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(Actos cuya publicacion es una condicién para su aplicabilidad)

DIRECTIVA 2004/73/CE DE LA COMISION
de 29 de abril de 2004

por la que se adapta, por vigésima novena vez, al progreso técnico la Directiva
67/548/CEE del Consejo relativa a la aproximacion de las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas en materia de clasificacion, embalaje y etiquetado de
las sustancias peligrosas

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 67/548/CEE del Consejo, de 27 de junio de 1967, relativa a la
aproximacién de las disposiciones legales, reglamentarias y administrativas en materia de
clasificacién, embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas', y, en particular, su
articulo 28,

Considerando lo siguiente:

(1) El anexo I de la Directiva 67/548/CEE contiene una lista de sustancias peligrosas,
junto con detalles sobre los procedimientos de clasificacion y etiquetado de cada
sustancia. Dicha lista debe actualizarse para incluir otras nuevas sustancias notificadas
y otras sustancias existentes, asi como para adaptar al progreso técnico las entradas
existentes en aspectos como la fijacién de limites de concentracién de ciertas
sustancias en el medio ambiente. En consecuencia, también es necesario suprimir las
entradas correspondientes a determinadas sustancias y dividir algunas otras porque la
clasificaciéon ya no es aplicable a todas las sustancias incluidas en dichas entradas.
Debe cambiarse el etiquetado de las sustancias que contienen 1,3-butadieno a fin de
tener en cuenta la clasificacién de esta sustancia como mutdgeno en virtud de la
presente Directiva.

2) El anexo V de la Directiva 67/548/CEE establece los métodos de determinacion de las
propiedades fisicoquimicas, la toxicidad y la ecotoxicidad de las sustancias y
preparados. Es necesario modificar dicho anexo para reducir al minimo el nlimero de
animales utilizados en los experimentos, de acuerdo con la Directiva 86/609/CEE del
Consejo, de 24 de noviembre de 1986, relativa a la aproximacion de las disposiciones
legales, reglamentarias y administrativas de los Estados Miembros respecto a la

DO 196 de 16.8.1967, p. 1. Directiva cuya ultima modificacién la constituye la Directiva 2001/59/CE de
la Comision (DO L 225 de 6.8.2001, p. 1).
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proteccién de los animales utilizados para experimentacién y otros fines cientificos”.
Por lo tanto, deben revisarse los métodos de los capitulos B.1, B.4, B.5, B.31 y B.35
aplicados al estudio de la toxicidad oral subcronica. Por otra parte, debe afiadirse al
anexo V el capitulo B.42 para disponer de un método refinado sobre toxicidad oral
subcrénica. Finalmente, deben afiadirse el capitulo A.21 sobre propiedades
fisicoquimicas, el capitulo B.43 sobre toxicidad oral subcrénica y los capitulos C.21 a
C.24 sobre toxicidad medioambiental, para que puedan determinarse propiedades que
hasta ahora no estaban suficientemente contempladas por los métodos del anexo V.

Las medidas adoptadas en la presente Directiva se ajustan al dictamen del Comité de
adaptacion al progreso técnico de las Directivas destinadas a eliminar las barreras
técnicas al comercio de sustancias y preparados peligrosos,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

La Directiva 67/548/CEE quedard modificada de la manera siguiente:

(D

2)

El anexo I quedard modificado como sigue:
(a) lanota K del prélogo se sustituird por el texto recogido en el anexo 1A;

(b) las entradas correspondientes a las recogidas en el anexo 1B de la presente
Directiva se sustituirdn por el texto que figura en dicho anexo;

(¢) las entradas que figuran en el anexo 1C de la presente Directiva se afiadirdn
siguiendo el orden de las entradas incluidas en el anexo I de la Directiva
67/548/CEE,;

(d) se suprimiran las entradas de los ndmeros de clasificacién 604-050-00-X, 607-
050-00-8, 607-171-00-6 y 613-130-00-3;

() la entrada del nimero de clasificacion 048-002-00-0 se sustituird por las
entradas de los nimeros de clasificaciéon 048-002-00-0 y 048-011-00-X que
figuran en el anexo 1D de la presente Directiva;

(f) la entrada del nimero de clasificacién 609-006-00-3 se sustituird por las
entradas de los ndmeros de clasificacion 609-006-00-3 y 609-065-00-5 que
figuran en el anexo 1D de la presente Directiva;

(g) la entrada del numero de clasificacion 612-039-00-6 se sustituird por las
entradas de los nameros de clasificacion 612-039-00-6 y 612-207-00-9 que
figuran en el anexo 1D de la presente Directiva.

El anexo V quedard modificado como sigue:

(a) se afnadird como capitulo A.21 el texto que figura en el anexo 2A de la presente
Directiva;

(b) el capitulo B.1 bis se sustituird por el texto que figura en el anexo 2B de la
presente Directiva;

2

DO L 358 de 18.12.1986, p. 1. Directiva cuya ultima modificacion la constituye la Directiva 2003/65/CE
del Parlamento Europeo y del Consejo (DO L 230 de 16.9.2003, p. 32).
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(c) el capitulo B.1 #ris se sustituird por el texto que figura en el anexo 2C de la
presente Directiva;

(d) el capitulo B.4 se sustituird por el texto que figura en el anexo 2D de la
presente Directiva;

() el capitulo B.5 se sustituird por el texto que figura en el anexo 2E de la
presente Directiva;

(f) el capitulo B.31 se sustituird por el texto que figura en el anexo 2F de la
presente Directiva;

(g) el capitulo B.35 se sustituird por el texto que figura en el anexo 2G de la
presente Directiva;

(h) se afiadird como capitulos B.42 y B.43 el texto que figura en el anexo 2H de la
presente Directiva;

(i)  se afiadird como capitulos C.21 a C.24 el texto que figura en el anexo 21 de la
presente Directiva.

Articulo 2

1. Los Estados miembros pondrdn en vigor las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas necesarias para dar cumplimiento a lo dispuesto en la presente
Directiva a més tardar el 31 de octubre de 2005. Comunicardn inmediatamente a la
Comision el texto de las mencionadas disposiciones, asi como un cuadro de
correspondencias entre las mismas y la presente Directiva. Cuando los Estados
miembros adopten las citadas disposiciones, €stas hardn referencia a la presente
Directiva o irdn acompafiadas de dicha referencia con ocasién de su publicacién
oficial. Los Estados miembros establecerdn las modalidades de la mencionada
referencia.

2. Los Estados miembros comunicardn a la Comisién el texto de las principales
disposiciones de Derecho interno que adopten en el dmbito regulado por la presente
Directiva.

Articulo 3

La presente Directiva entrard en vigor el vigésimo dia siguiente al de su publicacién en el
Diario Oficial de la Unién Europea.

Articulo 4

Los destinatarios de la presente Directiva serdn los Estados miembros.

Hecho en Bruselas, el 29 de abril de 2004.

Por la Comision

Margot WALLSTROM
Miembro de la Comision
El Presidente
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ANEXO 1A
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Nota K:

No es necesario aplicar la clasificacién como carcinégeno o mutigeno, si puede
demostrarse que la sustancia contiene menos del 0,1 % en peso de 1,3-butadieno
(ndmero Einecs 203-450-8). Si la sustancia no estd clasificada como carcinégeno o
mutdgeno, deberdn aplicarse como minimo las frases S (2-)9-16. Esta nota sélo se aplica
a determinadas sustancias complejas derivadas del carbon y del petréleo incluidas en el
anexo L.
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ANEXO 2A
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A.21. PROPIEDADES COMBURENTES (LIQUIDOS)

1. METODO

1.1 INTRODUCCION

El presente método se ha disefado para medir el potencial de una sustancia liquida de incrementar la
velocidad o la intensidad de combustién de una sustancia combustible, o de provocar la inflamabilidad
espontinea cuando se mezcla homogéneamente con una sustancia combustible. Se funda en el ensayo de la
ONU de lfquidos comburentes (1) y ambos son equivalentes. No obstante, dado que el método A.21 se ha
disefiado ante todo para cumplir los requisitos establecidos en la Directiva 67/548/CEE, es suficiente
efectuar la comparacion con una sola sustancia de referencia. Si estd previsto emplear los resultados del
ensayo para otros fines', puede ser necesario realizar el ensayo y la comparacion con varias sustancias de
referencia.

Si el andlisis de la férmula estructural excluye toda duda razonable de que la sustancia pueda reaccionar
exotérmicamente con un material combustible, no serd preciso realizar el ensayo.

Antes de llevar a cabo el ensayo, conviene disponer de informacién preliminar sobre las posibles
propiedades explosivas de la sustancia.

Este ensayo no puede realizarse con sélidos, gases, sustancias explosivas o altamente inflamables ni
perdxidos orgédnicos.

Si ya se dispone de los resultados del ensayo de la ONU de liquidos comburentes (1) para la sustancia en
cuestidn, no serd necesario realizar el presente ensayo.

1.2 DEFINICIONES Y UNIDADES

Tiempo medio de aumento de la presion: media de los tiempos medidos para que la presion de la mezcla
de ensayo aumente de 690 kPa a 2070 kPa (presion manométrica).

1.3 SUSTANCIA DE REFERENCIA

La sustancia de referencia ha de ser dcido nitrico acuoso (pureza de grado analitico) al 65% (p/p)z.
Si el experimentador prevé que los resultados del ensayo pueden emplearse para otros fines', cabe realizar
el ensayo con otras sustancias de referencia’.

1.4 PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se mezcla el liquido que va a estudiarse en proporcién de 1/1, en masa, con celulosa fibrosa y se introduce
en un recipiente a presion. Si se produce una combustién espontdnea durante la mezcla o la introduccién,
no es necesario proseguir el ensayo.

En caso contrario, se lleva a cabo el ensayo completo. Se calienta la mezcla en el recipiente a presion y se
mide el tiempo medio que tarda la presion en aumentar de 690 kPa a 2070 kPa (presién manométrica). Se
compara el resultado con el tiempo medio de aumento de la presién de una mezcla 1/1 de la sustancia o
sustancias de referencia y celulosa.

1.5 CRITERIOS DE CALIDAD

En una serie de cinco pruebas con fa misma sustancia ningtin resultado debe diferir en mas del 30 % de la
media aritmética. En caso contrario, es preciso descartar los resultados que difieran en mds del 30 % de la
media aritmética, mejorar la técnica de mezcla e introduccidn y repetir el ensayo.

por ejemplo, en el marco de las normas de transporte de la ONU.
? Debe valorarse el 4cido antes del ensayo para confirmar su concentracion.
* Por ejemplo, en la referencia bibliografica 1 se emplean dcido percidrico al 50% (p/p) y clorato de sodio al 40% (p/p).
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1.6 DESCRIPCION DEL METODO
1.6.1 Preparacion
1.6.1.1 Sustancia combustible

Se emplea como material combustible celulosa fibrosa deshidratada, cuyas fibras tengan una longitud
comprendida entre 50 y 250 um y un didmetro medio de 25 um. * La celulosa se deshidrata hasta peso
constante en una capa de espesor miximo de 25 mm a 105 °C durante 4 horas y se conserva en un
desecador, con desecante, hasta que se enfrfe y vaya a utilizarse. El contenido acuoso de la celulosa
deshidratada ha de ser inferior al 0,5% de la masa deshidratada’. Si es preciso, se prolonga el tiempo de
deshidratacién®, Debe emplearse el mismo lote de celulosa para todo el ensayo.

1.6.1.2 Equipo
1.6.1.2.1 Recipiente a presién

Se necesita un recipiente a presion, formado por un cilindro de acero de 89 mm de largo y 60 mm de
didmetro exterior (véase la figura 1). Se practican dos rebajes planos diametralmente opuestos (que
reducen esa seccidn transversal del recipiente a 50 mm) para inmovilizarlo mientras se ajustan la pieza de
encendido y la de sujecidn del diafragma de seguridad. El recipiente ha de tener una luz de 20 mm, que se
ensanchard a ambos extremos del cilindro rebajando las paredes internas en una longitud de 19 mm y se
fileteard de manera que pueda alojar una rosca del tipo British Standard Pipe (BSP) de 1" o su equivalente
métrico. En la superficie convexa del recipiente, a 35 mm de un extremo y a 90° de los rebajes planos, se
enrosca un tubo lateral que servird para medir la presion. El extremo del tubo estard provisto de una rosca
de 1/2" BSP (o su equivalente métrico), que se ajustard en una cavidad de 12 mm de profundidad
practicada en la pared del recipiente y fileteada debidamente. Si es necesario, se sella con un material
inerte para evitar la fuga de gas. El tubo lateral sobresale 55 mm del recipiente a presién y tiene una luz de
6 mm. La cara interna del extremo libre del tubo se rebaja y filetea para que pueda alojar un transductor de
presion de tipo diafragmdtico. Puede emplearse cualquier medidor de presién que no sufra alteraciones
debido a los gases calientes ni a los productos de descomposicién y que pueda detectar aumentos de
presion de 690 a 2070 kPa en menos de 5 ms.

Se cierra el extremo del recipiente més alejado del tubo lateral con una pieza de encendido provista de dos
electrodos, uno de ellos aislado del cuerpo de la pieza y el otro unido a masa con éste. El otro extremo del
recipiente se obtura con un diafragma de seguridad (presién aproximada de rotura: 2200 kPa), que se
mantiene en su lugar mediante una pieza de sujecidon que presenta una luz de 20 mm. Si es necesario, se
sella la pieza de encendido con material inerte para evitar la fuga de gas. Para mantener el conjunto en la
posicién correcta durante la utilizacién, se emplea un soporte de acero suave (figura 2), que suele estar
formado por una base de 235 mm x 184 mm x 6 mm y un tubo hueco de seccién cuadrada (70 mm x 70
mm x 4 mm) de 185 mm de longitud.

En uno de los extremos del tubo cuadrado se seccionan dos caras opuestas, de manera que se obtenga un
tubo de 86 mm de largo prolongado por dos lados planos a modo de patas, que se cortan para que, una vez
soldado a la base, el tubo forme un dngulo de 60° con la horizontal. En el extremo superior de una de las
caras del tubo se practica una muesca de 22 mm de ancho y 46 mm de profundidad, de manera que, al
colocar el recipiente a presién en el soporte con la pieza de encendido hacia abajo, el tubo lateral para
medir la presién quede alojado en ella. En la cara interna de la pared del tubo orientada hacia abajo se
suelda una pieza de acero de 30 mm de ancho y 6 mm de grueso para que sirva de separador. En la pared
opuesta se hacen dos orificios y se enroscan dos tomillos de palomilla de 7 mm para fijar el recipiente a
presion. Para sujetar el recipiente desde abajo, se sueldan dos rebordes de acero de 12 mm de ancho y 6
mm de grueso a los laterales de la parte inferior de la seccidén cuadrada.

4 Por ejemplo, celulosa en polvo para columna de cromatografia Whatman CF 11, n® de catdlogo 4021 050.
5 . . . s -
Confirmado, por ejemplo, mediante valoracién de Karl-Fisher.
% También puede obtenerse ese contenido acuoso (por ejemplo) calentando ta celulosa a 105 °C al vacio durante 24 h.
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1.6.1.2.2 Dispositivo de ignicion

El dispositivo de ignicion estd integrado por un hilo de Ni/Cr de 25 c¢m de largo y 0,6 mm de seccion, con
una resistencia de 3,85 ohm/m. El hilo se enrolla en forma de bobina con una varilla de 5 mm de didmetro
y se une a los electrodos de la pieza de encendido. La bobina ha de ajustarse a uno de los esquemas de la
figura 3. La distancia entre la cara superior de la pieza de encendido y la cara inferior de la bobina de
ignicidn debe ser de 20 mm. Si los electrodos no son regulables, los segmentos de hilo que se encuentran
entre la bobina y la cara superior de la pieza de encendido deben aislarse con un revestimiento cerdmico. El
hilo se calienta mediante una alimentacién eléctrica estable que proporcione una intensidad de 10 A como
minimo.

1.6.2 Realizacién del ensayo’

Se coloca en el soporte el recipiente montado con el transductor de presion y el dispositivo de ignicidn,
pero sin el diafragma de seguridad, con la pieza de encendido hacia abajo. Se introducen 2,5 g del liquido
que vaya a someterse a ensayo y 2,5 g de celulosa deshidratada en una copa de vidrio y se mezclan con un
agitador de cristal®, Por motivos de seguridad, la persona que realice la mezcla debe interponer una
pantalla protectora. Si se produce una combustién espontdnea durante la mezcla o la introduccidn, no es
necesario proseguir el ensayo. Se introduce la mezcla en pequefias cantidades en el recipiente a presion
dando ligeros golpecitos y se comprueba que la mezcla rodea bien y estd en contacto con la bobina de
ignicidn sin dejar hueco. La bobina no debe deformarse durante este proceso, pues ello podria falsear los
resultados’. Se coloca en su lugar el diafragma de seguridad y se enrosca al maximo la pieza de sujecion.
Se coloca el recipiente cargado en el soporte con el disco de seguridad hacia arriba y se introduce el
conjunto en una campana extractora blindada o una camara de fuego. Se conectan los bornes externos de la
pieza de encendido a una alimentacidn eléctrica y se aplica una corriente de 10 A. No deben transcurrir
mds de 10 minutos entre el inicio de la preparacion de la mezcla y el momento en que se aplica la
corriente.

La sefial emitida por el transductor de presion se recoge en un sistema que permita el registro continuo de
la curva presidn/tiempo y su andlisis (por ejemplo, un registrador de sefiales transitorias acoplado a un
registrador sobre cinta de papel). Se calienta la mezcla hasta que se rompa el diafragma de seguridad o
durante un tiempo minimo de 60 s. Si no se ha roto el diafragma, debe esperarse a que la mezcla se enfrie
antes de abrir el recipiente con prudencia y tomando las debidas precauciones por si estuviera aln a
presion. Se realizan cinco ensayos con la mezcla y con la sustancia o sustancias de referencia. Se registra el
tiempo que tarda la presion en aumentar de 690 kPa a 2070 kPa (presién manométrica). Se calcula la media
de los tiempos registrados.

En algunos casos, las sustancias pueden generar un aumento de presién (demasiado elevado o demasiado
escaso) debido a reacciones quimicas que no son caracteristicas de las propiedades comburentes de dichas
sustancias. Puede entonces ser necesario repetir el ensayo sustituyendo la celulosa por un material inerte,
como la diatomita (kieselguhr), para cerciorarse de que no se trata de un efecto no comburente.

