidade das lesdes da c6rnea ndo possa ser
avaliada per se no método ICE, foi proposta, com base em estudos oculares no coelho, a possibilidade de se recorrer a
avaliacdo da profundidade inicial da lesdo da cornea para estabelecer uma disting¢do entre efeitos reversiveis e efeitos
irreversiveis (16). Finalmente, o método ICE ndo permite avaliar o potencial de toxicidade sistémica associado a
exposicdo ocular.

9. Prosseguem os trabalhos com vista & melhor caracterizagdo da utilidade e das limita¢des do método de ensaio ICE na
identificagdo de matérias ndo fortemente irritantes ou ndo-irritantes (ver também o ponto 48). Incentiva-se o0s
utilizadores do método a fornecerem espécimes e/ou dados a organizacdes de validagdo, para que seja avaliada
formalmente a possibilidade de outras utilizagdes futuras do método ICE, designadamente na identificagdo de
matérias ndo fortemente irritantes oculares e de matérias ndo-irritantes.
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Os laboratérios que comecem a utilizar este ensaio devem recorrer as substincias quimicas para demonstracdo de
competéncia técnica recomendadas no apéndice 2. Antes de apresentarem dados obtidos pelo método ICE para
efeitos da classificagdo regulamentar de perigosidade, os laboratérios podem recorrer as referidas substancias para
demonstrar a sua competéncia técnica na execugdo deste método.

PRINCIPIO DO METODO DE ENSAIO

O método ICE assenta num modelo organotipico de manutengdo de olhos de frango in vitro por um periodo curto.
Neste método de ensaio, as lesdes provocadas pela substancia em estudo sdo avaliadas por determinagdo do edema e
da opacidade da cornea e da retencdo de fluoresceina na cdrnea. A avaliacio dos dois dltimos parametros é
qualitativa, enquanto a andlise do edema da cérnea é quantitativa. Converte-se cada medida numa pontuagdo
quantitativa, utilizada para calcular um indice global de irritagdo, ou € atribuida a cada medida uma categoria
qualitativa, utilizada para estabelecer uma classificagdo de corrosdo e forte irritacio ocular in vitro. Com base num
ou noutro desses resultados, pode em seguida prever-se o potencial de corrosdo ou forte irritagdo ocular in vivo da
substancia em estudo (ver Critérios de decisdo).

Origem e idade dos olhos de frango

Os olhos utilizados neste ensaio sio normalmente colhidos em matadouros, de frangos abatidos para consumo
humano, eliminando assim a necessidade de animais de laboratério. S6 podem ser utilizados olhos de animais
sauddveis considerados adequados para entrarem na cadeia alimentar humana.

Embora nio tenha sido efectuado um estudo destinado a avaliar a idade 6ptima dos frangos, as aves utilizadas neste
método de ensaio tém habitualmente a idade e o peso dos frangos normalmente abatidos nos matadouros de aves de
capoeira (aproximadamente 7 semanas e 1,5 a 2,5 kg).

Colheita e transporte dos olhos para o laboratério

Imediatamente apds o atordoamento dos frangos, normalmente por descarga eléctrica, e incisio no pesco¢o para
sangramento, corta-se-lhes a cabeca. A origem dos frangos deve ser préxima do laboratdrio, para que as cabecas
possam ser para ai transferidas do matadouro com suficiente rapidez, a fim de minimizar a deterioracio efou as
contaminacdes bacterioldgicas. O intervalo entre a colheita das cabegas de frango e a utilizagdo dos olhos no método
ICE deve ser minimo (normalmente duas horas) e ndo deve, comprovadamente, comprometer os resultados do
ensaio. Os resultados dos ensaios estio relacionados com os critérios de selec¢do dos olhos e com as reacgdes as
amostras de controlo positivas e negativas. Os olhos utilizados num ensaio devem ser todos do mesmo grupo de
colheita num determinado dia.

Os olhos sdo dissecados no laboratério, pelo que se transportam as cabegas intactas do matadouro em caixas de
pléstico, a temperatura ambiente, humedecidas com toalhas embebidas em solugdo salina isotonica.

Critérios de seleccio dos olhos utilizados no método ICE

Rejeitam-se os olhos que, depois de desorbitados, apresentem uma linha de base elevada de reaccio cromdtica a
fluoresceina (> 0,5) ou de pontuacio de opacidade da cérnea (> 0,5).

Cada grupo de tratamento e a amostra de controlo positiva correspondente é constituido por um minimo de trés
olhos. O grupo de controlo negativo ou a amostra de controlo do solvente (caso se utilize um solvente que ndo seja
a solucdo salina) é constituido por, pelo menos, um olho.

PROCEDIMENTO
Preparagdo dos olhos

Excisam-se cautelosamente as pdlpebras, tomando as precaucdes necessdrias para ndo danificar a cérnea. Para avaliar
a integridade desta, deita-se na sua superficie uma gota de solugdo a 2 % (m/v) de fluoresceina sédica, espera-se
alguns segundos e lava-se com solugdo salina isotonica. Para garantir que a cérnea estd isenta de lesdes (retencdo de
fluoresceina e pontuagdo de opacidade da cérnea < 0,5), examinam-se a seguir os olhos tratados com fluoresceina
por meio de um microscopio equipado com uma limpada de fenda.

Se o olho ndo apresentar lesdes, disseca-se completamente do cranio, tomando as precauc¢des necessdrias para nio
danificar a cornea. Para retirar o globo ocular da 6rbita, prende-se firmemente a membrana nictante com uma pinga
cirtirgica e cortam-se os musculos oculares com uma tesoura encurvada de pontas rombas. E importante evitar leses
da cérnea provocadas por pressio excessiva (ditas artefactos de compressio).

Ao remover o olho da orbita, deve deixar-se agarrada aquele uma porgdo visivel do nervo 6ptico. Uma vez
desorbitado, coloca-se o olho numa compressa absorvente e cortam-se a membrana nictante e os restantes tecidos
de ligacio.
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Coloca-se o olho desorbitado num suporte de aco inoxidével, com a cornea na vertical, e transfere-se o conjunto para
uma das camaras do aparelho de superfusdo (16). Colocam-se os suportes no aparelho de superfusio de tal modo
que a solucdo salina isoténica goteje sobre toda a cérnea. As camaras do aparelho de superfusio devem ser
termostatizadas a 32 + 1,5 °C. Apresenta-se no apéndice 3 um diagrama de um aparelho de superfusdo tipico e
dos suportes oculares, que podem ser adquiridos no comércio ou construidos. O aparelho pode ser modificado para
corresponder as necessidades do laboratério (por exemplo, para nele ser introduzido outro nimero de olhos).

Ap6s serem colocados no aparelho de superfusdo, examinam-se novamente os olhos ao microscopio com lampada
de fenda, para garantir que ndo foram danificados durante a dissecacdo. Mede-se também nessa ocasido a espessura
da cérnea no seu dpice, utilizando o dispositivo de medi¢do de profundidade incorporado no microscépio. Devem
substituir-se os olhos que apresentem i) pontuagdo de reten¢do de fluoresceina > 0,5, ii) opacidade da cérnea > 0,5
ou iii) qualquer outro sinal de dano. Rejeitam-se ainda os olhos que, ndo tendo sido rejeitados com base em nenhum
destes critérios, apresentem uma espessura de cornea que se desvie mais de 10 % do valor médio correspondente a
todos os olhos. Alertam-se os utilizadores para o facto de os microscopios com lampada de fenda poderem dar
resultados diferentes para as medigdes de espessura da cdrnea se a regulacdo da fenda for outra. A largura da fenda
deve ser regulada a 0,095 mm.

Os olhos examinados e aprovados sdo incubados durante 45 a 60 minutos, para estabelecer o equilibrio com o
sistema de ensaio antes das determinagdes. Depois de terminado o perfodo previsto para se atingir o equilibrio,
regista-se como linha de base (tempo = 0) uma determinagdo de referéncia “zero” de opacidade e de espessura da
cornea. A pontuagio de retencdo de fluoresceina determinada na dissecacdo é utilizada para linha de base desse
parametro.

Aplicagdo da substincia em estudo

Imediatamente ap6s as determinacdes de referéncia “zero”, remove-se o olho (mantendo-o no suporte) do aparelho de
superfusdo e coloca-se na horizontal, aplicando-se na cérnea a substincia em estudo.

As substancias liquidas sdo normalmente ensaiadas sem dilui¢do, mas, se for considerado necessério (devido ao modo
como o estudo foi concebido, por exemplo), podem ser diluidas. O solvente preferido para diluir as substancias é
soro fisioldgico. Embora possam utilizar-se outros solventes, em condi¢des controladas, serd necessario demonstrar
que sdo adequados.

As substancias em estudo liquidas aplicam-se na cérnea de modo a cobri-la uniformemente. O volume normal é
0,03 ml.

Se possivel, as substincias sélidas devem ser moidas o médximo possivel com um pilio num almofariz, ou com um
dispositivo de moagem comparédvel. O pé é depois aplicado na cérnea de modo a cobrir uniformemente a superficie
desta com a substincia em estudo. A quantidade normal ¢ 0,03 g.

Mantém-se a substancia em estudo (liquida ou s6lida) aplicada na cérnea durante 10 segundos e, em seguida, lava-se
o olho, para a remover, com solugdo salina isoténica a temperatura ambiente (cerca de 20 ml). Recoloca-se em
seguida o olho (no seu suporte) no aparelho de superfusdo, na posicdo vertical original.