7 Las mezclas de sustancias comburentes y celulosa deben tratarse como potencialmente explosivas y manipularse con las
debidas precauciones.
*En I prictica, puede prepararse una mezcla 1/1 de liquido problema y celulosa en cantidad superior a la necesaria para
el ensayo, tomar 5 £ 0,1 g e introducirlos en el recipiente a presiéon. La mezcla debe prepararse justo antes de cada
ensayo.

Debe evitarse sobre todo que entren en contacto las circunvoluciones adyacentes de la bobina.



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/154
2 RESULTADOS
Tiempos de aumento de la presién con la sustancia de ensayo y con la sustancia o sustancias de referencia.
Tiempos de aumento de la presién con una sustancia inerte, si procede.
2.1 TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Se calcula el tiempo medio de aumento de la presién con la sustancia de ensayo y con la sustancia o
sustancias de referencia.
Se calcula el tiempo medio de aumento de la presion con una sustancia inerte, si procede.

El cuadro 1 recoge algunos ejemplos de resultados.

Cuadro 1
Ejemplos de resultados @
Tiempo medio de aumento de
Sustancia la presién con una mezcla de
1/1 de celulosa

(ms)
Acido nitrico, 65 % 47679
Acido perciérico, 50 % 121¥
Acido perciérico, 55 % 59
Bicromato de amonio, en solucidén acuosa saturada 20800
Clorato de sodio, en solucién acuosa al 40 % 25559
Nitrato de calcio, en solucién acuosa saturada 6700
Nitrato férrico, en solucién acuosa saturada 4133
Nitrato de niquel, en solucién acuosa saturada 6250
Nitrato de plata, en solucidén acuosa saturada o
Nitrato de potasio, en solucién acuosa al 30 % 26690
Nitrato de sodio, en solucidén acuosa al 45 % 4133
Perclorato de litio, en solucidn acuosa saturada 1686
Perclorato de magnesio, en solucién acuosa saturada 777
Sustancia inerte
Agua/celulosa o

a) Valor medio de ensayos interlaboratorios comparados

b) No se alcanza la presion médxima de 2070 kPa

¢) Las soluciones saturadas deben prepararse a 20 °C

d) Véase la referencia bibliogréfica (1) para la clasificacién segin el régimen de transporte de la ONU
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3 INFORME

3.1 INFORME DEL ENSAYO
En el informe del ensayo debe figurar la informacidn siguiente:

— identidad, composicidn, pureza, etc. de la sustancia de ensayo;

— concentracion de la sustancia de ensayo;

— procedimiento empleado para deshidratar la celulosa;

— contenido acuoso de la celulosa empleada;

— resultados de las mediciones;

— resultados de los ensayos con la sustancia inerte, si procede;

— tiempos medios calculados de aumento de la presion;

— cualquier desviacidn respecto al presente método y justificacion correspondiente;

— cualquier informacién u observacién complementaria importante para interpretar los resultados;

3.2 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS '
La evaluacion de los resultados del ensayo se fundard en los siguientes criterios:
a) la mezcla de sustancia de ensayo y celulosa se inflama espontdneamente o no;

b) la comparacién del tiempo medio de aumento de la presién de 690 kPa a 2070 kPa con el tiempo
medio correspondiente a la sustancia o sustancias de referencia.

Se considerard que una sustancia liquida es comburente si:

a) una mezcla de 1/1 en masa de dicha sustancia y celulosa se inflama espontidneamente o

b) el tiempo medio de aumento de la presidén de una mezcla de 1/1 en masa de dicha sustancia y celulosa
es inferior o igual al tiempo medio de una mezcla de 1/1 en masa de dcido nitrico acuoso al 65% (p/p)

y celulosa.

Con el fin de evitar falsos positivos, a la hora de interpretar los resultados deben tomarse en consideracién
los resultados del ensayo con la sustancia y un material inerte.

4 BIBLIOGRAFIA

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria. 3* edicién
revisada. Publicacién de la ONU n® ST/SG/AC.10/11/Rev. 3, 1999, p. 342. Test O.2: Test for oxidizing
liquids.

10 ¢4 N . . .
Véase la referencia bibliogrfica 1 para la interpretacién de los resultados conforme a las normas de transporte de la
ONU en caso de que se utilicen varias sustancias de referencia.
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Recipiente a presion
(A) Cuerpo del recipiente a presion (B) Sujecién del diafragma de seguridad (C) Pieza de encendido
(D) Junta de plomo blando (E) Diafragma de seguridad (F) Tubo-toma de presién
(G) Rosca para transductor de presion (H) Junta (J) Electrodo aislado
(K) Electrodo unido a masa (L) Aislamiento (M) Cono de acero

(N) Ranura de deformacion de la junta
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Figura 3

Dispaositive de ignicion

(A) Bobina de ignicién (B) Aislamiento (C) Electrodos (D) Pieza de encendido

Nota: cualquiera de estas dos configuraciones puede ser utilizada.
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ANEXO 2B
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B.1 BIS. TOXICIDAD ORAL AGUDA. METODO DE DOSIS F1JAS

1. METODO

El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 420 (2001).

1.1 INTRODUCCION

Los métodos tradicionales para evaluar la toxicidad aguda utilizan la muerte de los animales como pardmetro. En 1984 la
British Toxicology Society propuso un nuevo enfoque de los ensayos de toxicicad aguda basado en la administracién de una
serie de dosis fijas (1) Este enfoque evitaba recurrir a la muerte de los animales como pardmetro y se basaba, en cambio, en
la observacidn de signos claros de toxicidad a un nivel determinado de una serie de dosis fijas. Tras una serie de estudios de
validacidn in vivo britdnicos (2) e internacionales (3), este procedimiento fue adoptado como método de ensayo en 1992.
Posteriormente, se han evaluado las propiedades estadisticas del método de dosis fijas utilizando modelos matemadticos en
una serie de estudios (4) (5) (6). Conjuntamente, los estudios in vivo y los basados en modelos han demostrado que el
procedimiento es reproducible, requiere menos animales y causa menos sufrimiento que los métodos tradicionales. Al
mismo tiempo, permite clasificar las sustancias de manera parecida a los otros métodos de ensayo de toxicidad aguda.

En el Guidance Document on Acute Oral Toxicity Testing (7) se dan directrices sobre la seleccion del método de ensayo
mds adecuado en funcidn del objetivo. Ademds, en este documento orientativo se facilita informacién complementaria sobre
la realizacién e interpretacién del método de ensayo B.1bis.

Es un principio del método que en el estudio principal sélo se empleen dosis moderadamente tdxicas y que se evite la
administracion de dosis que se prevean letales. Asimismo, no es necesario administrar dosis de las que se sepa que producen
dolor y sufrimiento acusados por sus efectos corrosivos o muy irritantes. Los animales moribundos o que den muestras
claras de dolor o muestren signos de sufrimiento intenso y continuo serdn sacrificados de forma compasiva y en la
interpretacion de los resultados serdn considerados de la misma manera que los que hayan muerto durante el ensayo. En
otro documento orientativo (8) se dan criterios para tomar la decisién de matar animales moribundos o sometidos a
sufrimiento intenso y directrices para reconocer cudndo la muerte es previsible o inminente.

El método aporta informacién sobre las propiedades peligrosas y permite clasificar las sustancias de acuerdo con el Sistema
Armonizado Mundial (SAM) (Globally Harmonised System (GHS)) de clasificacién de sustancias quimicas que causan
toxicidad aguda (9)

El laboratorio que haga los ensayos debe tener en cuenta toda la informacion disponible sobre la sustancia estudiada antes
de llevar a cabo la prueba. Tal informacién incluird la identidad y la estructura quimica de la sustancia, sus propiedades
fisicoquimicas, los resultados de otros ensayos de toxicidad in vitro o in vivo, los datos toxicolégicos sobre otras sustancias
estructuralmente relacionadas, y el uso o usos previstos de la sustancia. Esta informacién es necesaria para que todos los
afectados puedan estar seguros de que el ensayo es pertinente para la proteccion de la salud humana y ayuda a la seleccion
de una dosis inicial adecuada.

1.2 DEFINICIONES

Toxicidad oral aguda: efectos nocivos que se manifiestan tras la administracién oral de una dosis tGnica de la sustancia o
de dosis multiples dadas dentro de un perfodo de 24 horas.

Muerte retardada significa que el animal no muere ni parece moribundo en el plazo de 48 horas sino que muere mas tarde
durante el perfodo de observacién de 14 dias.

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo administrada, La dosis se expresa en peso de la sustancia de ensayo por unidad de
peso del animal sometido al experimento (por ejemplo, mg/kg).

Toxicidad manifiesta es un término general que describe signos claros de toxicidad tras la administracién de una sustancia
(véanse ejemplos en (3)). de tal manera que a la dosis fija inmediatamente superior pueden preverse en la mayoria de los
animales dolores fuertes y signos continuados de sufrimiento grave, agonfa (véanse los criterios al respecto en Humane
Endpoints Guidance Document (8)) o muerte probable.
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1.3

14.1

1.4.2

SAM: Sistema Armonizado Mundial (Globally Harmonised System (GHS)) de clasificacion y etiquetado de productos
quimicos. Actividad conjunta de la OCDE (salud humana y medio ambiente), el Comité de Expertos en Transporte de
Mercaderias Peligrosas de las Naciones Unidas (propiedades fisico-quimicas) y la OIT (comunicacion de peligros),
coordinada por el Programa Interorganismos para la Gestidn Racional de Sustancias Quimicas (IOMC, en sus siglas
inglesas).

Muerte inminente: fase en la que se prevé que el animal muera o entre en la agonia antes del siguiente momento de
observacion previsto. Entre los signos que indican esta situacion en los roedores cabe citar: convulsiones, posicién lateral,
posicién yacente y temblores. (Véase el Humane Endpoint Guidance Document (8) para mds informacion).

DLy (dosis letal mediana): dosis Gnica, obtenida por estadistica, de una sustancia capaz de provocar la muerte del 50 % de
los animales a los que se haya administrado por via oral. El valor de ta DLs; se expresa en peso de la sustancia por unidad
de peso del animal (mg/kg).

Dosis limite: dosis del limite méaximo del ensayo (2 000 o 5 000 mg/kg).

Agonia: situacién en la que el animal se estd muriendo o es incapaz de sobrevivir aunque reciba tratamiento. (Véase el
Humane Endpoint Guidance Document (8) para mds informacion).

Muerte previsible: presencia de signos clinicos que indican la muerte en un momento conocido del futuro antes de la
terminacién prevista del experimento, por ejemplo: incapacidad de alcanzar alimentos o agua. (Véase el Humane Endpoint
Guidance Document (8) para mds informacion).

PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se administran de manera gradual a grupos de animales de un solo sexo dosis fijas de 5, 50, 300 y 2.000 mg/kg
(excepcionalmente podria considerarse una dosis adicional de 5 000 mg/kg, véase la seccién 1.6.2). La dosis inicial se
determina basdndose en un estudio preliminar y consiste en la que se prevé que produzca ciertos signos de toxicidad sin
causar efectos toxicos graves ni mortalidad. En un documento orientativo aparte de la OCDE (8) se describen de manera
detallada las afecciones y los signos clinicos que denotan dolor, sufrimiento y muerte inminente. Pueden darse dosis mds
altas o mds bajas a otros grupos de animales segin la presencia o ausencia de signos de toxicidad o mortalidad. Este
procedimiento continda hasta que se determina la dosis que causa toxicidad manifiesta o s6lo una muerte o cuando no se
observan efectos a la dosis mds alta o cuando ocurren muertes a la dosis mds baja.

DESCRIPCION DEL METODO
Seleccion de la especie animal

La especie de preferencia entre los roedores es la rata, aunque pueden utilizarse otras especies de roedores. Normalmente se
emplean hembras (7). Se hace asi porque la bibliografia sobre los ensayos convencionales de DLsy muestra que
normalmente hay poca diferencia en cuanto a sensibilidad entre los sexos, pero, en los casos en que se observan diferencias,
las hembras son generalmente un poco mads sensibles (10). Sin embargo, si se conocen propiedades toxicoldgicas o
toxicocinéticas de sustancias quimicas estructuralmente relacionadas que indiquen que es probable que los machos sean mds
sensibles, deberd utilizarse este sexo. Cuando el ensayo se haga con machos, deberd justificarse adecuadamente.

Hay que utilizar animales adultos jévenes y sanos de una cepa de laboratorio corriente. Las hembras deben ser nuliparas y
no grdvidas. El animal, al inicio de la administracién de la sustancia, debe tener entre 8 y 12 semanas de edad y su peso
debe estar en un intervalo del + 20% del peso medio de los animales a los que previamente se haya administrado la
sustancia.

Alojamiento y alimentacion

El cuarto de experimentacién ha de estar a una temperatura de 22°C (+ 3°C). Aunque la humedad relativa debe ser como
minimo del 30% y preferiblemente no superior al 70%, salvo durante la limpieza del local, lo ideal es que esté comprendida
entre el 50 y el 60 %. Se aplicard una iluminacién artificial en una secuencia de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
Puede darse una dieta alimentaria corriente para animales de laboratorio y agua potable a voluntad. Los animales pueden
alojarse en jaulas agrupados por dosis, pero el nimero de animales de cada jaula no debe obstaculizar la realizacion de
observaciones claras de cada animal.
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1.43

1.4.4

1.5

1.5.1

1.52

Preparacion de los animales

Se seleccionan al azar los animales, se marcan para permitir su identificacién individual y se mantienen en sus jaulas
durante al menos 5 dias antes de iniciar la administracién de la sustancia, a fin de que se aclimaten a las condiciones del
laboratorio.

Preparacion de las dosis

En general, las sustancias estudiadas deben administrarse en un volumen constante para toda la gama de dosis que deban
ensayarse, variando la concentracién del preparado administrado. Sin embargo, cuando deba administrarse una mezcla o
producto final liquidos, puede resultar mas adecuado para la posterior evaluacion de riesgos utilizar la sustancia no diluida,
es decir, a4 una concentracién constante. Algunas autoridades reguladoras establecen este criterio con cardcter obligatorio.
En cualquiera de los dos casos, no debe superarse el volumen de dosis miximo. El volumen miximo de liquido que puede
administrarse de una sola vez depende del tamafio del animal. En los roedores, el volumen no debe sobrepasar 1 ml/100 g
de peso corporal, excepto en el caso de las soluciones acuosas, de las que se pueden usar 2 ml/100 g de peso corporal. En
cuanto a la formulacion del preparado que se administre, se recomienda el uso de una solucidn/suspensién/emulsion acuosa
siempre que sea posible, seguida, en orden de preferencia, por una solucién/suspensién/emulsion oleosa (por ejemplo, en
aceite de maiz) y luego posiblemente por la solucidn en otros vehiculos. Si se emplean vehiculos distintos del agua, deben
conocerse sus caracteristicas toxicas. Las dosis tienen que prepararse poco antes de la administracién a menos que se
conozca la estabilidad del preparado durante el perfodo en que se vaya a utilizar y conste que ésta sea aceptable.

PROCEDIMIENTO
Administracion de las dosis

La sustancia estudiada se administra en una dosis tnica por alimentacién forzada mediante sonda gistrica o cdnula
adecuada de intubacién. Cuando se dé el caso, poco habitual, de que no pueda administrarse una dosis Gnica, se podrd
dividir ésta en partes mds pequefias durante un perfodo que no sobrepase las 24 horas.

Los animales se mantendrdn en ayunas antes de la administracion de la dosis (por ejemplo, las ratas no deberin recibir
alimento alguno durante la noche, pero si agua). los ratones no deberdn ser alimentados durante 3-4 horas, pero podrin
beber agua). Tras el periodo de ayuno, los animales se pesardn antes de la administracién de la sustancia estudiada. Una vez
administrada ésta, podrd continuarse el ayuno durante unas 3 6 4 horas en el caso de las ratas y 1 6 2 horas cuando se trate
de ratones. Cuando una dosis se administre en fracciones a lo largo de un periodo, podrd ser necesario proporcionar a los
animales alimento y agua, en funcién de la duracion del periodo.

Estudio preliminar

La finalidad del estudio preliminar es determinar la dosis inicial adecuada para el estudio principal. La sustancia estudiada
se administra a cada animal de manera secuencial segiin lo indicado en los grificos del anexo 1. El estudio preliminar se
considera terminado cuando puede tomarse una decision sobre la dosis inicial para el estudio principal (o si se observa una
muerte a la dosis fija mds baja)

La dosis inicial para el estudio preliminar se selecciona a partir de los niveles de dosis fija de 5, 50, 300 y 2 000 mg/kg vy
consiste en la dosis que se prevé que produzca toxicidad manifiesta, basdndose, cuando sea posible, en datos obtenidos in
vivo e in vitro referentes a la misma sustancia quimica y a otras sustancias estructuralmente relacionadas. A falta de esta
informacioén, la dosis inicial serd de 300 mg/kg.

Se dejard transcurrir un plazo minimo de 24 horas entre las administraciones de dosis a cada animal. El perfodo de
observacion de todos los animales debe ser de, al menos, 14 dias.

Excepcionalmente, y sélo cuando esté justificado por determinados imperativos legales, puede considerarse el uso de otra
dosis fija superior de 5 000 mg/kg (véase el anexo 3). Por razones de bienestar animal, se desaconseja el ensayo de
sustancias de la categorfa 5 del Sistema Armonizado Mundial (DLs entre 2 000-5 000 mg/kg) con animales. Este ensayo
s6lo debe plantearse cuando sea muy probable que sus resultados sirvan directamente para la proteccion de la salud humana
o animal o del medio ambiente.
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En los casos en que se ensaye en un animal la dosis fija mas baja (5 mg/kg) en un estudio preliminar y el animal muera, el
procedimiento normal es poner fin al estudio y asignar la sustancia a la categoria 1 del SAM (tal como se indica en el anexo
1). Sin embargo, si se requiere confirmar la clasificacién, puede seguirse un procedimiento opcional complementario, que
se indica a continuacidén. Se administra a otro animal una dosis de 5 mg/kg. Si €ste muere, queda confirmada la categorfa |
del SAM vy se pone fin al estudio inmediatamente. Si el segundo animal sobrevive, se administra una dosis de 5 mg/kg a
otros tres animales. Dado que habrd un riesgo elevado de mortalidad, los animales recibirdn la dosis de manera secuencial
para proteger el bienestar animal. El intervalo entre la administracién de la dosis a cada animal debe ser suficiente para que
quede claro que el animal anterior tiene probabilidades de sobrevivir. Si ocurre una segunda muerte, se pondrd fin
inmediatamene a la administracién de dosis, y no se dard la sustancia a ninglin otro animal. Dado que el hecho de que se
produzca una segunda muerte (independientemente del nimero de animales sometidos a ensayo en el momento de la
terminacion) corresponde al resultado A (2 o mds muertes), se seguird ta norma de clasificacion del anexo 2 a la dosis fija 5
mg/kg (categorfa | si hay dos o mds muertes o categorfa 2 si s6lo hay una muerte). Ademads, el anexo 4 da orientaciones
sobre la clasificacion en el sistema comunitario hasta que se aplique el nuevo SAM.

1.53 Estudio principal
1.5.3.1 Nimero de animales y dosis

La actuacién que debe seguirse tras el ensayo al nivel de dosis inicial se indica en los gréficos del anexo 2. Deberd optarse
por una de las tres actuaciones siguientes: terminar el ensayo y asignar a la sustancia la categorfa de peligro adecuada,
ensayar a una dosis fija superior o ensayar a una dosis fija inferior. Sin embargo, para proteger a los animales, no se repetird
en el estudio principal ningtin nivel de dosis que haya causado un resultado de muerte en el estudio preliminar (véase el
anexo 2). La experiencia ha mostrado que el resultado mds probable al nivel de dosis inicial es que pueda clasificarse la
sustancia y que no sean necesarios mas ensayos.

Para cada nivel de dosis investigado se utilizard normalmente un total de cinco animales de un mismo sexo. Este grupo de
cinco animales estard compuesto de un animal del estudio preliminar al que se haya administrado la sustancia al nivel de
dosis seleccionado mds otros cuatro (excepto cuando un nivel de dosis utilizado en el estudio principal no estuviera incluido
en el estudio preliminar, situaciéon que es poco frecuente).

El intervalo de tiempo entre la administracién de dosis a cada nivel se determina segiin la aparicién, duracién y gravedad de
los signos toxicos. El tratamiento de animales con la dosis siguiente no se realizard hasta que haya seguridad sobre la
supervivencia de los animales previamente tratados. Se recomienda, si es necesario, un periodo de tres o cuatro dias entre la
administracién de cada nivel de dosis para poder observar la toxicidad retardada. Este intervalo puede ajustarse segin
convenga, por ejemplo en caso de respuestas no concluyentes.

Cuando se emplee una dosis fija superior de 5 000 mg/kg, se seguird el procedimiento indicado en el anexo 3 (véase
también la seccién 1.6.2).

1.5.3.2 Ensayo limite

El ensayo limite se utiliza principalmente en situaciones en las que el experimentador tiene informacion de que la sustancia
estudiada es probable que no sea toxica, es decir, sélo resulta téxica por encima de las dosis limite reglamentarias, Puede
obtenerse informacién acerca de la toxicidad de la sustancia estudiada a partir de los conocimientos disponibles sobre
compuestos, mezclas o productos ensayados semejantes, teniendo en cuenta cudles son los componentes que se sabe que
son importantes desde el punto de vista toxicoldgico y en qué porcentaje aparecen. En situaciones en que se dispone de poca
o ninguna informacién sobre la toxicidad de la sustancia o en la que se prevé que ésta serd toxica, se llevard a cabo el
ensayo principal.

Utilizando el procedimiento normal, una dosis inicial en el estudio preliminar de 2 000 mg/kg (o excepcionalmente 5 000
mg/kg) seguida por la administracién de este nivel de dosis a cuatro animales sirve de ensayo limite para las presentes
directrices.

1.6 OBSERVACIONES

Tras la administracion de la dosis, se observan los animales uno por uno, al menos una vez durante los primeros 30 minutos
y periddicamente durante las primeras 24 horas, prestando especial atencién durante las primeras 4 horas, y a continuacién
diariamente, a lo largo de un total de 14 dias, excepto cuando tengan que eliminarse del estudio y sacrificarse de manera
compasiva por razones de bienestar animal o bien cuando resulten muertos. Sin embargo, no debe fijarse rigidamente la
duracién de la observacién, sino que é€sta debe determinarse segin las reacciones tdxicas, su momento de aparicién y la
longitud del periodo de recuperacion, por lo que podrd ampliarse cuando se considere necesario. Son importantes los
momentos en gue aparezcan y desaparezcan los signos de toxicidad, especialmente si hay tendencia a una aparicién
retardada de los signos téxicos (11). Todas las observaciones se registrarin sistemdticamente en una ficha de cada animal.
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Serd necesario proceder a observaciones adicionales si los animales siguen presentando signos de toxicidad. Entre las
observaciones deben incluirse los cambios de la piel y del pelaje, 0jos y membranas mucosas, y también de los sistemas
respiratorio, circulatorio y nervioso (central y auténomo), asi como la actividad locotomotriz y las pautas de
comportamiento. Debe prestarse especial atencidn a la observacion de temblores, convulsiones, salivacién, diarrea, letargo,
suefio y coma. Se tendrdn en cuenta los principios y criterios resumidos en el Humane Endpoints Guidance Document (8).
Los animales moribundos y los que muestren dolor intenso o signos continuos de sufrimiento intenso deberdn sacrificarse
de forma compasiva. Cuando se encuentre algln animal muerto o se sacrifique por razones compasivas, deberd registrarse
con la mayor precisién posible el momento de la muerte.

1.6.1 Peso corporal

Cada animal se pesard justo antes de la administracién de la sustancia, y después al menos una vez por semana. Se
calculardn y registrardn los cambios de peso. Al final de la prueba, los animales supervivientes se pesardn antes de
sacrificarse de forma compasiva.

1.6.2 Patologia

Todos los animales sometidos al ensayo, incluidos los que mueran durante su realizacién y los que se eliminen del estudio
por razones de bienestar animal, se someterin a necropsia macroscopica. Se registrardn los cambios patoldgicos
macroscépicos de cada animal. Podrd considerarse también la realizacién del examen microscopico de los érganos que
presenten huellas de patologia macroscépica en los animales que sobrevivan un minimo de 24 horas después de la
administracion de la dosis inicial, ya que este examen puede proporcionar informacion ttil.

2 RESULTADOS
Los resultados de cada animal deben darse por separado. Ademds, se reunirdn todos los resultados en un cuadro que
presente, por cada grupo de ensayo, el nimero de animales utilizados, el nimero de animales que presenten signos de
toxicidad, el nimero de animales hallados muertos durante el ensayo o sacrificados por razones compasivas, el momento de

la muerte de los distintos animales, la descripcidn y la evolucidén temporal de los efectos toxicos y la reversibilidad, y los
resultados de la necropsia.

3 INFORME
3.1 Informe del ensayo
El informe del ensayo debe incluir, en su caso, la informacién siguiente:
Sustancia estudiada:

- naturaleza fisica, pureza y, en su caso, propiedades fisicoquimicas (incluida la isomerizacién);
- identificacién quimica, incluido el nimero CAS.

Vehiculo (si procede):
- justificacién de la eleccion del vehiculo, si es distinto del agua.
Animales sometidos a ensayo:

- especie y cepa utilizadas;

- situacién microbioldgica de los animales, cuando se conozca;

- nimero, edad y sexo de los animales (incluida, cuando proceda, una justificacién del uso de machos en vez de
hembras);

- procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc.

Condiciones de ensayo:

- informacién sobre la formulacién de la sustancia de ensayo, incluida la forma fisica del material administrado;
- datos de la administracion de la sustancia, incluidos el volumen y el momento de la administracion;

- datos sobre la calidad del agua y los alimentos (incluido el origen/tipo de la dieta y el origen del agua);

- justificacioén de la eleccién de la dosis inicial.
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Resultados:

- tabulacién de las respuestas y los niveles de dosis de cada animal (es decir, animales que presenten signos de
toxicidad, incluida la mortalidad, naturaleza, gravedad y duracién de los efectos);

- tabulacidn del peso corporal y los cambios en el mismo;

- peso de cada animal el dia en que se administre la dosis, posteriormente a intervalos semanales, y en el momento de la
muerte o el sacrificio;

- fecha y hora de la muerte si es anterior al sacrificio previsto;

- cronologia de la aparicion de signos de toxicidad e indicacidn de si €stos son reversibles en cada animal

- observaciones de la necropsia y eventuales observaciones histopatolégicas de cada animal, si se dispone de ellas.

Evaluacidn e interpretacion de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO 3

CRITERIOS PARA LA CLASIFICACION DE SUSTANCIAS CON VALORES DLsy PREVISTOS SUPERIORES A
1.OS 2 000 mg/kg SIN NECESIDAD DE ENSAYO

Los criterios de la categoria de peligro 5 tienen por objeto permitir la identificacién de sustancias que tengan un peligro de
toxicidad aguda relativamente bajo pero que, en determinadas circunstancias, puedan representar un peligro para poblaciones
vulnerables. Estas sustancias se prevé que tengan una DLsy oral o dérmica dentro del intervalo 2 000- 5 000 mg/kg o dosis
equivalentes por otras vias. Las sustancias estudiadas podrian clasiticarse en la categoria de peligro definida por: 2 000 mg/kg
<DLsp < 5 000 mg/kg (categoria 5 del SAM), en los siguientes casos:

a) cuando cualquiera de los esquemas de ensayo del anexo 2 lleve a esta categoria, basindose en las cifras de
mortalidad

b) cuando se disponga ya de datos fiables que indiquen que la DLsq se sitia dentro del intervalo de los valores de la
categoria 5 o cuando otros estudios con animales o los efectos toxicos observados en las personas indiquen un
peligro agudo para la salud humana

¢) mediante extrapolacidn, estimacidon o medicién de datos si no estd justificada la clasificacidén en una categoria
mds peligrosa, y

- se dispone de informacién fiable que indique la existencia de efectos toxicos significativos en los seres humanos, o

- se observe mortalidad cuando se efectiien ensayos hasta la categorfa 4 por via oral, o

- cuando los dictimenes de expertos confirmen que se dan signos clinicos significativos de toxicidad al efectuar
ensayos hasta los valores de la categoria 4, excepto en el caso de diarrea, piloereccion o aspecto despeinado, o

- cuando los dictdmenes de expertos confirmen informacion fiable obtenida a partir de otros estudios con animales
que indique un potencial de efectos agudos significativos.

ENSAYOS A DOSIS SUPERIORES A 2 000 mg/kg

Excepcionalmente, y sélo cuando esté justificado por determinados imperativos legales, puede considerarse el uso de otro
nivel de dosis fija superior de 5 000 mg/kg Reconociendo la necesidad de proteger el bienestar animal, se desaconseja el
ensayo a la dosis 5 000 mg/kg. Este s6lo debe plantearse cuando sea muy probable que sus resultados sirvan directamente para
la proteccion de la salud humana o animal (9).

Estudio preliminar

Las normas para la toma de decisiones que rigen el procedimiento secuencial del anexo | se amplian de manera que incluyan
el nivel de dosis 5 000 mg/kg Por tanto, cuando se emplee una dosis inicial en el estudio preliminar de 5 000 mg/kg, el
resultado A (muerte) obligard a que se haga un ensayo con otro animal a 2 000 mg/kg; los resultados B y C (toxicidad
manifiesta 0 no toxicidad) permitirdn la seleccion de la dosis de 5 000 mg/kg como dosis inicial del estudio principal. De la
misma manera, si se utiliza una dosis inicial distinta de 5 000 mg/kg se pasard a la de 5 000 mg/kg en caso de que se den los
resultados B o C a 2 000 mg/kg; un posterior resultado A a 5 000 mg/kg determinara una dosis inicial para el estudio principal
de 2 000 mg/kg y los resultados B y C determinardn una dosis inicial para el estudio principal de 5 000 mg/kg.

Estudio principal

Las normas para la toma de decisiones que rigen el procedimiento secuencial del anexo 2 se amplian de manera que incluyan
el nivel de dosis de 5 000 mg/kg. Por tanto, cuando se emplee una dosis inicial en el estudio principal de 5 000 mg/kg, el
resultado A (=2 muertes) obligard a que se haga un ensayo con un segundo grupo a 2 000 mg/kg; el resultado B (toxicidad
manifiesta y/o <1 muerte) o C (no toxicidad) determinara que la sustancia se considere no clasificada con arreglo al SAM. De
la misma manera, si se utiliza una dosis inicial distinta de 5 000 mg/kg se pasard a la de 5 000 mg/kg en caso de que se dé un
resultado C a 2 000 mg/kg; un posterior resultado A a 5 000 mg/kg dard lugar a que la sustancia se clasifique en la categoria 5
del SAM vy los resultados B y C a que se considere no clasificada.
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ANEXO 2C
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B.1 ter TOXICIDAD ORAL AGUDA. METODO DE LAS CLASES DE TOXICIDAD AGUDA

1. METODO

El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 423 (2001).

1.1 INTRODUCCION

El método de las clases de toxicidad aguda (1) establecido en este ensayo es un procedimiento por fases en el
que se utilizan 3 animales de un mismo sexo en cada fase. Segiin la mortalidad y/o la aparicion de sintomas de
agonia en los animales, pueden requerirse 2-4 fases para juzgar sobre la toxicidad aguda de la sustancia
estudiada. Este procedimiento es reproducible, utiliza muy pocos animales y permite clasificar sustancias de
manera semejante a los demds métodos de ensayo de toxicidad aguda. El método de las clases de toxicidad
aguda se basa en evaluaciones biométricas (2)(3)(4)(5) con dosis fijas, separadas adecuadamente de manera que
permitan ordenar una sustancia con fines de clasificacidn y evaluacion de riesgos. Este método en su version de
1996 fue validado ampliamente in vivo con respecto a datos DLso tomados de la bibliografia, tanto a nivel
nacional (6) como internacional (7).

En el Guidance Document on Acute Oral Toxicity Testing (8) se dan directrices sobre la seleccion del método
de ensayo mas adecuado en funcién del objetivo. Ademas, en este documento orientativo se facilita informacién
complementaria sobre la realizacion e interpretacion del método de ensayo B. Iter.

No es necesario administrar dosis de las que se sepa que producen dolor y sufrimiento acusados por sus efectos
corrosivos o muy irritantes. Los animales moribundos o que den muestras claras de dolor o muestren signos de
sufrimiento intenso y continuo serdn sacrificados de forma compasiva y en la interpretacién de los resultados
serdan considerados de la misma manera que los que hayan muerto durante el ensayo. En otro documento
orientativo (9) se dan criterios para tomar la decisiéon de matar animales moribundos o sometidos a sufrimiento
intenso y directrices para reconocer cuando la muerte es previsible o inminente.

El método utiliza dosis previamente definidas y los resultados permiten ordenar y clasificar las sustancias de
acuerdo con el Sistema Armonizado Mundial (SAM) (Globally Harmonised System (GHS)) de clasificacion de
sustancias quimicas que causan toxicidad aguda (10).

En principio, con este método no se pretende calcular una DLsy precisa, sino determinar unas gamas de
exposicion definidas en las que puede esperarse la aparicion de letalidad, ya que la muerte de una parte de los
animales sigue siendo su pardmetro principal. El método permite la determinacion del valor DLsg s6lo cuando al
menos dos dosis producen una mortalidad superior al 0% e inferior al 100%. La utilizacién de dosis
previamente definidas, independientemente de la sustancia que se ensaye, y la relacion explicita entre la
clasificaciéon y el nimero de animales observados en diferentes estados, mejora la concordancia entre la
informacion facilitada por distintos laboratorios, asi como la repetibilidad.

El laboratorio que haga los ensayos debe tener en cuenta toda la informacién disponible sobre la sustancia
estudiada antes de llevar a cabo el estudio. Tal informacion incluird la identidad y la estructura quimica de la
sustancia sus propiedades fisicoquimicas, los resultados de otros ensayos de toxicidad in vitro o in vivo, los
datos toxicoldgicos sobre otras sustancias estructuralmente relacionadas, y el uso o usos previstos de la
sustancia. Esta informacién es necesaria para que todos los afectados puedan estar seguros de que el ensayo es
pertinente para la proteccion de la salud humana y ayuda a la seleccion de la dosis inicial mas adecuada.
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1.2 DEFINICIONES

Toxicidad oral aguda: efectos nocivos que se manifiestan tras la administracién oral de una dosis tUnica de la
sustancia o de dosis miltiples dadas dentro de un periodo de 24 horas.

Muerte retardada significa que el animal no muere ni parece moribundo en el plazo de 48 horas sino que
muere mds tarde durante el periodo de observacion de 14 dias.

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo administrada. La dosis se expresa en peso de la sustancia de ensayo por
unidad de peso del animal sometido al experimento (por ejemplo, mg/kg).

SAM: Sistema Armonizado Mundial (Globally Harmonised System (GHS)) de clasificacién y etiquetado de
productos quimicos. Actividad conjunta de la OCDE (salud humana y medio ambiente), el Comité de Expertos
en Transporte de Mercaderias Peligrosas de las Naciones Unidas (propiedades fisico-quimicas) y la OIT
(comunicacién de riesgos), coordinada por el Programa Interorganismos para la Gestidon Racional de Sustancias
Quimicas (IOMC, en sus siglas inglesas).

Muerte inminente: fase en la que se prevé que el animal muera o entre en la agonia antes del siguiente
momento de observacién previsto. Entre los signos que indican esta situacién en los roedores cabe citar:
convulsiones, posicién lateral, posicién yacente y temblores. (Para mas informacién véase el Humane Endpoint
Guidance Document (9)).

DLsy (dosis letal mediana): dosis tnica, obtenida por estadistica, de una sustancia capaz de provocar la muerte
del 50 % de los animales a los que se haya administrado por via oral. El valor de la DLsq se expresa en peso de
la sustancia por unidad de peso del animal (mg/kg).

Dosis limite: dosis del limite maximo del ensayo (2 000 o 5 000 mg/kg).

Agonia: situacién en la que el animal se estd muriendo o es incapaz de sobrevivir aunque reciba tratamiento.
(Para mds informacion véase el Humane Endpoint Guidance Document (9)).

Muerte previsible: presencia de signos clinicos que indican la muerte en un momento conocido del futuro antes
de la terminacién prevista del experimento, por ejemplo: incapacidad de alcanzar alimentos o agua. (Véase el
Humane Endpoint Guidance Document (9) para mis informacion).