Substincias de controlo

Incluem-se em cada ensaio amostras de controlo positivas ¢ negativas (ou do solvente/veiculo) correspondentes.

Ao ensaiar pelo método ICE substancias liquidas a 100 % ou sélidos, utiliza-se soro fisiologico como amostra de
controlo negativa correspondente, para possibilitar a detec¢do de alteragdes inespecificas do sistema de ensaio e evitar
que as condi¢des do ensaio provoquem, inadequadamente, uma reaccdo de irritacdo.

Ao ensaiar liquidos diluidos, inclui-se no método de ensaio um grupo correspondente de amostras de controlo do
veiculo/solvente, para possibilitar a detec¢do de alteragdes inespecificas do sistema de ensaio e evitar que as condigdes
do ensaio provoquem, inadequadamente, uma reaccdo de irritagio. Como se referiu no ponto 25, s6 podem utilizar-
-se solventes|veiculos que, comprovadamente, ndo tenham efeitos adversos no sistema de ensaio.
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Para verificar se é induzida uma reac¢do apropriada, inclui-se em cada ensaio uma substancia irritante ocular
conhecida, para servir de amostra de controlo positiva correspondente. Como o ensaio ICE é utilizado neste método
de ensaio para identificar substancias corrosivas ou fortemente irritantes, a amostra de controlo positiva deverd ser
uma substancia de referéncia que induza uma reac¢do forte ao aplicar-se-lhe o método. Porém, para que possa
determinar-se a variabilidade no tempo da reac¢do a referida amostra de controlo positiva, essa reac¢do ndo deve ser
excessivamente forte. Os dados in vitro obtidos no caso das amostras de controlo positivas devem ser suficientes para
calcular um intervalo aceitdvel, estatisticamente definido, respeitante a amostra de controlo positiva. Caso ndo se
disponha de dados histéricos adequados do método ICE para uma determinada amostra de controlo positiva, pode
ser necessario efectuar estudos para obter tais informagdes.

Podem ser utilizados como amostras de controlo positivas para substancias em estudo liquidas, por exemplo, dcido
acético a 10 % ou cloreto de benzalcénio a 5 %. Como amostras de controlo positivas para substincias em estudo
solidas podem ser utilizados, por exemplo, o hidréxido de sédio ou o imidazole.

As substancias de referéncia sdo tteis para avaliar o potencial de irritagdo ocular de produtos quimicos desconhecidos
de uma determinada classe quimica, ou classe de produtos, ou para avaliar o potencial de irritagdo relativo de uma
substancia irritante ocular numa determinada gama de reac¢des de irritagdo.

Parimetros medidos

Avaliam-se as cdrneas tratadas antes do tratamento e decorridos 30, 75, 120, 180 e 240 minutos (+ 5 minutos) apds
a lavagem subsequente ao tratamento. Obtém-se, assim, um nimero adequado de determina¢des no periodo de
quatro horas que se segue ao tratamento, garantindo ainda um intervalo entre determinacdes suficiente para a
realizacdo das observacdes necessdrias em todos os olhos.

Os parametros avaliados sio a opacidade e o edema da cdrnea, a retencdo de fluoresceina na cornea e efeitos
morfoldgicos na cornea (picado epitelial ou perda de epitélio, por exemplo). Com excep¢do da retengdo de fluores-
ceina (que s6 é determinada antes do tratamento e 30 minutos apds a exposicdo a substincia em estudo), todos estes
pardmetros sdo determinados nos tempos acima referidos.

Recomenda-se o recurso a fotografias para documentar a opacidade da cdrnea, a retengdo de fluoresceina na cérnea,
os efeitos morfolégicos e, se for efectuada, a histopatologia.

Recomenda-se aos utilizadores que, depois do dltimo exame, iniciado 4 horas apds o tratamento, conservem os olhos
num fixador adequado (por exemplo, formol tamponado neutro), para eventual exame histopatoldgico.

Determina-se o edema da cérnea medindo a espessura da cornea com o paquimetro optico do microscpio com
lampada de fenda. O resultado é expresso em percentagem e é calculado a partir das determinagdes de espessura da
cérnea, por meio da seguinte férmula:

espessura da clirnea em t — espessura da ciirnea em = 0 200
- X
espessura da ciirnea em = 0

Calcula-se a média percentual dos edemas da cérnea de todos os olhos ensaiados em cada instante “t” considerado.
Com base na pontuagdo média mais elevada de edema da cornea, observada em qualquer dos instantes considerados,
atribui-se, em seguida, a pontuagdo global desta categoria a cada substincia em estudo.

Calcula-se a opacidade da cérnea atribuindo uma pontuagdo a superficie que se encontre mais densamente opaci-
ficada em cada cérnea. Calcula-se o valor médio de opacidade da cornea de todos os olhos ensaiados em cada
instante considerado. Com base na pontuacio média mais elevada de opacidade da cérnea, observada em qualquer
dos instantes considerados, atribui-se em seguida a pontuacdo global desta categoria a cada substancia em estudo
(quadro 1).

Quadro 1

Pontuagdes de opacidade da cérnea

Pontuagdo Observagodes

0 Auséncia de opacidade

0,5 Opacidade muito ligeira
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Pontuagdo Observagdes
1 Zonas dispersas ou difusas; detalhes da iris claramente visiveis
2 Zona translicida claramente discernivel; detalhes da iris ligeiramente obscurecidos
3 Forte opacidade da cornea; nenhum detalhe da iris visivel; tamanho da pupila dificilmente discernivel
4 Opacidade completa da cOrnea; iris invisivel

O valor médio da retencdo de fluoresceina de todos os olhos ensaiados s6 é calculado para a observacdo efectuada
aos 30 minutos, tempo utilizado para a atribui¢do de uma pontuagio global desta categoria a cada substancia em
estudo (quadro 2).

Quadro 2
Pontuagdes de retencdo da fluoresceina

Pontuagao Observagoes
0 Auséncia de retencdo de fluoresceina
0,5 Namero muito reduzido de células isoladas coradas
1 Células isoladas coradas dispersas pela zona tratada da cérnea
2 Focos ou confluéncia densa de células isoladas coradas
3 Retencio de fluoresceina em zonas extensas confluentes da cérnea

Incluem-se nos efeitos morfoldgicos o “picado” das células epiteliais da cornea, a “perda” de epitélio, a “aspereza” da
superficie da cornea e a “colagem” da substancia em estudo a cdrnea. Estes efeitos podem ser concomitantes e de
intensidade varidvel. A sua classificagdo ¢ subjectiva e depende da interpretacdo do investigador.

DADOS E RELATORIOS
Avaliagio dos dados

Avaliam-se separadamente os resultados de opacidade da cdrnea, edema da cornea e retencdo de fluoresceina na
cornea para determinar a classe correspondente a cada um destes pardmetros pelo método ICE. Combinam-se depois
essas classes de modo a obter a classificagdo de irritacdo correspondente a substancia em estudo.

Critérios de decisio

Uma vez efectuada a avaliagdio de cada pardmetro, podem atribuir-se as classes ICE com base em intervalos
preestabelecidos. Estabelece-se a correspondéncia entre os valores de espessura da cornea (quadro 3), opacidade da
cornea (quadro 4) e retencdo de fluoresceina na cdrnea (quadro 5) e quatro classes ICE, de acordo com as seguintes
escalas:

Quadro 3
Critérios de classificacdo ICE de espessura da cérnea
Valor médio de edema da cornea (%) (*) Classe ICE
0Oabs I
> 5-12 II
> 12-18 (> 75 minutos apés tratamento) II
> 12-18 (< 75 minutos apés tratamento) 111
> 18-26 11
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Valor médio de edema da cornea (%) () Classe ICE
> 26-32 (> 75 minutos ap6s tratamento) 11
> 26-32 (< 75 minutos ap6s tratamento) v
> 32 I\%

(*) Esta pontuagdo de edema da cornea s6 ¢ aplicdvel se a espessura for medida por meio de um microscopio com lampada de fenda
Haag-Streit BP900 dotado do dispositivo n.° I de medi¢do de profundidade e com a largura da fenda regulada a 9%, correspon-
dente a 0,095 mm. Alertam-se os utilizadores para o facto de os microscépios com lampada de fenda poderem dar resultados
diferentes para as medigdes de espessura da cornea se a regulacdo da fenda for outra.

Quadro 4
Critérios de classificacdo ICE de opacidade
Valor médio da pontuagio mdxima de opacidade (¥) Classe ICE
0,0-0,5 I
0,6-1,5 I
1,6-2,5 111
2,6-4,0 v

(*) Ver o quadro 1.

Quadro 5
Critérios de classificacdo ICE da retengdo média de fluoresceina
Valor médio da .pontuagi(,) de reten¢do de fluoresceina Classe ICE
30 minutos apds o tratamento (*)
0,0-0,5 I
0,6-1,5 1I
1,6-2,5 11
2,6-3,0 Y%

(*) Ver o quadro 2.

Para determinar a classificacdo global de irritagdo in vitro da substancia em estudo, utiliza-se o quadro 6 para
estabelecer a correspondéncia entre a classificacdo na escala de irritagio e a combinagdo das categorias obtidas
para o edema da cdrnea, a opacidade da cérnea e a retencdo de fluoresceina na cornea.