1.3 PRINCIPIO DEL METODO

El principio en el que se inspira el ensayo, basado en un procedimiento por fases en cada una de las cuales se
utiliza un nimero minimo de animales, es obtener informacién sobre la toxicidad aguda de la sustancia
estudiada que sea suficiente para permitir su clasificaciéon. La sustancia se administra por via oral a un grupo
de animales de experimentacion a una de las dosis definidas. En el ensayo se sigue un procedimiento por fases,
utilizdndose en cada fase tres animales del mismo sexo (normalmente hembras). Segin la ausencia o presencia
de mortalidad debida a la sustancia en los animales tratados en una fase determinada se decide cudl serd la fase
siguiente, es decir:

- terminacion del ensayo (no se requieren mds ensayos)
- administracién de la misma dosis de la sustancia a otros tres animales
- administracién de la dosis inmediatamente superior o inferior a otros tres animales.

En el Anexo | se dan detalles del procedimiento del ensayo. El método permitird emitir un juicio respecto a la
clasificacion de la sustancia en una clase de toxicidad dentro de una serie de clases definidas mediante valores
limite de DLsxq.
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1.4 DESCRIPCION DEL METODO
1.4.1 Seleccion de la especie animal

La especie de preferencia entre los roedores es la rata, aunque pueden utilizarse otras especies de roedores.
Normalmente se emplean hembras (9). Se hace asi{ porque la bibliografia sobre los ensayos convencionales de
DLsy muestra que normalmente hay poca diferencia en cuanto a sensibilidad entre los sexos, pero, en los casos
en que se observan diferencias, las hembras son generalmente un poco mas sensibles (11). Sin embargo, si se
conocen propiedades toxicoldgicas o toxicocinéticas de sustancias quimicas estructuralmente relacionadas que
indiquen que es probable que los machos sean mds sensibles, deberd utilizarse este sexo. Cuando el ensayo se
haga con machos, deberd justificarse adecuadamente.

Hay que utilizar animales adultos jévenes y sanos de una cepa de laboratorio corriente. Las hembras deben ser
nuliparas y no gravidas. El animal, al inicio de la administracion de la sustancia, debe tener entre 8§ y 12
semanas de edad y su peso debe estar en un intervalo del £ 20% del peso medio de los animales a los que
previamente se haya administrado la sustancia.

1.42 Alojamiento y alimentacion

El cuarto de experimentacion ha de estar a una temperatura de 22°C (£ 3°C). Aunque la humedad relativa debe
ser como minimo del 30% y preferiblemente no superior al 70%, salvo durante la limpieza del local, lo ideal es
que esté comprendida entre el 50 y el 60 %. Se aplica una iluminacién artificial en una secuencia de 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad. Puede darse una dieta alimentaria corriente para animales de laboratorio y agua
potable a voluntad. Los animales pueden alojarse en jaulas agrupados por dosis, pero el nimero de animales de
cada jaula no debe obstaculizar la realizacion de observaciones claras de cada animal.

1.4.3 Preparacion de los animales

Se seleccionan al azar los animales, se marcan para permitir su identificacion individual y se mantienen en sus
jaulas durante al menos 5 dias antes de iniciar la administracién de la sustancia, a fin de que se aclimaten a las
condiciones del laboratorio.

1.4.4 Preparacion de las dosis

En general, las sustancias estudiadas deben administrarse en un volumen constante para toda la gama de dosis
que deban ensayarse, variando la concentracion del preparado administrado. Sin embargo, cuando deba
administrarse una mezcla o producto final liquidos, puede resultar mds adecuado para la posterior evaluacién de
riesgos utilizar la sustancia no diluida, es decir, a una concentracidn constante. Algunas autoridades reguladoras
establecen este criterio con cardcter obligatorio. En cualquiera de los dos casos, no debe superarse el volumen
de dosis miximo. El volumen méximo de liquido que puede administrarse de una sola vez depende del tamarfio
del animal. En los roedores, el volumen no debe sobrepasar 1 ml/100 g de peso corporal, excepto en el caso de
las soluciones acuosas, de las que se pueden usar 2 ml/100 g de peso corporal. En cuanto a la formulacién del
preparado que se administre, se recomienda el uso de una solucién/suspension/emulsion acuosa siempre que sea
posible, seguida, en orden de preferencia, por una solucidén/suspension/emulsion oleosa (por ejemplo, en aceite
de maiz) y luego posiblemente por la solucidn en otros vehiculos. Si se emplean vehiculos distintos del agua,
deben conocerse sus caracteristicas toxicas. Las dosis tienen que prepararse poco antes de la administracion a
menos que se conozea la estabilidad del preparado durante el perfodo en que se vaya a utilizar y conste que ésta
es aceptable.

1.5 PROCEDIMIENTO
1.5.1 Administracion de las dosis
La sustancia estudiada se administra en una dosis Unica por alimentacién forzada mediante sonda gdstrica o

cdnula adecuada de intubacion. Cuando se dé el caso, poco habitual, de que no pueda administrarse una dosis
lnica, se podrd dividir ésta en pequeflas partes durante un periodo que no sobrepase las 24 horas.
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Los animales se mantendrdn en ayunas antes de la administracion de la dosis (por ejemplo, las ratas no deberdn
recibir alimento alguno durante la noche, pero si agua; los ratones no deberdn recibir alimento durante 3-4
horas, pero si agua). Tras el periodo de ayuno, los animales se pesardn antes de la administracion de la sustancia
estudiada. Una vez administrada ésta, podrd continuarse el ayuno durante unas 3 6 4 horas en el caso de las
ratas y 1 6 2 horas cuando se trate de ratones. Si se administra la dosis en pequerias partes a lo largo de un cierto
periodo podra ser necesario dar comida y bebida a los animales, en funcién de la duracion de dicho periodo.

1.5.2 Niimero de animales y dosis

Se utilizardn tres animales en cada fase. La dosis inicial se seleccionard entre las cuatro dosis fijas, es decir, 5,
50, 300 y 2 000 mg/kg de peso corporal. La dosis inicial serd la que produzca con mayor probabilidad la muerte
de algunos de los animales a los que se administre. En los diagramas del anexo 1 se describe el procedimiento
que debe seguirse para cada una de las dosis iniciales. Ademads, el anexo 4 da orientaciones sobre la
clasificacidn en el sistema comunitario hasta que se aplique el nuevo SAM.

Cuando la informacién indique que no es probable la aparicién de mortalidad con la dosis inicial mixima
(2 000 mg/kg peso corporal), se realizard una prueba limite. Si no hay informacién sobre una sustancia
estudiada, por razones de bienestar animal, se recomienda utilizar como dosis inicial 300 mg/kg peso corporal.

El intervalo de tiempo entre los grupos de tratamiento se determina segin la aparicion, duracién y gravedad de
los signos téxicos. El tratamiento de animales con la dosis siguiente no se realizard hasta que haya seguridad
sobre la supervivencia de los animales previamente tratados.

Excepcionalmente, y so6lo cuando esté justificado por determinados imperativos legales, puede considerarse el
uso de otro nivel de dosis superior de 5 000 mg/kg (véase el anexo 2). Por razones de bienestar animal, se
desaconseja el ensayo en animales de la categorfa 5 del Sistema Armonizado Mundial (2 000-5 000 mg/kg).
Este ensayo solo debe plantearse cuando sea muy probable que sus resultados sirvan directamente para la
proteccién de la salud humana o animal o del medio ambiente.

153 Ensayo limite

El ensayo limite se utiliza en situaciones en las que el experimentador tiene informacion de que la sustancia
estudiada es probable que no sea tdxica, es decir, sdélo resulta téxica por encima de las dosis limite
reglamentarias. Puede obtenerse informacion acerca de la toxicidad de la sustancia estudiada a partir de los
conocimientos disponibles sobre compuestos, mezclas o productos ensayados semejantes, teniendo en cuenta
cudles son los componentes que se sabe que son importantes desde el punto de vista toxicoldgico y en qué
porcentaje aparecen. En situaciones en que se dispone de poca o ninguna informacién sobre la toxicidad de la
sustancia o en la que se prevé que ésta serd toxica, se llevara a cabo el ensayo principal.

Podrd realizarse un ensayo limite con una sola dosis de 2 000 mg/kg peso corporal con seis animales (tres por
fase). Podrd realizarse un ensayo limite con una sola dosis de 5 000 mg/kg peso corporal con tres animales
(véase el anexo 2). Si aparece mortalidad debida a la sustancia, puede ser necesario realizar una prueba
complementaria al nivel inmediatamente inferior.

1.6 OBSERVACIONES

Tras la administracién de la dosis, se observan los animales uno por uno, al menos una vez durante los primeros
30 minutos y periddicamente durante las primeras 24 horas, prestando especial atencion durante las primeras 4
horas, y a continuacién diariamente, a lo largo de un total de 14 dfas, excepto cuando tengan que eliminarse del
estudio y sacrificarse de manera compasiva por razones de bienestar animal o bien cuando resulten muertos. Sin
embargo, no se deberia fijar rigidamente la duracién de la observacién sino que ésta debe determinarse segiin
las reacciones téxicas, su momento de aparicién y la longitud del periodo de recuperacion, por lo que podrd
ampliarse cuando se considere necesario. Son importantes los momentos en que aparezcan y desaparezcan los
signos de toxicidad, especialmente si hay tendencia a una aparicién retardada de los signos tdxicos (12). Todas
las observaciones se registrardn sistemdaticamente en fichas individuales de cada animal.
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Serd necesario hacer mds observaciones si los animales siguen presentando signos de toxicidad. Entre las
observaciones deben incluirse los cambios de la piel y del pelaje, ojos y membranas mucosas, y también de los
sistemas respiratorio, circulatorio y nervioso (central y autdnomo), asi como la actividad locotomotriz y las
pautas de comportamiento. Debe prestarse especial atencién a la observacién de temblores, convulsiones,
salivacién, diarrea, letargo, suefio y coma. Se tendrdn en cuenta los principios y criterios resumidos en el
Humane Endpoints Guidance Document (8). Los animales moribundos y los que muestren dolor intenso y
signos continuos de sufrimiento intenso deberdn sacrificarse de forma compasiva. Cuando se encuentre algiin
animal muerto o se sacrifique por razones compasivas, deberd registrarse con la mayor precision posible el
momento de la muerte.

1.6.1 Peso corporal

Cada animal se pesard justo antes de la administracion de la sustancia, y después al menos una ver por semana.
Se calculardn y registrarin los cambios de peso. Al final de la prueba, los animales supervivientes se pesaran
antes de sacrificarse de forma compasiva.

1.6.2 Patologia

Todos los animales sometidos al ensayo, incluidos los que mueran durante su realizacion y los que se eliminen
del estudio por razones de bienestar animal, se someterdn a necropsia macroscopica. Se registraran los cambios
patoldgicos macroscépicos de cada animal. Podrd considerarse también la realizacién del examen microscdpico
de los 6rganos que presenten huellas de patologia macroscopica, en los animales que sobrevivan un minimo de
24 horas, ya que este examen puede proporcionar informacién til.

2. RESULTADOS
Los resultados de cada animal deben darse por separado. Ademas, se reunirdn todos los resultados en un cuadro
que presente, por cada grupo de ensayo, el nimero de animales utilizados, el nimero de animales que presenten
signos de toxicidad, el nimero de animales hallados muertos durante el ensayo o sacrificados por razones

compasivas, el momento de la muerte de los distintos animales, la descripcidn y la evolucidén temporal de los
efectos toxicos y la reversibilidad, y los resultados de la necropsia.

3. INFORME
3.1 Informe del ensayo
El informe del ensayo debe incluir, en su caso, la informacion siguiente:
Sustancia estudiada:

- naturaleza fisica, pureza y, en su caso, propiedades fisicoquimicas (incluida la isomerizacion);
- identificacién quimica, incluido el nimero CAS.

Vehiculo (si procede):

- justificacion de la eleccion del vehiculo, si es distinto del agua.

Animales sometidos a ensayo:

- especie y cepa utilizadas

- situacion microbioldgica de los animales, cuando se conozca

- nimero, edad y sexo de los animales (incluida, cuando proceda, una justificacién del uso de machos en

vez. de hembras)
- procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc.
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Condiciones de ensayo:

- informacién sobre la formulacion de la sustancia de ensayo, incluida la forma fisica del material
administrado

- datos de la administracion de la sustancia, incluidos el volumen y el momento de la administracién

- datos sobre la calidad del agua y los alimentos (incluido el origen/tipo de la dieta y el origen del agua)

- justificacion de la eleccidn de la dosis inicial.

Resultados:

- tabulacion de las respuestas y los niveles de dosis de cada animal (es decir, animales que presenten
signos de toxicidad, incluidas la mortalidad naturaleza, gravedad y duracién de los efectos)

- tabulacion del peso corporal y los cambios en el mismo

- peso de cada animal el dfa en que se administre la dosis, posteriormente a intervalos semanales, y en el
momento de la muerte o el sacrificio

- fecha y hora de la muerte si es anterior al sacrificio previsto

- cronologia de la aparicion de signos de toxicidad e indicacion de si éstos son reversibles en cada animal

- resultados de la necropsia y eventuales observaciones histopatoldgicas de cada animal, si se dispone de

ellas.

Evaluacion e interpretacion de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO 1

PROCEDIMIENTO QUE DEBE SEGUIRSE PARA CADA UNA DE LAS DOSIS INICIALES

OBSERVACIONLS GENERALLS

Para cada dosis inicial, el procedimiento que debe seguirse se indica en los respectivos esquemas de ensayo que figuran en el
presente anexo.

- Anexo | a: la dosis inicial es 5 mg/kg de peso corporal.

- Anexo | b: la dosis inicial es 50 mg/kg de peso corporal.

- Anexo | c: la dosis inicial es 300 mg/kg de peso corporal.

- Anexo I d: la dosis inicial es 2 000 mg/kg de peso corporal.

En funcién del nimero de animales muertos o sacrificados de forma compasiva, el procedimiento de ensayo seguird las
flechas indicadas.
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CRITERIOS PARA LA CLASIFICACION DE SUSTANCIAS CON VALORES DLg PREVISTOS SUPERIORES A
LOS 2 000 mg/kg SIN NECESIDAD DE ENSAYO

Los criterios de la categorfa de peligro 5 tienen por objeto permitir la identificacidon de sustancias que tengan un peligro de
toxicidad aguda relativamente bajo pero que, en determinadas circunstancias, puedan representar un peligro para poblaciones
vulnerables. Estas sustancias se prevé que tengan una DLso oral o dérmica dentro del intervalo 2 000- 5 000 mg/kg o dosis
equivalentes por otras vias. Las sustancias estudiadas deben clasificarse en la categoria de peligro definida por 2 000 mg/kg
<DLsp < 5 000 mg/kg (categoria 5 del SAM), en los siguientes casos:

a) cuando cualquiera de los esquemas de ensayo del anexo la - 1d lleve a esta categoria, basdndose en las cifras
de mortalidad;

b) cuando se disponga ya de datos fiables que indiquen que la DLsj se sitiia dentro del intervalo de los valores de
la categoria 5; o cuando otros estudios en animales o los efectos toxicos observados en las personas susciten
inquietud grave acerca de la salud humana

¢) mediante extrapolacidn, estimacién o medicién de datos si no estd justificada la clasificacion en una categoria
mds peligrosa, y

— se dispone de informacién fiable que indique la existencia de efectos tdxicos significativos en los seres
humanos, o

— se observe mortalidad cuando se efectien ensayos hasta la categoria 4 por via oral, o

— cuando los dictdmenes de expertos confirmen que se dan signos clinicos significativos de toxicidad al
efectuar ensayos hasta los valores de la categoria 4, excepto en el caso de diarrea, piloereccion o
aspecto alterado, o

— cuando los dictdimenes de expertos confirmen informacion fiable obtenida a partir de otros estudios en
animales que indique un potencial de efectos agudos significativos.

ENSAYOS A DOSIS SUPERIORES A 2 000 mg/kg

Reconociendo la necesidad de proteger el bienestar animal, se desaconseja el ensayo de la categoria 5 del Sistema Armonizado
Mundial (2.000-5.000 mg/kg) con animales. Este sélo debe plantearse cuando sea muy probable que sus resultados sirvan
directamente para la proteccion de la salud humana o animal (10). No deben hacerse otros ensayos a dosis superiores.

Cuando tenga que hacerse un ensayo a 5 000 mg/kg, sélo se requiere una fase (es decir, tres animales). Si el primer animal al
que se administre la dosis muere, se pasara a la dosis de 2 000 mg/kg de acuerdo con los diagramas del anexo 1. Si el primer
animal sobrevive, se tratard a dos animales mas. Si muere sélo uno de los tres animales, se prevé que la DLsg supere los 5 000
mg/kg. Si ambos animales mueren, se pasard a la dosis de 2 000 mg/kg.
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SAM

Valor limitc
DLso
my/kg p. c.

UE/productos quimicos
plaguicidas liquidos

UL plaguicidas sdlidos

ONU
lquidos

ONU sdlidos
Suiza
EE.UU.
EPA crk
Japén PDSCA
Canadd/WEHMIS/US OSTIA
EE.UU EPA
plaguicidas

LEEUU.

Canadd
Plaguiciday

o>

5 mg/kg
3 animales

O Q

ANEXO 3
METODO DE PRUEBA B.1 ter: Orientaciones sobre clasificacion segiin el plan comunitario para el periodo de
transicion hasta la plena aplicacion del Sistema Armonizado Mundial (SAM) (tomado de (8))

50 mg/kg
3 animales

300 mg/kg

» 3 animales P

2000 mg/kg
3 animalcs

©

5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animalcs 3 animalcs 3 animales 3 animales
%b Q c
y A A A
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5
>0-5 > 5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 b
!J_\
3 2 1 0
A A A h 4 h 4 h 4 + + h 4 + +
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 0o
A A A h 4 h 4 h 4 h 4 A h 4 ¢ h 4
25 200 2000
oo
11 | | | | | | | | |
5 500 oo
11 | | | | | | | | |
5 50 500 0o
11 | | | | | | | | |
5 50 200 0
11 | | | | | | | | |
5 50 500 2000 | 5000 | oo
11 | | | | | | | | |
25 oo
11 | | | | | | | | |
30 300 0o
11 | | | | | | | | |
50 500 0
11 | | | | | | | | |
50 500 5000 0o
11 | | | | | | | | |
50 5000 0
11 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 0o

- Se utilizan 3 animales de un mismo sexo (normalmente

hembras) por fase

-0, 1, 2, 3: Nimero de animales muertos o moribundos en cada

fase

- cozsin clasificacion

- SAM: Sistema Armonizado Mundial (mg/kg p.c.)
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SAM

Valor limite
DLy
my/kgp. c.