Quadro 6

Classificagdo global de irritagdo in vitro

Classificacdo Combinacdes dos trés parametros medidos

Corrosivo/Fortemente irritante 3xIV

2x1V, 1 x1I

2 %1V, 1 x 11 (%)

2x1V, 1 x1(¥

Opacidade da cornea > 3 aos 30 minutos (pelo menos 2
olhos)

Opacidade da cérnea = 4 em qualquer momento (pelo menos
2 olhos)

Perda substancial de epitélio (pelo menos 1 olho)

(*) Combinagdes menos provaveis.
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Como referido no ponto 1, se ndo for possivel atribuir a uma substancia a classificacio de substancia corrosiva ou
fortemente irritante ocular, serd necessdrio efectuar mais ensaios para efeitos de classificagdo e rotulagem. O método
ICE tem as seguintes caracteristicas no que respeita a identificacdo de substincias corrosivas ou fortemente irritantes
oculares: exactiddo global de 83 % (120/144) a 87 % (134/154), taxa de falsos positivos de 6 % (7/122) a 8 %
(9/116) e taxa de falsos negativos de 41 % (13/32) a 50 % (15/30), comparativamente aos dados obtidos pelo
método de ensaio ocular in vivo no coelho, classificados de acordo com os sistemas de classificacio EPA (1), UE
(2) ou GHS (3). Excluindo da base de dados determinadas substancias de certas classes quimicas (dlcoois e substancias
tensioactivas) ou fisicas (s6lidos), a exactidio do método ICE nos sistemas de classificacio EPA, UE e GHS situa-se
entre 91 % (75/82) e 92 % (69/75), a taxa de falsos positivos entre 5% (4/73) e 6 % (4/70) e a taxa de falsos
negativos entre 29 % (2/7) e 33 % (3/9) (4).

Mesmo que ndo seja possivel atribuir a substincia em estudo a classificacdo de corrosiva ou fortemente irritante
ocular, os dados obtidos pelo método ICE podem ser tteis, em conjugacio com dados de ensaios oculares in vivo no
coelho ou de ensaios in vitro adequadamente validados, para melhor avaliar a utilidade e limitagcdes do método de
ensaio ICE na identificacdo de matérias ndo fortemente irritantes ou ndo-irritantes (estd em curso a elaboragdo de um
documento de orientacdes sobre a utilizacio de métodos de ensaio de toxicidade ocular in vitro)

Critérios de aceitacio do estudo

Considera-se o ensaio aceitdvel se as amostras de controlo negativas ou do veiculo/solvente correspondentes e as
amostras de controlo positivas correspondentes derem lugar a uma classificacdo de irritagdo nas classes ndo-irritante e
corrosivo[fortemente irritante, respectivamente.

Relatério do ensaio

O relatério do ensaio deve incluir as informacdes seguintes que sejam pertinentes na realizacio do estudo em causa:

Substdncias em estudo e de controlo

Denominagdo ou denominagdes quimicas, como a denominacdo estrutural utilizada pelo Chemical Abstracts Service
(CAS), seguida de outras denominagdes, se existirem;

Namero de registo CAS, se for conhecido;

Grau de pureza e composi¢do da substancia ou mistura (em percentagem ponderal), se forem conhecidas;

Propriedades fisico-quimicas (por exemplo, estado fisico, volatilidade, pH, estabilidade, classe quimica, hidrossolubi-
lidade) relevantes para a realizacdo do estudo;

Pré-tratamento das substancias em estudo/de controlo, se for o caso (aquecimento ou moagem, por exemplo);

Estabilidade, se for conhecida.

Informagdes relativas ao patrocinador e ao laboratdrio

Nome e endereco do patrocinador, do laboratério e do director do estudo;

Indicacdo da origem dos olhos (por exemplo, da instalagdo na qual foram colhidos);

Condigdes de armazenagem e de transporte dos olhos (data-hora da colheita dos olhos, tempo decorrido até ao inicio
dos ensaios, etc.);

Se forem conhecidas, especificidades dos animais nos quais os olhos foram colhidos (idade, sexo, peso, etc. do animal

dador).

Justificagdo do método de ensaio e do protocolo utilizados
Integridade do método de ensaio

Processo utilizado para garantir a integridade (exactiddo e fiabilidade) do método de ensaio ao longo do tempo (por
exemplo, ensaio periddico das substincias para a demonstracio de competéncia, utilizacdo de dados histéricos das
amostras de controlo positivas e negativas, etc.).
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Critérios de aceitacdo de um ensaio
Se for aplicavel, intervalos aceitdveis das amostras de referéncia de controlo correspondentes, com base nos dados

historicos.