UL /productos quimicos
plaguicidas liquidos

UE plaguicidas sélidos

ONU
liquidos

ONU
sélidos

Suiza

EE.UU.
EPA crk

Japén PDSCA

Canadd/WHMIS/US OSHA

LLEUU, EPA
plaguicidas

EE.UU.
CPSC

Canadid
plaguicidas

>

ANEXO 3 (CONTINUACION 1)
METODO DE PRUEBA B.1 ter: Orientaciones sobre clasificacion segiin el plan comunitario para el periodo de
transicion hasta la plena aplicacion del Sistema Armonizado Mundial (SAM) (tomado de (8))

5 mg/kg < 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animales 3 animales P 3 animales » 3 animales
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animales 3 animales 3 animales 3 animales
%%D O Q@ ¢
v v A
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5
>0-5 > 5- 50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 oo
I L
I |
3% (a 50) otros
3 2 1 0
y ¥ l l y y v v y v v
5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 o
A y y y y y A y ¢ y
25 200 2000
o0
I1 | | | | | | | | |
5 500 o
1 | | | | | | | | |
5 50 500 0
I1 | | | | | | | | |
5 50 200 0o
1 | | | | | | | | |
3 30 300 2000 | 5000 | oo
I1 | | | | | | | | |
25 o
1 | | | | | | | | |
30 300 0
I1 | | | | | | | | |
50 500 oo
1 | | | | | | | | |
50 500 5000 0
I1 | | | | | | | | |
50 5000 0o
1 | | | | | | | | |
50 500 1000 2000 0

- Sec utilizan 3 animales de un mismo sexo (normalmente

hembras) por fase

-0, 1, 2, 3: Nimero de animales muertos o moribundos en cada

fase

- 8: sin clasiticacidn
- *:en la primera fase
-SAM Sistema Armonizado Mundial (mg/kg p.c.)
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ANEXO 3 (CONTINUACION 2)
METODO DE PRUEBA B.1 ter: Orientaciones sobre clasificacion segiin el plan comunitario para el periodo de
transicion hasta la plena aplicacion del Sistema Armonizado Mundial (SAM) (tomado de (8))

o>

3 animalcs

3 animalcs

3 animales

5 mg/kg < 50 mg/kg < 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animales P 3 animales 3 animales » 3 animales
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg

3 animales

0

o

b

o 8

A
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5
SAM >0-5 > 5-50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 20090 - 5000 ©o
| i |
I | I |
3% (a 50) otros 3% (a 300) otros | |
3 2 1 0
YR SR SRR T 2 i S M :
g'?l‘” limite 5 25 30 50 200 300 500 1000 2000 2500 5000 0o
5t
mg/ﬁg p.c. ¢
A A A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A A 4 A 4
UE/productes quimicos 25 200 2000
Plaguicidas 1{quidos o
1 I I I I I I I I I
UL plaguicidas sdlidos 5 500 oo
I1 | | | | | | | | |
ONL 5 50 500 o
Tonidae
1 I I I I I I I I I
ONU solidos 5 50 200 oo
I1 | | | | | | | | |
Suiza 5 50 500 2000 | 5000 | =
1 I I I I I I I I I
e -
I1 | | | | | | | | |
Japén PDSCA 30 300 oo
1 I I I I I I I I I
Canadd/WHMIS/US OSITA 50 500 oo
I1 | | | | | | | | |
EE.CL. EPA 50 500 5000 oo
plaguicidas
1 I I I I I I I I I
LLEUU. 50 5000 0o
[N A
I1 | | | | | | | | |
Canadd 50 500 1000 2000 oo
plaguicidas
- Se utilizan 3 animales de un mismo sexo (normalmente - oo1 sin clasificacién
hembras) por fase - *:ren la primera fase
-0, 1, 2, 3: Ndmero de animales mucrtos o moribundos en cada -SAM Sistema Armonizado Mundial (mg/kg p.c.)
fase




30.4.2004

Diario Oficial de la Unién Europea

L 152/190

SAM

DLso
mg/kg p. c.

UL /productos quimicos
Plaguicidas liquidos

UE plaguicidas sélidos

ONU

Tfanidne

ONU sélidos

Suiza

EE.UU.
EPA crk

Japén PDSCA

Canadd/WHMIS/US OSHA

LLEUU.EPA
plaguicidas

EE.UU.
CPSC

Canadd plaguicidas

ANEXO 3 (CONTINUACION 3)
METODO DE PRUEBA B.1 ter: Orientaciones sobre clasificacion segiin el plan comunitario para el periodo de
transicion hasta la plena aplicacion del Sistema Armonizado Mundial (SAM) (tomado de (8))

o>

5 mg/kg < 50 mg/kg [V 300 mg/kg  [Y 2000 mg/kg
3 animales 3 animales 3 animales -« 3 animales
5 mg/kg 50 mg/kg 300 mg/kg 2000 mg/kg
3 animales 3 animales 3 animales 3 animales
%%DJD%D %9 >
v
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5
>0-5 > 5- 50 > 50 - 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 oo
I I I | |
I | [ | [ [ |
3% otros 3% otros 3% 2% otros 1 0
(a 50) (a 300) (a 2000) | (at 2000)
L v | | v ,
5 25 30 30 200 300 500 1000 2000 2500 5000 oo
A y y y y y y y ¢ y
25 200 2000 0
I1 | | | | | | | | |
5 500 o
1 I I I I I I I I I
5 50 500 0
I1 | | | | | | | | |
5 50 200 0o
1 I I I I I I I I I
3 30 300 2000 | 5000 | oo
I1 | | | | | | | | |
25 o
1 I I I I I I I I I
30 300 0
I1 | | | | | | | | |
50 500 o
1 I I I I I I I I I
50 500 5000 0
I1 | | | | | | | | |
50 5000 0o
1 I I I I I I I I I
50 500 1000 2000 0

- Se utilizan 3 animales de un mismo sexo (normalmente

hembras) por fase

-0, 1, 2, 3: Nimero de animales muertos o moribundos en cada

fase

- 8: sin clasiticacidn
- *:en la primera fase

-SAM Sistema Armonizado Mundial (mg/kg p.c.)
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ANEXO 2D
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B. 4. TOXICIDAD AGUDA: IRRITACION/CORROSION CUTANEA

1. METODO
Este método de evaluacion es equivalente al método TG 404 de 1a OCDE (2002).

1.1 INTRODUCCION

En el desarrollo la confeccion de este método actualizado se ha prestado atencién especial a las posibles mejoras
en relacion con las cuestiones del bienestar de los animales y con la evaluacién de toda la informacién existente
sobre la sustancia analizada, para no someter a los animales de laboratorio a pruebas innecesarias. En este método
se incluye la recomendacion de que, antes de llevar a cabo la prueba in vivo que se describe para evaluar la
corrosion/irritacion de la sustancia, hay que analizar la carga de la prueba que aportan los datos relevantes
existentes. Cuando los datos disponibles sean insuficientes, se podrin obtener mediante la aplicacién de secuencias
de pruebas (1). La estrategia de evaluacién recomendada incluye la realizacion de pruebas in vitro validadas y
aceptadas, y se recoge en un anexo de este método. Ademds, cuando proceda, se recomienda la aplicacién
sucesiva, no simultdnea, de tres aplicaciones de ensayo a los animales en el ensayo in vivo inicial.

Por interés de la ciencia y del bienestar de los animales no se realizarin pruebas in vivo hasta que se hayan
evaluado todos los datos relevantes sobre el potencial de corrosion/irritacion cutinea de la sustancia en un andlisis
de lacarga de la prueba. Dichos datos incluirdn los obtenidos en estudios existentes realizados con seres humanos o
con animales de laboratorio, los demostrativos de corrosion/irritacion por parte de una o mds sustancias
relacionadas estructuralmente o por una mezcla de las mismas, los que demuestran la elevada acidez o alcalinidad
de la sustancia (2)(3) y los obtenidos en pruebas in vitro o ex vivo validadas y aceptadas (4)(5)(5a). Este andlisis
debe reducir la necesidad de realizar pruebas in vivo de la corrosion/irritacion cutinea de aquellas sustancias de las
que ya se disponga de datos de otros estudios efectuados sobre esos dos criterios de valoracién.

En un anexo de este método se recoge el orden recomendado para efectuar los ensayos , incluidos los ensayos in
vitro o ex vivo validados y aceptados sobre corrosion e irritacion. Se trata de una estrategia desarrollada por un
taller de la OCDE, cuyos participantes la recomendaron de manera unanime (6), y ha sido adoptada como
estrategia de evaluacidn por el sistema armonizado global para la clasificacién de sustancias quimicas (Globally
Harmonised System for the Classification of Chemical Substances, GHS) (7). Aunque dicha estrategia de
evaluacién secuencial no forma parte integrante del método de evaluacién B.4, se recomienda seguirla antes de
llevar a cabo ensayos in vivo. Es el nuevo enfoque de evaluacion escalonada recomendado para obtener datos
cientificamente garantizados sobre la corrosidn/irritacién de la sustancia. Para sustancias existentes con datos
insuficientes sobre su corrosion/irritacion cutdnea se utilizard la estrategia para obtener los datos que falten. Serd
necesario justificar el empleo de una estrategia o procedimiento de evaluacion diferente, o la decision de no utilizar
un procedimiento escalonado.

Si no fuera posible determinar el poder de corrosidn o irritacién mediante un andlisis de la carga de la prueba
compatible con la estrategia secuencial de evaluacidn, se considerard la posibilidad de realizar un ensayo in vivo
(véase el anexo).

1.2 DEFINICIONES
Irritacién cutinea: lesion reversible de la piel tras la aplicacion de una sustancia de ensayo DURANTE 4 horas.

Corrosion cutanea: lesién irreversible de la piel; en concreto, necrosis visible de la epidermis y la dermis, que se
produce tras la aplicaciéon de una sustancia de ensayo durante cuatro horas. Las reacciones corrosivas se
caracterizan por Ulceras, hemorragias, costras sanguinolentas y, al cabo de 14 dias de observacion, cambio de
coloracién por palidez de la piel, zonas completas de alopecia y cicatrices. Para evaluar las lesiones cuestionables
se utilizard la histopatologia.
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1.3 PRINCIPIO DEL METODO DE EVALUACION

La sustancia analizada se aplica en una sola dosis a la piel de un animal de experimentacién; las zonas de la piel no
tratadas de dicho animal sirven de control. Se comprueba y puntia el grado de irritacion/corrosion a intervalos
determinados, y luego se describen para la completa evaluacién de los efectos. La duracién del estudio ha de ser
suficiente para evaluar la reversibilidad o irreversibilidad de los efectos observados.

Los animales que muestren signos continuados de deterioro o dolor graves en cualquier fase del ensayo deben ser
sacrificados, con la consiguiente evaluacién de la sustancia. Los criterios para sacrificar a los animales moribundos
y que sufren intensamente se recogen en la referencia (8).

1.4 DESCRIPCION DEL METODO
1.4.1 Preparacion para el ensayo in vivo
1.4.1.1 Seleccion de las especies de animales

El animal de laboratorio que se prefiere es el conejo albino; se utilizan adultos jovenes sanos. Si se utilizan otras
especies serd necesario justificarlo.

1.4.1.2 Preparacion de los animales

Aproximadamente 24 horas antes del ensayo se afeitard el pelo con cuidado en la zona dorsal del tronco de los
animales. Se tendrd cuidado en no dafar la piel, y s6lo se utilizardn animales con piel sana e intacta.

Algunas razas de conejo tienen densas placas de pelo que son mds llamativas en determinadas épocas del afio.
Dichas zonas no deben utilizarse para las evaluaciones.

1.4.1.3 Condiciones de alojamiento y alimentacion

Los animales deben ser alojados de manera individual. La temperatura de los animalarios debe ser de 20 *C (£ 3
°C) para los conejos. Aunque la humedad relativa debe ser del 30% como minimo y preferiblemente no superar el
70%, excepto durante la limpieza del animalario, el objetivo debe ser el 50-60%. La iluminacion serd artificial, con
12 horas de luz y 12 de oscuridad. Para la alimentacién se podran utilizar dietas de laboratorio convencionales, con
suministro ilimitado de agua para beber.

1.4.2 Procedimiento del ensayo
1.4.2.1 Aplicacion de la sustancia estudiada

La sustancia en estudio debe aplicarse a una pequefa zona de piel (de unos 6 em?), que se cubrird con una gasa y
se sujetard con esparadrapo no irritante. Cuando no sea posible la aplicacion directa (por ejemplo, liquidos o
algunas pastas), la sustancia en estudio se aplicard primero a la gasa, y a continuacién a la piel. La gasa debe
quedar en contacto suave con la piel mediante el correspondiente vendaje semioclusivo durante el periodo de
exposicion. Si se aplica la sustancia a la gasa, ésta debe sujetarse a la piel de forma que el contacto sea bueno y la
sustancia se distribuya de manera uniforme por la piel. Se evitard que el animal tenga acceso a la gasa y que pueda
comérsela o inhalar la sustancia.

Las sustancias liquidas suelen utilizarse sin diluir para su analisis. Para evaluar sélidos (que se pueden pulverizar si
se considera necesario) la sustancia se humedecerd con el minimo de agua posible (o con otro vehiculo adecuado,
si se considera necesario), para garantizar un buen contacto con la piel. Si se utilizan vehiculos distintos del agua,
la posible influencia del vehiculo sobre la irritacién cutinea que produce la sustancia en estudio ha de ser minima o
nula.

Finalizado el perfodo de exposicién, que normalmente es de 4 horas, se eliminardn los residuos de la sustancia
cuando ello sea posible, con agua o con un disolvente adecuado que no altere la respuesta producida ni la
integridad de la epidermis.
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1.42.2 Nivel de dosis
Se aplicard una dosis de 0,5 ml de liquido o de 0,5 de sélido o pasta en el punto de aplicacion.
1.42.3 Ensayo inicial (ensayo de irritacion/corrosion cutdnea in vivo con un animal)

Se recomienda encarecidamente realizar el ensayo in vivo inicialmente con un solo animal, especialmente cuando
se sospecha que la sustancia es corrosiva. Esto coincide con la estrategia de evaluacion secuencial (véase el Anexo

D.

Cuando el andlisis de la carga de la prueba determine que una sustancia es corrosiva no se realizarin mis ensayos
con animales. En la mayor parte de los casos en que se sospecha que una sustancia €s cOrrosiva no es necesario
realizar mds ensayos in vivo. Pero cuando se crea necesario disponer de datos adicionales por no ser suficientes los
obtenidos, pueden hacerse otros ensayos con animales con arreglo a los siguiente: Se hard un midximo de tres
aplicaciones secuenciales al animal. La primera se retira a los tres minutos. Si no se observa reacciéon cutinea
grave se aplica una segunda, que se retira al cabo de una hora. Si en este momento las observaciones indican que
desde un punto humanitario se puede aumentar la exposicion hasta cuatro horas, se hace una tercera aplicacion que
se retira al cabo de cuatro horas, y se gradia la respuesta.

Si en alguna de las exposiciones secuenciales se observa un efecto corrosivo se suspende la prueba
inmediatamente. Si una vez retirada la tltima aplicacidén no se observa efecto corrosivo, se somete a observacion al
animal durante 14 dias, a menos que aparezca corrosion antes.

Si no estd previsto que la sustancia analizada sea corrosiva pero si irritante, se hard una sola aplicacion a un solo
animal durante cuatro horas.

1.42.4 Ensayo de confirmacion (ensayo de irritacion cutdnea in vivo con animales adicionales)

Si en el ensayo inicial no se observa efecto corrosivo se confirmard la respuesta irritante o negativa con un
médximo de dos animales mds, cada uno con una aplicacién, durante un periodo de exposicion de cuatro horas. Si
se observa efecto irritante en el enayo inicial el ensayo de confirmacion debe hacerse de forma secuencial, o
exponiendo a otros dos animales a la vez. En el caso excepcional de que no se realice el ensayo inicial se podrin
tratar dos o tres animales con una sola aplicacién, que se retirard al cabo de cuatro horas. Cuando se utilicen dos
animales no serd necesario realizar mas ensayos si ambos muestran la misma respuesta. En caso contrario se
analizard el tercer animal. Si la respuesta es equivoca puede ser necesario evaluar a mds animales.

1.42.5 Periodo de observacion

La duracion del periodo de observacion debe ser suficiente para evaluar por completo la reversibilidad de los
efectos observados. No obstante se dard por finalizado el experimento si en cualquier momento el animal presenta
signos continuados de dolor o malestar graves. Para determinar la reversibilidad de los efectos los animales serdn
sometidos a observacién durante 14 dfas a partir de la retirada de las aplicaciones. Si se observa la irreversibilidad
antes de 14 dias el experimento debe concluir en ese momento.
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1.4.2.6 Observaciones clinicas y graduacion de las reacciones cutaneas

En todos los animales se examinardn los signos de eritema y edema, puntuando las repuestas al cabo de 60
minutos, 24, 48 y 72 horas de la retirada de la aplicacion. En el caso de ensayo inicial con un solo animal la zona
de ensayo también se examina inmediatamente después de retirar la aplicacion. Las reacciones cutineas se gradiian
y registran conforme a los grados de la siguiente tabla. Si al cabo de 72 horas hay una lesién que no se puede
clasificar como irritacion o corrosion, quizd sea necesario observarla hasta el dia 14 para determinar la
reversibilidad de los efectos. Ademds de observar la irritacién se realizard una descripcién completa de todos los
efectos tdxicos, como la destruccion de la grasa de la piel, y de cualquier efecto adverso sistémico (por ejemplo,
los efectos sobre los signos clinicos de toxicidad y el peso corporal), que se registrarin. Puede ser necesaria una
evaluacion histopatoldgica para aclarar respuestas equivocas.

La graduacién de las respuestas cutdneas es subjetiva necesariamente. Para armonizar tal graduacién y ayudar a los
laboratorios y a quienes efectdan e interpretan las observaciones, el personal encargado recibird formacion
adecuada sobre el sistema de puntuacidn utilizado (véase la tabla siguiente). Puede ser (til disponer de una guia
ilustrada para graduar la irritacion cutdnea y otras lesiones (9). La graduacion de las respuestas cutdneas debe
hacerse en condiciones ciegas.