Condicdes de ensaio

Descrigdo do sistema de ensaio utilizado;

Microscépio com lampada de fenda utilizado (modelo, etc.);

Regulagdes do microscépio com lampada de fenda utilizado;

Informagdes sobre as cérneas de frango utilizadas, incluindo declaragdes sobre a qualidade das mesmas;
Pormenores sobre a execu¢do do ensaio;

Concentragdo ou concentragdes das substancias em estudo utilizadas;

Descricdo de eventuais modificacdes na execugdo do ensaio;

Referéncia a dados histéricos do modelo (amostras de controlo positivas e negativas, substancias para a demonstragio
de competéncia, substancias de referéncia, etc.);

Descricdo dos critérios de avaliagdo utilizados.

Resultados

Descri¢do de outros efeitos eventualmente observados;
Se adequado, fotografias dos olhos;

Discussdo dos resultados
Conclusdes
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Apéndice 1

DEFINICOES

Exactiddo: Grau de acordo entre os resultados do método de ensaio e os valores de referéncia aceites. Constitui uma
medida da eficiéncia do método e um dos aspectos da «adequacdo». Este termo e o termo «concordancia» sdo muitas vezes
utilizados indistintamente para indicar a proporcdo de resultados correctos do método de ensaio.

Substincia de referéncia: Substancia utilizada como padrdo de comparacdo com a substincia em estudo. Deve ter as
seguintes propriedades: i) origem ou origens uniformes e fidveis; ii) similaridade estrutural e funcional com a classe de
substancias em estudo; iii) caracteristicas fisico-quimicas conhecidas; iv) disponibilidade de dados sobre os efeitos co-
nhecidos; e v) poténcia conhecida situada na gama de reaccdo pretendida.

Cérnea: Parte transparente anterior do globo ocular que recobre a iris e a pupila e deixa passar a luz para o interior.

Opacidade da cérnea: Medicdo do grau de opacidade da cérnea depois de exposta a substancia em estudo. Um aumento
de opacidade da cornea ¢é indicador de lesdo da cornea.

Edema da cérnea: Medigio objectiva no ensaio ICE da dilatagio da cérnea apds exposicio a substincia em estudo. E
expressa em percentagem e calculada em relagdo as medigdes da linha de base de espessura da cdrnea efectuadas antes da
aplicagdo da substancia em estudo. A espessura € registada a intervalos regulares apds exposicdo a matéria em estudo no
ensaio ICE. O grau de edema da cérnea ¢ indicador do grau de lesio da cérnea.

Categoria 1 EPA: Acgdo corrosiva (destruicdo irreversivel do tecido ocular) ou afec¢do ou irritagdo da cdrnea que se
mantém durante mais de 21 dias (1).

Categoria R41 UE: Lesdo do tecido ocular ou degradacdo grave da visdo em consequéncia da aplicagdo da substancia em
estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias apds a aplicacio (2).

Taxa de falsos negativos: Propor¢io das substancias positivas que o método de ensaio considera erradamente negativas.
E um dos indicadores de eficiéncia dos métodos de ensaio.

Taxa de falsos positivos: Propor¢do das substincias negativas que o método de ensaio considera erradamente positivas.
E um dos indicadores de eficiéncia dos métodos de ensaio.

Retencio de fluoresceina: Medigdo subjectiva no ensaio ICE da propor¢do de fluoresceina sédica que, apds exposigdo a
substancia em estudo, é retida pelas células epiteliais da cornea. O grau de retencdo da fluoresceina ¢ indicador do grau de
lesdo do epitélio da cérnea.

GHS (Sistema Mundial Harmonizado de Classificacio e Rotulagem de Produtos Quimicos): Sistema (designado em
inglés por Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals) que propde a classificagdo dos produtos
quimicos (substancias e misturas) em fungdo de tipos e niveis normalizados de perigos fisicos, sanitdrios e ambientais e
trata ainda dos elementos de comunica¢do correspondentes, como pictogramas, palavras-sinal, adverténcias de perigo,
recomendagdes de prudéncia e fichas de dados de seguranca, de modo a transmitir informagdes sobre os efeitos

indesejéveis do produto em causa com vista a proteccdo das pessoas (empregadores, trabalhadores, transportadores,
consumidores, pessoal dos servicos de emergéncia, etc.) e do ambiente (3).

Categoria 1 GHS: Lesdo do tecido ocular ou degradagdo grave da visio em consequéncia da aplicagdo da substancia em
estudo na superficie anterior do olho, ndo totalmente reversivel nos 21 dias ap6s a aplicagdo (3).

Perigo: Propriedade intrinseca de um agente, ou de uma situacdo, susceptivel de causar efeitos adversos num organismo,
sistema ou (sub)populagdo que lhe seja exposta.
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Amostra de controlo negativa: Replicado ndo-tratado que contém todos os componentes do sistema de ensaio. Esta
amostra é ensaiada juntamente com as amostras tratadas com a substancia em estudo e as outras amostras de controlo,
para determinar se o solvente interage com o sistema de ensaio.