2. DATOS
2.1 PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del estudio se resumirdn en tablas; el informe final debe cubrir todos los apartados enumerados en
la seccion 3.1.

2.2 EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Las puntuaciones de la irritacién cutdnea deben evaluarse junto con la naturaleza y la intensidad de las lesiones, y
el hecho de si son reversibles o no. Las puntuaciones individuales no constituyen una referencia absoluta de la
propiedades irritativas del material, pues también se evalian otros efectos del material evaluado. En su lugar las
puntuaciones individuales deben considerarse como valores de referencia, que han de ser evaluadas en
combinacién con todas las demds observaciones del estudio.

Para evaluar las respuestas irritativas hay que tener en cuenta la reversibilidad de las lesiones cutdneas. Si se
producen respuestas como alopecia (zona limitada), hiperqueratosis, hiperplasia y descamacién y persisten al final
del periodo de observacion de 14 dias se considerard que la sustancia analizada es un irritante.
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3. NOTIFICACION
3.1 INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo incluird la siguiente informacién:

Justificacion del ensayo in vivo: andlisis de la carga de los ensayos realizados anteriormente, incluidos los
resultados de la estrategia de evaluacién secuencial.

— descripcion de datos relevantes de ensayos realizados anteriormente:

— datos obtenidos en cada fase de la estrategia de evaluacion:

— descripcion de los ensayos in vitro realizados, con detalles de los procedimientos los
resultados obtenidos con las sustancias analizadas/de referencia:

andlisis dela carga de la prueba para realizar el estudio in vivo.

Sustancia analizada:

— datos de identificacion (por ejemplo, niimero CAS; origen; pureza; impurezas conocidas;
niimero de lote);

— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas (por ejemplo, volatilidad, estabilidad,
solubilidad);

— si se trata de una mezcla, composicion y porcentajes relativos de los componentes.

Vehiculo:

— identificacidn, concentracién (en su caso), volumen utilizado;
— justificacién de la eleccidn del vehiculo.

Animales de experimentacion:

— especia/cepa utilizada, justificacion del uso de animales que no sean conejos albinos;
— nimero de animales de cada sexo;

— peso de los animales individuales al principio y al final del ensayo;

— edad al inicio del estudio;

— origen de los animales, condiciones del alojamiento, dieta, etc.

Condiciones del andlisis:

— técnicas de preparacion de la zona donde se realizard el andlisis;
— detalles de los materiales del parche utilizados, y de la técnica de aplicacion del parche;
— detalles de la preparacion, aplicacién y retirada de la sustancia analizada.

Resultados:

— tabulacién de las puntuaciones de las respuestas de irritacion/corrosion de cada animal en
todos los puntos temporales medidos;

— descripciones de todas las lesiones observadas;

— descripcién narrativa de la naturaleza y el grado de irritacién o de corrosion observado, y
hallazgos histopatoldgicos efectuados;

— descripcion de otros efectos adversos locales (por ejemplo, destruccion de la grasa de la piel) y
sistémicos, ademas de la irritacion o corrosion cutinea.,

Comentario de los resultados
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TABLA I: GRADUACION DE LAS REACCIONES CUTANEAS

Eritema y formacion de escaras

SIMETIIEITIA Loviiiiiiiiiiiie e e e s s s s e e s e s R e e b s a e s e s b e s R e e e sh e saeene e s b e s R e nn e sa e anenn s 0

Eritema muy leve (Apenas PErCePLIDIE) «o..ovoiiiiiiiieieee ettt sttt st s s e s s 1

Eritema BIen defINIdO ... e e et e e et e e e e e 2
3
4

Miximo posible 4

Formacion de edema

TRl Ta L o T OSSOSO 0

Edema muy leve (apenas perceptible) .. 1

Edema ligero (los bordes de la zona estin bien definidos por elevaciones CONCIretas) ...uuuririrrrrerairaeeeaeeeeeeeeeesseeeeeeeeneas 2

Edema moderado (elevacion de | mm aproXiMadamennte) .o oo oeeeeereereeeeeeeaeeeteeaeeeaeeeaeesaeeeaseeaneeeeeeaseeeneesaeeeaseeanees 3

Edema intenso (elevacion superior a 1 mm y extension que sobrepasa la zona de exposicion) ..., 4

Miximo posible 4

Puede ser necesaria una evaluacion histopatologica para aclarar respuestas equivocas.
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ANEXO

Estrategia de evaluacion secuencial de la irritacion y la corrosién cutaneas

CONSIDERACIONES GENERALES

Aunque la presente estrategia de evaluacion secuencial no forma parte integrante del método de evaluacion B.4., si expresa el
enfoque recomendado para la determinacién de las caracteristicas de irritacién/corrosién cutdneas. Este enfoque representa la
préctica dptima y una piedra angular desde el punto de vista ético para el andlisis in vivo de la irritacién/corrosién cutineas. El
método de evaluacion proporciona instrucciones para la realizacion del ensayo in vivo, y resume los factores que se han de
abordar antes de ponerla en marcha. La estrategia proporciona un enfoque para la evaluacién de los datos existentes sobre las
propiedades de irritacion/corrosion cutdneas de las sustancias analizadas, y un enfoque por partes para generar datos relevantes
sobre sustancias que necesitan estudios adicionales o que no han sido estudiadas. También recomienda la realizacién de ensayos
in vitro o ex vivo validados y aceptados para la corrosion/irritacion cutdneas en circunstancias concretas.

Es importante evitar el uso innecesario de animales y reducir al minimo los ensayos que con toda probabilidad producen
respuestas graves en los animales, por su bienestar y por motivos cientificos. Antes de considerar la realizacion de ensayos in
vivo hay que evaluar toda la informacién sobre una sustancia en lo que respecta a su posible poder corrosivo/irritativo cutineo.
Puede que existan pruebas suficientes para clasificar el potencial corrosivo o irritativo dérmico de una sustancia analizada, sin
necesidad de realizar ensayos con animales de laboratorio. Por eso el uso del andlisis de la carga de la prueba y de una estrategia
de evaluacién secuencial reducird al minimo la necesidad de realizar ensayos in vivo, especialmente si es probable que la
sustancia produzca reacciones graves.

Se recomienda utilizar un andlisis de la carga de la prueba para evaluar la informacion existente sobre el potencial de irritacion y
corrosidn cutdneas producidas por las sustancias, que permitird determinar si la realizacién de estudios adicionales, a parte de los
cutineos in vive, ayudaria a caracterizar dicho potencial. Cuando sean necesarios otros estudios, se recomienda utilizar la
estrategia de evaluacion secuencial para obtener los datos experimentales relevantes. Para sustancias no evaluadas anteriormente,
se utilizard la estrategia de evaluacion secuencial para obtener los datos necesarios para evaluar su potencial corrosivo/irritativo
cutineo. La estrategia de evaluacion que se describe en este Anexo fue desarrollada por un taller de la OCDE (1) y
posteriormente contirmada y ampliada por el sistema armonizado integrado de clasificacién de peligros para la salud humana y
efectos ambientales de las sustancias quimicas (Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human Health and
Environmental Lffects of Chemical Substances), y fue aprobada enla reunién XXVIII del Comité Conjunto de Productos
Quimicos (Chemicals Committee and the Working Party on Chemicals) en noviembre de 1998 (2).

“RIPCION DE LA ESTRATEGIA DE EVALUACION

DE

Antes de llevar a cabo los ensayos que forman parte de la estrategia de evaluacidn secuencial (figura), se evaluard toda la
informacién disponible, para determinar la necesidad de practicar estudios cutidneos in vivo. Aunque se puede obtener
informacién significativa a partir de la evaluacidén de pardmetros aislados (por ejemplo, un pH extremo), hay que considerar la
totalidad de la informacion existente. Se evaluardn todos los datos relevantes sobre los efectos de la sustancia en cuestion y de sus
andlogos para tomar una decision basada en la carga de la prueba, y se presentard la justificacion de dicha decision. Se hard
especial hincapié en los datos existentes sobre la sustancia en seres humanos y animales, seguidos por el resultado de los ensayos
in vitro o ex vivo. Siempre que sea posible se evitard realizar estudios in vivo con sustancias corrosivas. Los factores que se
tienen en cuenta en la estrategia de evaluacién son:

Evaluacion de datos existentes en seres humanos y en animales (paso 1): En primer lugar se tendrdn en cuenta los datos
existentes sobre seres humanos, p.ej., estudios clinicos u ocupacionales e informes de casos, y los datos de ensayos realizados con
animales, por ejemplo, de estudios sobre toxicidad de la exposicion cutdnea tnica o reiterada, pues proporcionan informacion
directamente relacionada con los efectos producidos en la piel. No es necesario someter a estudios in vivo a las sustancias
irritantes o corrosivas conocidas, ni a las que claramente no son lo uno ni lo otro.
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Andlisis de las relaciones entre las estructuras (SAR) (paso 2). Hay que tener en cuenta los resultados de los andlisis de
sustancias relacionadas desde el punto de vista estructural, si es que existen. Cuando se dispone de suficientes datos en seres
humanos o animales sobre sustancias relacionadas desde el punto de vista estructural o sobre mezclas de dichas sustancias que
indique su potencial corrosivo/irritativo cutidneo, se puede presuponer que la sustancia analizada producird las mismas respuestas.
En estos casos puede que no sea necesario evaluar la sustancia en cuestién. Los datos negativos de los estudios sobre sustancias
relacionadas desde el punto de vista estructural o sobre mezclas de éstas no constituyen demostracion suficiente de que una
sustancia no serd corrosiva ni irritante en la estrategia de evaluacion secuencial. Para identificar el potencial de corrosion e
irritacién dérmicas hay que utilizar enfoques SAR validados y aceptados.

Propiedades fisicoquimicas y reactividad quimica (paso 3). Las sustancias con pH extremos, como <2,0 y 211,5 pueden tener
potentes efectos locales. Si el pH extremo es la base para identificar si una sustancia es corrosiva para la piel, entonces también se
tendrd en cuenta la reserva de dcido/dlcali (o capacidad amortiguadora) (3)(4). Si la capacidad amortiguadora sugiere la
posibilidad de que una sustancia no sea corrosiva para la piel se realizardn mas ensayos para confirmarlo, preferiblemente
utilizando un ensayo in vitro o ex vivo validado y aceptado (véanse los pasos 5 y 6).

Toxicidad cutdnea (paso 4). Si se demuestra que una sustancia quimica es muy toxica por via cutdnea, puede que no sea
procedente realizar un estudio sobre irritacién/corrosion cutdneas /n vivo, habida cuenta de que la cantidad de sustancia que se
suele aplicar puede superar una dosis muy toxica, lo que puede matar a los animales o infligirles graves sufrimientos. Ademais,
cuando ya se hayan realizado estudios de toxicidad cutdnea en conejos albinos hasta la dosis limites de 2000 mg/kg de peso
corporal 0 mds sin que se haya observado irritacion ni corrosion cutinea, puede que no sea necesario practicar mds ensayos de
irritacién/corrosion cutdneas. Al evaluar la toxicidad cutdnea observada en estudios realizados anteriormente hay que tener en
cuenta algunas consideraciones. Por ejemplo, puede que la informacién publicada sobre las lesiones cutineas no esté completa.
Puede que los ensayos y las observaciones se hayan efectuado en una especie distinta del conejo, y la sensibilidad de las
respuestas puede variar mucho de unas especies a otras. También puede que la forma de la sustancia analizada que se aplicé a los
animales no sea la adecuada para la evaluacion de la irritacion/corrosion cutineas (por ejemplo, disolucion de las sustancias para
los estudios sobre toxicidad cutdnea) (5). Pero cuando se hayan realizado estudios sobre toxicidad cutinea bien disefiados y
ejecutados en conejos, los hallazgos negativos pueden constituir prueba suficiente de que la sustancia no es corrosiva ni irritativa.

Resultados de los ensayos in vitro o ex vivo (pasos 5 y 6). Cuando se hayan demostrado las propiedades corrosivas o irritantes
intensas de una sustancia en un ensayo in vitro o ex vivo validado y aceptado (6) (7) disefiado para la evaluacion de estos efectos
concretos, no serd necesario evaluarla en animales. Se puede dar por supuesto que dichas sustancias producirdn similares efectos
intensos in vivo.

FEnsayo in vivo en conejos (pasos 7 y 8). Si a partir de la carga de la prueba se toma la decision de realizar un ensayo in vivo, se
empezard con un ensayo inicial con un solo animal. Si los resultados indican que la sustancia es corrosiva para la piel no se
realizardn mds ensayos. Sien el ensayo inicial no se observa efecto corrosivo se confirmard la respuesta irritante o negativa con
un médximo de dos animales mds, durante un periodo de exposicion de cuatro horas. Si se observa un efecto irritante en el ensayo
inicial el ensayo de confirmacién debe hacerse de forma secuencial, o exponiendo a otros dos animales a la vez.
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FIGURA

ESTRATEGIA DE EVALUACION DE LA IRRITACION / CORROSION CUTANEA

Actividad

1 | Existen datos sobre seres humanos o
animales que demuestran los efectos
sobre la piel o las mucosas

No se dispone de informacion, o la
informacion disponible no es
concluyente

{

2 Realice evaluacion SAR de la
corrosion/irritacion cutanea

No es posible hacer predicciones, o
las predicciones son negativas o no
concluyentes

{

3 | Medicion del pH (tenga en cuenta la
capacidad amortiguadora, si es

relevante)
{

2<pH <11,50pH 2,00 2115
con capacidad amortiguadora baja o
nula, si es relevante

5

4 | Evalie los datos de toxicidad
sistémica por via cutdnea'

No se dispone de tal informacion, o
no es concluyente

{

5 | Efectie ensayos de corrosién cutianea
in vitro o ex vivo, validados y

aceptados

La sustancia no es corrosiva

5

6 | Efectie ensayos de irritacién cutdnea
in vitro o ex vivo, validados y

aceptados
{

Hallazgo
Corrosivo

Irritante

No corrosivo/no irritante

Predice lesion grave para la piel

Predice irritacion para la piel

pH<202 11,5 (conelevada
capacidad amortiguadora, si es
relevante)

Muy téxica

No es corrosiva ni irritante si se
limita la dosis a 2000 mg/kg de
peso 0 mas, en conejos

Respuesta corrosiva

Respuesta irritante

) Puede considerarse antes de los pasos2y3

Conclusion
Criterio de valoracion determinante; se
considera corrosiva. No es necesario
evaluar,

Criterio de valoracién determinante; se
considera irritante. No es necesario evaluar,

Criterio de valoracion determinante; no se

considera corrosiva ni irritante. No requiere
evaluacion.

Se considera corrosiva. No es necesario
evaluar.

Se considera irritante. No es necesario
evaluar,

Se da por supuesto que es corrosiva. No es
necesario evaluar.

No es necesario evaluar.

Se da por supuesto que no es corrosiva ni
irritante. No hacen falta mds ensayos.

Se da por supuesto que es corrosiva in vivo.
No hacen falta mds ensayos.

Se da por supuesto que es iirritante in vivo.
No hacen falta mds ensayos.
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Aun no se dispone de métodos
validados in vitro o ex vivo de
evaluacion de la irritacion cutanea,
o la sustancia no es irritante
7 | Efectie el ensayo inicial in vivo con Lesién grave de la piel Se considera corrosiva. No hacen falta mds
un animal ensayos.
No hay lesion grave

5

8 | Realice la prueba de confirmacién Corrosiva o irritante Se considera corrosiva o irritante. No hacen
con uno o dos animales adicionales falta mas ensayos.
Ni corrosiva ni irritante Se considera no corrosiva ni irritante. No
hacen falta mds ensayos.




30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/204

ANEXO 2E
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B. 5. TOXICIDAD AGUDA: IRRITACION/CORROSION OCULAR

l. METODO

Este método de evaluacion es equivalente al método TG 405 de la OCDE (2002)

1.1 INTRODUCCION

En el desarrollo de este método actualizado se ha prestado atencién especial a las posibles mejoras mediante
la evaluacidn de toda la informacidn existente sobre la sustancia analizada, para no someter a los animales de
laboratorio a pruebas innecesarias y responder asi a la preocupacién por el bienestar de los animales. En este
método se incluye la recomendacion de que antes de llevar a cabo el ensayo in vivo que se describe para
evaluar la corrosién/irritacion ocular aguda de la sustancia, hay que analizar la carga de la prueba (1) que
aportan los datos relevantes existentes. Si los datos disponibles son insuficientes se recomienda obtenerlos
mediante la aplicacion de secuencias de ensayos (2) (3). La estrategia de evaluacidén recomendada incluye la
realizacién de ensayos in vitro validados y aceptados, y se recoge en un anexo de este método. Ademds se
recomienda utilizar un ensayo de irritacidn/corrosion cutdnea in vivo para predecir la corrosion ocular ante de
realizar un ensayo ocular in vivo.

Por interés de la ciencia y del bienestar de los animales no se realizardn ensayos in vivo hasta que se hayan
evaluado todos los datos relevantes sobre el potencial de corrosién/irritacion ocular de la sustancia en un
andlisis de la carga de la prueba. Dichos datos incluirdn los obtenidos en estudios existentes realizados con
seres humanos o con animales de laboratorio, la demostracion de corrosién/irritacién por parte de una o mas
sustancias relacionadas estructuralmente o por una mezcla de las mismas, los que demuestran la elevada
acidez o alcalinidad de la sustancia (4) (5) y los obtenidos en ensayos de corrosion e irritacion cutdnea in vitro
o ex vivo validados y aceptados (6) (6a). Los estudios pueden haber sido realizado antes del andlisis de la
carga de la prueba, o a consecuencia de la misma.

Para ciertas sustancias dicho andlisis puede indicar la necesidad de realizar estudios in vivo del potencial de
corrosién/irritacion ocular de la sustancia. En todos esos casos antes de considerar el uso de un ensayo ocular
in vivo es preferible realizar primero un estudio de los efectos cutdneos in vivo de la sustancia, evaludndolo de
conformidad con el método de evaluacion B.4 (7). La aplicacidén del anilisis de la carga de la prueba y la
estrategia de evaluacién secuencial debe reducir la necesidad de realizar ensayos in vivo de la
corrosién/irritacion oculares de aquellas sustancias de las que ya se disponga de datos de otros estudios. Si no
fuera posible determinar el potencial de corrosién o irritacién ocular con la estrategia de evaluacién
secuencial, ni siquiera tras realizar un estudio in vivo de la corrosién y la irritacién cutdneas, se podrd llevar a
cabo una evaluacién de la corrosién/irritacién oculares in vivo.