Substincia ndo-irritante: Substancia ndo classificada nas categorias I, Il ou IIl EPA nem nas categorias R41 ou R36 UE
nem nas categorias 1, 2A ou 2B GHS de irritantes oculares (1) (2) (3).

Substincia corrosiva ocular: a) Substincia que provoca lesdes irreversiveis dos tecidos do olho. b) Substancia classi-
ficada na categoria 1 GHS, na categoria I EPA ou na categoria R41 UE de irritantes oculares (1) (2) (3).

Substincia irritante ocular: a) Substincia que, aplicada na superficie anterior do olho, provoca altera¢des reversiveis no
olho. b) Substéncia classificada nas categorias I ou IIl EPA, na categoria R36 UE ou nas categorias 2A ou 2B GHS de
irritantes oculares (1) (2) (3).

Substincia fortemente irritante ocular: a) Substancia que, aplicada na superficie anterior do olho, provoca lesdes dos
tecidos do mesmo que ndo sdo reversiveis nos 21 dias ap6s a aplicacdo ou que provoca uma degradacdo grave da visdo.
b) Substancia classificada na categoria 1 GHS, na categoria I EPA ou na categoria R41 UE de irritantes oculares (1) (2) (3).

Amostra de controlo positiva: Replicado que contém todos os componentes do sistema de ensaio e foi tratado com
uma substincia que comprovadamente induz reac¢do positiva. Para que possa determinar-se a variabilidade no tempo da
reacgdo a esta amostra de controlo, essa reaccdo ndo deve ser excessivamente forte.

Fiabilidade: Medida em que, utilizando o mesmo protocolo, um método de ensaio pode ser continuadamente reprodu-
zido no mesmo laboratério e em laboratérios diferentes. A fiabilidade é avaliada com base nos valores calculados das
reprodutibilidades intralaboratorial e interlaboratorial, bem como da repetibilidade intralaboratorial.

Microscépio com limpada de fenda: Instrumento utilizado para examinar directamente uma imagem estereoscopica
saliente do olho com a amplia¢do de um microscépio binocular. No método de ensaio ICE, este instrumento ¢ utilizado
para observar as estruturas anteriores dos olhos de frango e para medir objectivamente a espessura da cérnea com um
dispositivo de medigdo de profundidade incorporado.

Amostra de controlo do solvente[veiculo: Amostra ndo-tratada que contém todos os componentes do sistema de
ensaio, incluindo o solvente ou veiculo, e é ensaiada, juntamente com as amostras tratadas com a substincia em estudo e
as outras amostras de controlo, para estabelecer a linha de base de reacgdo para as amostras tratadas com a substancia em
estudo, dissolvida no mesmo solvente ou veiculo. Quando ensaiada com uma amostra de controlo negativa correspon-
dente, esta amostra também permite determinar se o solvente ou veiculo interage com o sistema de ensaio.

Ensaio por etapas: Estratégia sequencial de ensaio em que, seguindo uma ordem estabelecida, se avalia toda a informagdo
disponivel sobre a substancia em estudo, por um processo baseado na ponderacio da suficiéncia de prova em cada etapa,
com o objectivo de determinar se existe informagdo suficiente para uma decisdo de classificacdo de perigosidade antes de
passar a etapa seguinte. Se a informacdo existente possibilitar a atribui¢do de um potencial de irritagdo a substancia em
estudo, ndo serdo necessdrios mais ensaios. Se a informagdo existente ndo possibilitar a atribuicio de um potencial de
irritacdo a substancia em estudo, proceder-se-d a uma série de ensaios sequenciais em animais até ser possivel atribuir uma
classificacdo inequivoca.

Método de ensaio validado: Método de ensaio relativamente ao qual foram concluidos estudos de validacdo com vista a
determinar a adequacio (incluida a exactidio) e fiabilidade para uma finalidade especifica. £ importante referir que um
método de ensaio validado pode ndo ser suficientemente exacto e fidvel para ser considerado aceitdvel para a finalidade
pretendida.