En un anexo de este método se recoge el orden recomendado para efectuar los ensayos, incluidos los ensayos
in vitro o ex vivo validados y aceptados sobre corrosion e irritacién. Se trata de una estrategia desarrollada por
un taller de la OCDE, cuyos participantes la recomendaron de manera undnime (8), y ha sido adoptada como
estrategia de evaluacién recomendada por el sistema armonizado global para la clasificacién de sustancias
quimicas (Globally Harmonised System for the Classification of Chemical Substances, GHS) (9). Aunque
dicha estrategia de evaluacién secuencial no forma parte integrante del método de evaluacién B.4, se
recomienda seguirla antes de llevar a cabo ensayos in vivo. Para sustancia nuevas, es el nuevo enfoque de
evaluacién escalonada recomendado para obtener datos cientificamente garantizados sobre la
corrosién/firritacién de la sustancia. Para sustancias existentes con datos insuficientes sobre su
corrosién/irritacion cutdnea y ocular se utilizard la estrategia para obtener los datos que falten. Serd necesario
justificar el empleo de una estrategia o procedimiento de evaluacién diferente, o la decisién de no utilizar un
procedimiento escalonado.

1.2 DEFINICIONES

Irritacién ocular: alteraciones en el ojo tras la aplicacién de una sustancia de ensayo en la superficie
anterior del ojo, completamente reversibles en los 21 dfas siguientes a la aplicacion.
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Corrosion ocular: lesion tisular en el ojo o grave reduccion fisica de la vista, tras la aplicacién de una
sustancia de ensayo en la superficie anterior del ojo, que no son completamente reversibles en los 21 dias
siguientes a la aplicacién

1.3 PRINCIPIO DEL METODO DE EVALUACION

La sustancia analizada se aplica en una sola dosis a uno de los ojos de un animal de experimentacion; el ojo
no tratado actia como control. Se evalia el grado de irritacidn/corrosién ocular a intervalos determinados,
mediante la puntuacién de las lesiones de la conjuntiva, la cdrnea y el iris. También se describen otros efectos
en el ojo y los efectos sistémicos adversos, para proporcionar una evaluacion completa de los efectos. La
duracién del estudio ha de ser suficiente para evaluar la reversibilidad o irreversibilidad de los efectos
observados.

Los animales que muestren signos continuados de deterioro o dolor graves en cualquier fase del ensayo deben
ser sacrificados, con la consiguiente evaluacién de la sustancia. Los criterios para sacrificar a los animales
moribundos y que sufren intensamente se recogen en la referencia (10).

1.4 DESCRIPCION DEL METODO DE EVALUACION
1.4.1 Preparacion del ensayo in vivo
1.4.1.1 Seleccion de las especies

El conejo atbino es el animal de laboratorio preferido; se emplean individuos adultos jévenes y sanos. Si se
utilizan otras especies serd necesario justificarlo.

1.4.1.2 Preparacion de los animales

En las 24 horas previas al inicio del ensayo se examinardn los dos ojos de los animales de experimentacion
provisionalmente seleccionados para la misma. No se utilizardn animales que muestren irritacién ocular,
defectos oculares o lesion corneal preexistente.

1.4.1.3 Condiciones de alojamiento y alimentacion

Los animales deben ser alojados de manera individual. La temperatura de los animalarios debe ser de 20 °C (£
3 9C) para los conejos. Aunque la humedad relativa debe ser del 30% como minimo y preferiblemente no
superar el 70%, excepto durante la limpieza del animalario, el objetivo debe ser el 50-60%. La iluminacién
serda artificial, con 12 horas de luz y 12 de oscuridad. Para la alimentacién se podrdn utilizar dietas de
laboratorio convencionales, con suministro ilimitado de agua para beber

1.4.2 Procedimiento del ensayo
1.4.2.1 Aplicacion de la sustancia analizada

La sustancia analizada debe aplicarse a la conjuntiva de un ojo de cada animal, separando suavemente el
pérpado del globo ocular. A continuacién se juntan suavemente los pdrpados durante un segundo, para que no
se pierda el material. El otro ojo no se trata y sirve como control.

1.42.2 Irrigacion

No se lavardn los ojos de los animales tratados hasta al menos 24 horas después de la instilacién de la
sustancia ensayada excepto en el caso de s6lidos (véase la seccién 1.4.2.3.2) y en caso de producirse efectos
corrosivos o irritantes inmediatos. Transcurridas 24 horas se podran lavar los ojos si se considera necesario.

No se recomienda utilizar un grupo satélite de animales para investigar la influencia del lavado, a menos que
esté justificado desde el punto de vista estadistico. Si se necesita un grupo satélite estard formado por dos
conejos. Las condiciones del lavado deben quedar minuciosamente documentadas, por ejemplo, hora del
lavado; composicién y temperatura de la solucién de lavado; duracién, volumen y velocidad de la aplicacién.
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1.42.3 Nivel de dosis
1.4.2.3.1 Evaluacion de liquidos

Para evatuar liquidos se emplea una dosis de 0,1 ml. No se deben utilizar aerosoles para instilar la sustancia
directamente en el ojo. Antes de aplicarlo, se expulsa el liquido del aerosol en un recipiente, y se instila 0,1 ml
en el ojo.

1.42.32 Evaluacion de solidos

Para evaluar sélidos, cremas y sustancias con particulas, la cantidad utilizada debe tener un volumen de 0,1
ml o no pesar méds de 100 mg. El material analizado debe estar reducido a polvo fino. El volumen de material
solido se medird tras compactarlo con suavidad, por ejemplo, golpeando suavemente con los dedos el envase
medidor. Si en el primer punto temporal de observacién (1 hora después del tratamiento) la sustancia
analizada s6lida no ha sido eliminada del ojo del animal de ensayo por mecanismos fisioldgicos, se puede
lavar el ojo con suero salino o con agua destilada.

1.42.33 Evaluacion de aerosoles

Se recomienda hacer una recogida de los aerosoles antes de instilar el producto en el ojo. Son excepcion las
sustancias que van en contenedores en aerosol presurizados, que no se pueden recoger debido a la
vaporizacion. En esos casos hay que sujetar el ojo bien abierto, administrando la sustancia analizada en el ojo
con una sola pulverizacién de un segundo aproximadamente, a una distancia de 10 cm directamente delante
del ojo. Esta distancia puede variar dependiendo de la presion del aerosol y de su contenido. Hay que tener
cuidado para no lesionar el ojo con la presién del aerosol. En determinados casos puede ser necesario evaluar
el potencial de lesién “mecdnica” del ojo producida por la fuerza del aerosol.

Es posible calcular la dosis de un aerosol, simulando elensayo como se indica a continuacién: se pulveriza la
sustancia sobre papel de pesar, a través de una abertura del tamafio del ojo de un conejo, colocada
directamente delante del papel. El aumento de peso del papel sirve para calcular aproximadamente la cantidad
administrada al ojo. Para sustancias voldtiles se puede calcular la dosis pesando un envase antes de aplicar el
material de ensayo y después de retirarlo.

1.4.2.4 Ensayo inicial (ensayo de irritacion/corrosion ocular in vivo con un animal)

Como ya se ha indicado en la estrategia de evaluacién secuencial (véase el Anexo 1), se recomienda
encarecidamente realizar el ensayo in vivo primero con un solo animal.

Si los resultados de ésta indican que la sustancia es muy irritante o corrosiva en el ojo, no se hardn mds
ensayos.

1.42.5 Anestésicos locales

El uso de anestésicos locales se considerard caso por caso. Si el andlisis de la carga de la prueba indica que la
sustancia puede producir dolor, o si la evaluacién inicial demuestra que se puede producir una reaccién
dolorosa, se podrd utilizar un anestésico local antes de aplicar la sustancia en estudio. La eleccion del tipo, la
concentracion y la dosis del anestésico local se hard con cuidado, para asegurarse de que su empleo no
produce diferencias en la reaccién a la sustancia en estudio. El ojo del control debe de recibir la misma
anestesia.

1.4.2.6 Ensayo de confirmacién (ensayo de irritacion ocular in vivo con animales adicionales)

Si en el ensayo inicial no se observa efecto corrosivo se confirmard la respuesta irritante o negativa con un
mdximo de dos animales mds. Si se observa efecto irritante en el ensayo inicial, indicativo de un posible
efecto potente (irreversible) en la de confirmacidén, se recomienda efectuar ésta de forma secuencial
exponiendo a los animales de uno a uno, en lugar de exponer a dos a la vez. Si el segundo animal presenta
efectos corrosivos o frritantes importantes se suspendera el ensayo. Puede ser necesario utilizar mas animales
para confirmar respuestas irritantes débiles o moderadas.
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1.42.7 Peritodo de observacion

La duracién del periodo de observacion debe ser suficiente para evaluar por completo la reversibilidad de los
efectos observados. No obstante se dard por finalizado el experimento si el cualquier momento el animal
presenta signos continuados de dolor o malestar graves (9). Para determinar la reversibilidad de los efectos lo
normal es someter a los animales a 21 dfas de observacién a partir de la administracién de la sustancia
analizada. Si se observa la irreversibilidad antes de 21 dias el experimento debe concluir en ese momento.

1.42.7.1 Observaciones clinicas y graduacion de las reacciones oculares

Se examinardn los ojos 1, 24, 48 y 72 horas después de la aplicacion de la sustancia analizada. Los animales
no permanecerin en el ensayo mads tiempo del necesario, una vez obtenida la informacion definitiva. Los
animales que muestren dolor o malestar intenso continuados deben ser sacrificados sin demora, con la
consiguiente evaluacion de la sustancia. Serdn sacrificados los animales que presenten las siguientes lesiones
oculares después de la instilacién: perforaciéon corneal o ulceracién corneal significativa, incluido el
estafiloma; presencia de sangre en la cdmara anterior del ojo; opacidad corneal de grado 4 que persista
durante 48 horas; ausencia de reflejo luminico (respuesta del iris de grado 2) que persista durante 72 horas;
ulceracion de la conjuntiva; necrosis de la conjuntiva o de la membrana nictitante, o escarificacién. Esto se
debe a que tales lesiones no suelen ser reversibles.

Los animales que no presenten lesiones oculares deben permanecer en observacién al menos 3 dias después
de la instilacién. Los animales con lesiones leves a moderadas deben permanecer en observacion hasta que
desaparezcan las lesiones o hasta transcurridos 21 dias, que es cuando finaliza el estudio. Las observaciones
se efectuardn a los 7, 14 y 21 dfas, para determinar el estado de las lesiones y si son o no reversibles.

En cada exploracion se anotard el grado de reaccidn ocular (conjuntiva, cérnea e iris) (tabla I). También se
notificard cualesquiera otras lesiones oculares (por ejemplo, queratitis vascular, manchas oculares) o efectos
sistémicos adversos.

Se puede facilitar el examen de las reacciones mediante el uso de una lupa binocular, de una lampara de
hendidura manual, de un biomicroscopio o de otro dispositivo adecuado. Tras registrar las observaciones a las
24 horas, las ulteriores exploraciones pueden hacerse con la ayuda de fluoresceina.

La graduacién de las respuestas oculares es subjetiva necesariamente. Para armonizar tal graduacién y ayudar
a los laboratorios y a quienes efectian e interpretan las observaciones, el personal encargado recibird
formacion adecuada sobre el sistema de puntuacion utilizado. La graduacién de las respuestas oculares debe
hacerse en condiciones ciegas.

2. DATOS
2.2 EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Las puntuaciones de la irritacidén ocular deben evaluarse junto con la naturaleza y la intensidad de las lesiones,
y el hecho de si son reversibles o no. Las puntuaciones individuales no constituyen una referencia absoluta de
la propiedades irritativas del material, pues también se evaldan otros efectos del material evaluado. En su
lugar las puntuaciones individuales deben considerarse como valores de referencia, que sdlo serdn
significativos cuando sean respaldados por una descripcién completa y la evaluacién de todas las demds
observaciones.
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3. NOTIFICACION
3.1 INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo incluird la siguiente informacion:

Justificacién del ensayo in vivo: andlisis de la carga de la prueba de ensayos realizados anteriormente,
incluidos los resultados de la estrategia de evaluacidn secuencial.

—descripcidn de datos relevantes de ensayos realizados anteriormente:

—datos obtenidos en cada fase de la estrategia de evaluacion:

—descripcidén de los ensayos in vitro realizados, con detalles de los procedimientos los resultados
obtenidos con las sustancias analizadas/de referencia:

— descripcidén del estudio sobre irritacidn/corrosién cutdnea in vivo realizado, con los resultados
obtenidos;

— andlisis de la carga de la prueba para realizar el estudio in vivo.

Sustancia analizada:

— datos de identificacion (por ejemplo, nimero CAS; origen; pureza; impurezas conocidas; niimero
de lote);

— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas (por ejemplo pH, volatilidad, solubilidad,
estabilidad, reaccidn en agua);

— i se trata de una mezcla, composicién y porcentajes relativos de los componentes.

— si se utiliza anestésico local, identificacién, pureza, tipo, dosis y posible interaccion con la
sustancia analizada.

Vehiculo:

— identificacién, concentracién (en su caso), volumen utilizado;
— justificacion de la eleccion del vehiculo.

Animales de experimentacidn:

— especia/cepa utilizada, justificacién del uso de animales que no sean conejos albinos;
— edad de cada animal al principio del estudio;

— nimero de animales de cada sexo en los grupos de prueba y de control (en su caso);
— peso de los animales individuales al principio y al final del ensayo;

— origen de los animales, condiciones del alojamiento, dieta, etc.

Resultados:

— descripcién del método utilizado para puntuar la irritacién en cada momento de observacién (por
ejemplo, ldmpara de hendidura manual, biomicroscopio, fluoresceina);

— tabulacién de los datos de respuesta irritante/corrosiva de cada animal en cada momento de observacion,
hasta la retirada de cada animal del ensayo:

— descripcidn narrativa del grado y la naturaleza de la irritacién o la corrosién observadas;

— descripcién de otras lesiones observadas en el ojo (por ejemplo vascularizacidn, queratitis vascular,
adherencias, manchas):

— descripcién de efectos adversos locales no oculares y sistémicos, y hallazgos histopatoldgicos, en su
caso.

Comentario de los resultados

32 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
La extrapolacién a humanos de los resultados de los estudios de irritacién ocular realizados con animales de
laboratorio sélo es vdlida en cierto grado. En muchos casos, los conejos albinos son mds sensibles a los

irritantes o corrosivos oculares que los seres humanos.

Hay que interpretar con cuidado los datos para excluir la irritacién resultante de una infeccién secundaria.
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TABLA I: GRADUACION DE LAS LESIONES OCULARES

Cérnea

Opacidad: grado de densidad (se tendrd en cuenta la zona mds densa)*

Sin ulceracion NI OPACTAAG «o..eeviiiiiiieee ettt sttt st et s st e s e sre e e bt e s e e sme e s s e e re e smeesmae e saesrneen 0
Zonas de opacidad diseminadas o difusas (aparte del ligero mate debido a la limpieza habitual);

los detalles del iris se aprecian cOmn Claridad ...o.oooiviiiiii ettt s e 1
Zona transldcida ficilmente discernible; los detalles del iris estdn ligeramente oScurecidos ..o.vvvvvvivneenrcneenenecneeenen. 2
Zona nacarada; no se ven detalles del iris; el tamafio de la pupila apenas es discernible ..o 3
Cornea opaca; 10 s distingUe el TS @ SU ITAVES. .eiviiiiriiiiiiere ettt ettt e e sae e e e s e sae e e e s e e sre e see s e e smneennees 4

Miximo posible 4

*Hay que tomar nota de la superficie de la opacidad corneal

Iris

NOTITIAL .. e ()

Pliegues notablemente hundidos, congestién, inflamacion, moderada hiperemia o inyeccién circuncorneal;

iris reactivo a la luz (si la reaccion es defectuosa se considera como efecto): it 1

Hemorragia, destruccidn visible o ausencia de reaccién a la luz 2
Miximo posible 2

Conjuntiva

Enrojecimiento (se refiere a la conjuntiva palpebral y bulbar; se excluye la cérnea y el iris) Normal. .....cccoovvinininnnninnne 0

Algunos vasos sanguineos hiperémicos (INYECtAdOS) ..eivviiriiriiiiiiietere ettt e e e s e ree e ens 1

Coloracién carmesi difusa; no se distinguen ficilmente los vasos individuales .. .2

ColoTaciOn CATNE AITUSA ..iiuiiieii ittt st b e s b e st e b e s he st e b e s he s b e b e s ae s b e b e s as e b e b e she et e sbesas et aaras 3
Midximo posible 3

Quemosis

Inflamacion (se refiere a los parpados o a las membranas nictitantes)

NOTIIAL ..o s O

Cierta hinchazon SUPETIOT @ 10 TIOTITIAL ...eiiiieiiiie ettt ettt ettt et e et e et e s eeebe e st e s aeeeabe e st esaeeeabeaaseaaaeesabeeseannaesaseans 1

Hinchazén evidente con eversion parcial de 108 PArPAdOS .ooveiiriiiiiinne et 2

Hinchazén con parpados medio cerrados ........oovecvennennens .3

Hinchazén con parpados mas qUE MEAI0 CEITATOS ..iiiiiiiiiiieiiieeiteete et eriteste et e estt e s teeabeeseesaeesseeseasaeesseeseasseesseeaseanneasaen 4

Médximo posible 4
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ANEXO

Estrategia de evaluacion secuencial de la irritacién y la corrosion oculares

CONSIDERACIONES GENERALES

Es importante evitar el uso innecesario de animales y reducir al minimo las pruebas que con toda probabilidad produce
respuestas graves en los animales, por su bienestar y por motivos cientificos. Antes de considerar la realizacion de ensayos
in vivo hay que evaluar toda la informacién sobre una sustancia en lo que respeta a su posible poder corrosivo/irritativo
ocular. Puede que existan pruebas suficientes para clasificar el potencial corrosivo o irritativo ocular de una sustancia
analizada, sin necesidad de realizar ensayos con animales de laboratorio. Por eso el uso del andlisis de la carga de la prueba
y de una estrategia de evaluacion secuencial reducird al minimo la necesidad de realizar ensayos in vivo, especialmente si es
probable que la sustancia produzca reacciones graves.