Ponderacio da suficiéncia da prova: Processo que consiste em ponderar os pontos fortes e os pontos fracos dos vdrios
elementos de informagdo com vista a chegar-se a uma conclusdo fundamentada sobre o potencial de perigosidade da
substancia.
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Apéndice 2

SUBSTANCIAS RECOMENDADAS PARA A DEMONSTRACAO DE COMPETENCIA TECNICA NO METODO DE ENSAIO
EM OLHOS DE FRANGO ISOLADOS (ICE)

Antes de um método de ensaio conforme ao presente método passar a ser utilizado por rotina, os laboratdrios podem
pretender comprovar a sua competéncia técnica identificando correctamente a classificagdo de corrosividade ocular das
dez substancias recomendadas no quadro 1. Estas substancias foram seleccionadas de modo a representarem a gama de
reacgdes de irritacdo/corrosdo ocular local obtida no ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405) (ou seja, as categorias 1,
2A, 2B ou nio classificado nem rotulado do sistema GHS da ONU (3) (7)). Porém, atendendo a utilizacdo destes ensaios
que se encontra validada (unicamente a identificagdo de substancias corrosivas/fortemente irritantes oculares), apenas hd
que demonstrar competéncia em relacdo a dois resultados classificativos obtidos no ensaio (corrosivo/fortemente irritante
ou nio-corrosivo/ndo fortemente irritante). Outros critérios de seleccdo foram a disponibilidade da substancia no comér-
cio, a existéncia de dados de referéncia in vivo de alta qualidade e a existéncia de dados de alta qualidade relativos aos dois
métodos in vitro para os quais estdo a ser elaboradas directrizes de ensaio (test guidelines). Foi nesta base que se
seleccionaram substancias irritantes da lista recomendada pelo ICCVAM de 122 substncias de referéncia para a validagdo
de métodos de ensaio de toxicidade ocular in vitro (ver o apéndice H: ICCVAM Recommended Reference Substances List) (4).
Os Background Review Documents do ICCVAM (18) (19) contém dados de referéncia relativos aos métodos BCOP (método
de ensaio de opacidade e permeabilidade da cérnea em bovinos) e ICE.

Quadro 1

Substancias recomendadas para a demonstracdo de competéncia técnica no método ICE

Substancia quimica N.° CAS (CASRN) | Classe quimica (*) Fase Classvigga(%;‘io in Classificacao in vitro (%)
Cloreto de benzalco- | 8001-54-5 | Sal de amoénio Liquida Categoria 1 | Corrosivo[Fortemente irri-
nio (5 %) quaternario tante
Clorexidina 55-56-1 Amina, Ami- Sélida Categoria 1 Corrosivo[Fortemente irri-

dina tante
Acido dibenzoil-L-tar- | 2743-38-6 Acido carbo- Solida Categoria 1 | Corrosivo[Fortemente irri-
tarico xilico, Ester tante
Imidazole 288-32-4 Composto he- Sélida Categoria 1 Corrosivo[Fortemente irri-
terociclico tante
Acido  tricloroacético 76-03-9 Acido carbo- Liquida Categoria 1 Corrosivo[Fortemente irri-
(30 %) xilico tante
Cloreto de 2,6-diclo- | 4659-45-4 | Halogeneto de Liquida Categoria 2A | Nao-corrosivo/Nio forte-
robenzoilo acilo mente irritante
2-Metilacetoacetato de 609-14-3 Cetona, Ester Liquida Categoria 2B | Nao-corrosivo/Nao forte-
etilo mente irritante
Nitrato de aménio 6484-52-2 | Sal inorgénico Solida Categoria 2A | Nao-corrosivo/Nio forte-
mente irritante
Glicerol 56-81-5 Alcool Liquida Nio atribuida | Nao-corrosivo/Nao forte-
mente irritante
n-Hexano 110-54-3 Hidrocarbo- Liquida Nio atribuida | Nao-corrosivo/Nao forte-
neto mente irritante
(aciclico)

Abreviaturas: CASRN = Niimero de registo do Chemical Abstracts Service.
(") As substincias foram classificadas em classes quimicas segundo um sistema normalizado, com base nos Medical Subject Headings
(«classificadores de temas médicos», MeSH) da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos da América (http//www.nlm.nih.gov/

[mesh).

() Com base nos resultados do ensaio ocular in vivo no coelho (TG 405 da OCDE) e no sistema GHS da ONU (3) (7).

(}) Com base nos resultados obtidos pelos métodos BCOP e ICE.
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Apéndice 3

Diagramas dos suportes oculares e do aparelho de superfusio para o método ICE

(Ver em Burton et al. (17) uma descricdo genérica dos suportes oculares e do aparelho de superfusdo para o método ICE)

DESCRICAO

1 SAIDA DE AGUA TEPIDA

2 PORTINHOLA DESLIZANTE

3 APARELHO DE SUPERFUSAO

4 INSTRUMENTO DE MEDICAO OPTICA

5 ENTRADA DE AGUA TEPIDA

6 SOLUCAO SALINA

7 AGUA TEPIDA

8 ENTRADA DE SOLUCAO SALINA

9 COMPARTIMENTO

10 SUPORTE OCULAR

11 OLHO DE FRANGO

12 SAIDA DE SOLUCAO SALINA

13 PARAFUSO DE REGULACAO

14 BRACO SUPERIOR REGULAVEL
SUPORTE OCULAR 15 BRACO INFERIOR FIXO»