Se recomienda utilizar el andlisis de la carga de la prueba para evaluar la informacién existente sobre el potencial de
irritacion y corrosion oculares producidas por las sustancias, para determinar si la realizacion de estudios adicionales, a parte
de los oculares in vivo, ayudarfa a caracterizar dicho potencial. Cuando sean necesarios otros estudios, se recomienda utilizar
la estrategia de evaluacién secuencial para obtener los datos experimentales relevantes. Para sustancias no evaluadas
anteriormente, se utilizard la estrategia de evaluacidn secuencial para obtener los datos necesarios para evaluar su potencial
corrosivo/irritativo ocular. La estrategia de evaluacidn que se describe en este Anexo fue redactada en un taller de la OECD
(1). Posteriormente fue confirmada y ampliada por el sistema armonizado integrado de clasificacién de peligros para la salud
humana y efectos ambientales de las sustancias quimicas (Harmonised Integrated Hazard Classification System for Human
Health and Environmental Effects of Chemical Substances), y fue aprobada en la | XXVIII reunién del Comité Conjunto
para productos quimicos (Chemicals Committee and the Working Party on Chemicals) en noviembre de 1998 (2).

Aunque la presente estrategia de evaluacion no forma parte integrante del método de evaluacion B.5, si expresa el enfoque
recomendado para la determinacion de las caracterfsticas de irritacidn/corrosion oculares. Este enfoque representa la prictica
Sptima y una piedra angular desde el punto de vista ético para el andlisis in vivo de la irritacion/corrosion oculares. El
método de evaluacidn proporciona instrucciones para la realizacién del ensayo in vivo, y resume los factores que se han de
abordar antes de ponerla en marcha. La estrategia proporciona un enfoque basado en la carga de la prueba para la evaluacién
de los datos existentes sobre las propiedades de irritacidn/corrosién oculares de las sustancias analizadas, y un enfoque por
partes para generar datos relevantes sobre sustancias que necesitan estudios adicionales o que no han sido estudiadas. La
estrategia incluye la realizacion en primer lugar de ensayos in vitro o ex vivo validados y aceptados y a continuacién del
método de evaluacion B.4 estudios de irritacién/corrosién cutinea en condiciones concretas (3) (4).

DESCRIPCION DE LA ESTRATEGIA DE EVALUACION ESCALONADA

Antes de Hlevar a cabo 1 los ensayos que forman parte de la estrategia de evaluacion secuencial (figura), se evaluard toda la
informacién disponible, para determinar la necesidad de practicar estudiosoculares in vivo. Aunque se puede obtener
informacién significativa a partir de la evaluacién de pardmetros aislados (por ejemplo, un pH extremo), hay que considerar
la totalidad de la informacidn existente. Se evaluardn todos los datos relevantes sobre los efectos de la sustancia en cuestion
y de sus andlogos estructurales, para tomar una decisién basada en la carga de la prueba, y se presentard la justificacién de
dicha decision. Se hard especial hincapié en los datos existentes sobre la sustancia en seres humanos y animales, seguidos
por el resultado de los ensayos in vitro o ex vivo. Siempre que sea posible se evitara realizar estudios in vivo con sustancias
corrosivas. Los factores que se tienen en cuenta en la estrategia de evaluacion son:

Evaluacion de datos existentes en seres humanos y en animales (paso 1). En primer lugar se tendrdn en cuenta los datos
existentes sobre seres humanos, p.ej., estudios clinicos u ocupacionales e informes de casos, y los datos de ensayos
realizados con animales en estudios oftalmoldgicos, pues proporcionan informacién directamente relacionada con los
efectos producidos en los 0jos. A continuacién se evaluardn los datos disponibles de estudios realizados con seres humanos
o animales para investigar la corrosién/irritacién cutdneas. Las sustancias conocidas por ser corrosivas o intensamente
irritantes para el ojo no se aplicardn a los ojos de los animales, ni tampoco aquéllas que tengan efectos corrosivos o irritantes
para la piel; dichas sustancias debe ser consideradas corrosivas o irritantes para los ojos también. Cuando en estudios
oftalmolégicos realizados anteriormente se hayan obtenido pruebas suficientes de que una sustancia no es corrosiva ni
iirritante, tampoco serd sometida a estudios oftalmoldgicos in vivo.



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/213

Andlisis de las relaciones entre las estructuras (SAR) (paso 2). Hay que tener en cuenta los resultados de los andlisis de
sustancias relacionadas desde el punto de vista estructural, si es que existen. Cuando se dispone de suficientes datos en seres
humanos o animales sobre sustancias relacionadas desde el punto de vista estructural o sobre mezclas de dichas sustancias
que indique su potencial corrosivo/irritativo ocular, se puede presuponer que la sustancia analizada producird las mismas
respuestas. En estos casos puede que no sea necesario evaluar la sustancia en cuestién. Los datos negativos de los estudios
sobre sustancias relacionadas desde el punto de vista estructural o sobre mezclas de éstas no constituyen demostracion
suficiente de que una sustancia no serd corrosiva ni irritante en la estrategia de evaluacién secuencial. Para identificar el
potencial de corrosidn e irritacion dérmica y ocular hay que utilizar enfoques SAR validados y aceptados.

Propiedades fisicoquimicas y reactividad quimica (paso 3). Las sustancias con pH extremos, como <2,0 y 211,5 pueden
tener potentes efectos locales. Si el pH extremo es la base para identificar si una sustancia es corrosiva o irritante para el ojo,
entonces también se tendrd en cuenta la reserva de acido/dlcali (o capacidad amortiguadora) (3)(4). Si la capacidad
amortiguadora sugiere la posibilidad de que una sustancia no sea corrosiva para el ojo se realizardn mas pruebas para
confirmarlo, preferiblemente utilizando un ensayo in vitro o ex vivo validado y aceptado (véanse los pasos 5 y 6).

Consideracion de otras informaciones existentes (paso 4). En esta fase se evaluard toda la informacién disponible sobre la
toxicidad sistémica por via cutdnea. También se tendrd en cuenta la toxicidad cutdnea aguda de la sustancia analizada. Si se
ha demostrado que la sustancia es muy tdxica por via cutdnea puede no ser necesario estudiarla en el ojo. Aunque no existe
necesariamente una relacion entre la toxicidad cutdnea aguda y la irritacidn/corrosién ocular, se puede suponer que si un
agente es muy toxico por via cutdnea también lo serd si se aplica al ojo. Estos datos también se pueden tener en cuenta entre
los pasos 2 y 3.

Resultados de los ensayos in vitro o ex vivo (pasos 5 y 6). Cuando se hayan demostrado las propiedades corrosivas o
irritativas intensas de una sustancia en un ensayo in vitro o ex vivo (7) (8) validado y aceptado para la evaluacién concreta de
la corrosidn/irritacién ocular o cutdnea, no serd necesario evaluarla en animales. Se puede dar por supuesto que dichas
sustancias producirdn similares efectos intensos ir vivo. Sino se dispone de ensayos in vitro/ex vivo validados y aceptados,
debe prescindirse de los pasos 5 y 6 y pasar directamente al paso 7.

Evaluacion del poder irritant cutdneo in vivo de la sustancia (paso 7). Cuando sean insuficientes los datos para realizar un
andlisis de la carga de la prueba concluyente sobre el poder irritante/corrosivo ocular de una sustancia a partir de los datos
de los estudios que se han enumerado, se procederd en primer lugar a evaluar el potencial de irritacién/corrosién cutdnea in
vivo, utilizando el método de evaluacién B.4 (4) y el Anexo que le acompafia (9). Si se demuestra que la sustancia produce
corrosién o irritacién cutdnea intensa, se considerard como corrosiva para el ojo, a menos que haya otros datos en apoyo de
otra conclusién. En ese caso no serd necesario realizar un ensayo ocular in vivo. Si la sustancia no es corrosiva ni
intensamente irritante para la piel, se realizard un ensayo cutdneo in vivo.

Ensayo in vivo en conejos (pasos 8 y 9). El ensayo ocular in vivo empezard con un ensayo inicial con un solo animal Si los
resultados de ésta indican que la sustancia es muy irritante o corrosiva en el ojo, no se hardn més ensayos. Si dicho ensayo
no muestra efectos corrosivos ni irritantes graves, se llevard a cabo un ensayo de confirmacion con otros dos animales.
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FIGURA
ESTRATEGIA DE EVALUACION DE LA IRRITACION / CORROSION OCULAR
Actividad Hallazgo Conclusion
1 Existen datos sobre seres humanos o Lesion grave de los ojos Criterio de valoracién principal; se
animales que demuestran los efectos considera corrosiva para los ojos. No es
sobre Los ojos necesario evaluar.

Irritante para los ojos Criterio de valoracién principal; se
considera irritante para los ojos. No es
necesario evaluar.

No corrosiva/no irritante para los Criterio de valoracion determinante; se

ojos considera que no es corrosiva ni irritante
para los ojos. No requiere evaluacion.

Existen datos sobre seres humanos o Corrosiva para la piel Se supone que es corrosiva para los 0jos.
animales que demuestran que No es necesario evaluar.
produce efectos corrosivos sobre la
piel
Existen datos sobre seres humanos o Muy irritante para la piel Se supone que es irritante para los ojos.
animales que demuestran que No es necesario evaluar.
produce efectos irritantes graves en
fa piel
No se dispone de informacion, o la
informacion disponible no es
concluyente
2 Realice evaluacion SAR de la Predice lesién grave para los ojos Se supone que es corrosiva para los ojos.
corrosién/irritacién ocular No es necesario evaluar,

Predice irritacion para los ojos Se supone que es irritante para los 0jos.

No es necesario evaluar.
Realice SAR de la corrosion cutdnea | Predice corrosion cutdnea Se supone que es corrosiva para los ojos.
No es necesario evaluar.
No es posible hacer predicciones, o
las predicciones son negativas 0 no
concluyentes
3 Medicién del pH (tenga en cuenta la pH<20211,5(con elevada Se supone que es corrosiva para los ojos.
capacidad amortiguadora, si es capacidad amortiguadora, si es No es necesario evaluar.
relevante) relevante)
2<pH< 11 S50pH 22002115 con
capacidad amortiguadora baja o
nula, si es relevante
4 Evalte los datos de toxicidad Muy tdxica a las concentraciones La sustancia serfa demasiado téxica para
sistémica por via cutdnea que se evaluarian en el ojo evaluarla. No es necesario evaluar.
No se dispone de tal informacion, o
la sustancia no es muy toxica
5 Efectiie ensayos de corrosion ocular Respuesta corrosiva Se supone que es corrosiva para los 0jos.

invitro o ex vivo, validados y
aceptados

No hacen falta mds ensayos.
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{

La sustancia no es corrosiva, o
todavia no se dispone de métodos de
evaluacion in vitro o ex vivo de lu
corrosion ocular validados

{

6 Efectiie ensayos de irritacién ocular
in vitro o ex vivo, validados y

aceptados
{

La sustancia no es irritante, 0
todavia no se dispone de métodos de
evaluacion in vitro o ex vivo de la
irritacion ocular validados

7 Efectiie una evaluacién experimental
in vivo del potencial de
irritacién/corrosién cutdnea (véase el
método de evaluacién B4 y su

4nexo).
$

La sustancia no es corrosiva si muy
irritante para la piel

8 Efecttie elensayo ocular inicial in
vive con un animal

No hay lesion grave o no hay
respuesta

!

9 Realice lelensayo de confirmacién
con uno o dos animales adicionales

Respuesta irritante

Respuesta corrosiva o irritante

grave

Lesion grave de los ojos

Corrosiva o irritante

Ni corrosiva ni irritante

Se supone que es irritante para los ojos.
No hacen falta mds ensayos.

Se supone que es corrosiva para los 0jos.
No hacen falta mds ensayos.

Se considera corrosiva para los ojos. No
hacen falta mds ensayos.

Se considera corrosiva o irritante para los
ojos. No hacen falta mds ensayos.

Se considera que no es irritante ni
corrosiva para los ojos. No hacen falta
mds ensayos.
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ANEXO 2F
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B.31. ESTUDIO DE TOXICIDAD PARA EL DESARROLLO PRENATAL

1. METODO

El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 414 (2001).

1.1 INTRODUCCION

El presente ensayo de toxicidad para el desarrollo tiene por objeto proporcionar informacién general sobre los
efectos de la exposicion prenatal en la hembra griavida sometida a ensayo y en el organismo intrauterino en
desarrollo; incluye, en particular, la evaluacién de los efectos sobre la madre, asi como la muerte, anomalfas
estructurales y alteraciones del crecimiento del feto. Pese a que las deficiencias funcionales constituyen un
aspecto importante del crecimiento, no se contemplan en el presente método de ensayo. Pueden investigarse al
margen o como complemento de este método en un estudio de neurotoxicidad para el desarrollo. Este dltimo y
el estudio de toxicidad para la reproduccion en dos generaciones pueden emplearse para detectar deficiencias
funcionales y otros efectos postnatales.

En algunos casos particulares, puede ser necesario adaptar el protocolo de este ensayo, en funcidn, por ejemplo,
de las propiedades fisicoquimicas o toxicoldgicas de la sustancia de ensayo. La adaptacion serd aceptable si se
dispone de datos cientificos convincentes que indiquen que de esa manera el ensayo proporcionard mayor
informacidén. En tal caso, esos datos cientificos deberin incluirse minuciosamente en el informe del ensayo.

1.2 DEFINICIONES

Toxicologia del desarrollo: estudio de los efectos adversos sobre un organismo en desarrollo, que pueden
producirse tras la exposicién antes de la concepcién y durante el desarrollo prenatal y postnatal hasta la
maduracién sexual. Los principales signos de la toxicidad para el desarrollo son la muerte del organismo, las
anomalias estructurales, la alteracién del crecimiento y las deficiencias funcionales. Antiguamente, la
toxicologia del desarrollo solia denominarse teratologia.

Efecto adverso: toda alteracidn respecto a una situacién de referencia, relacionada con el tratamiento, que
disminuya la capacidad del organismo para sobrevivir, reproducirse o adaptarse al entorno. La toxicologia del
desarrollo, considerada en su sentido mds amplio, incluye todos los efectos que afectan al desarrollo normal del
producto de la concepcidn, antes y después del nacimiento.

Alteracion del crecimiento: alteracion que afecte al peso o el tamafio del cuerpo o los drganos de la
descendencia.



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/219

Alteraciones (anomalias): alteraciones estructurales en el desarrollo, que incluyen las malformaciones y las
variaciones (28).

Malformacién/anomalia grave: cambio estructural que se considere perjudicial (también puede resultar

letal) para el animal y, por lo general, infrecuente.

Variacién/anomalia leve: cambio estructural que se considere poco 0 nada perjudicial para el animal;

puede tener cardcter transitorio y ser relativamente frecuente en la poblacién de control.

Producto de la concepcién: conjunto de los derivados de un évulo fecundado, en cualquier fase del desarrollo,

desde la fecundacion hasta el nacimiento, incluidas las membranas extraembrionarias y el embrién o el feto.

Implantacién (anidacién): fijacién del blastocisto en la tdnica epitelial del dtero, que incluye la penetracion

por el epitelio uterino y la insercién en el endometrio.

Embrién: primera fase del desarrollo de un organismo, en particular, la fase de desarrollo de un huevo

fecundado desde que aparece el eje mayor hasta que quedan representadas las estructuras principales.

Embriotoxicidad: novicidad para la estructura, el desarrollo, el crecimiento y/o la viabilidad normales de un

embrion.

Feto: descendencia nonata en el perfodo postembrionario.

Fetotoxicidad: novicidad para la estructura, el desarrollo, el crecimiento y/o la viabilidad normales de un feto.
Aborto: expulsién prematura del ttero de los productos de la concepcién (embrién o feto no viable).
Resorcion: absorcién de un producto de la concepcién que muere una vez implantado en el ttero.

Resorcion precoz: signos de implantacién sin embridn ni feto reconocible.

Resorcion tardia: embridn o feto muerto, que presenta cambios degenerativos externos.

NOAEL: sigla inglesa referente a la dosis de exposicién sin efectos adversos observados, es decir, la dosis o
grado de exposicion mds alto al que no se observa ningtin efecto adverso debido al tratamiento.
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1.3 SUSTANCIA DE REFERENCIA
Ninguna.
1.4 PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Por lo general, se administra la sustancia de ensayo a las hembras grividas al menos desde la implantacion hasta
la vispera del sacrificio, que debe llevarse a cabo tan cerca como sea posible de la fecha probable del parto, pero
no demasiado tarde, para evitar la pérdida de datos en caso de parto prematuro. El método de ensayo no se
refiere dnicamente al perfodo de la organogénesis (del 57 al 15° dia en los roedores y del 6” al 18° en el conejo),
sino que estudia asimismo los efectos a lo largo de toda la gestacion, desde la fase previa a la implantacidn, en
su caso, hasta la vispera de la cesdrea. Las hembras se sacrifican poco antes de la cesdrea. Se estudia el
contenido uterino y se examinan los fetos para detectar las anomalias externas visibles y los cambios en los
tejidos blandos y el esqueleto.

1.5 DESCRIPCION DEL METODO DE ENSAYO
1.5.1 Seleccion de la especie animal

Se recomienda realizar el ensayo con la especie mas adecuada y utilizar las especies y cepas de laboratorio mas
comunes en los ensayos de toxicidad para el desarrollo prenatal. El roedor idéneo es la rata y, entre los no
roedores, el conejo. Deberd justificarse el empleo de otra especie.

1.52 Alojamiento y alimentacion

El cuarto de experimentacién ha de estar a una temperatura de 22 °C (£ 39) en el caso de los roedores y de 18 °C
(+ 3%) en el caso de los conejos, y con una humedad relativa minima del 30 % y preferiblemente inferior al 70
%, salvo durante la limpieza del local, si bien lo ideal es que esté comprendida entre el 50 y el 60 %. Se aplica
una iluminacién artificial en una secuencia de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Se proporciona una dieta
alimentaria corriente para animales de laboratorio y agua potable a voluntad.

El apareamiento debe llevarse a cabo en jaulas adecuadas. Si bien es preferible colocar a los animales apareados
en jaulas individuales, también pueden alojarse en grupos reducidos.
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153 Preparacion de los animales

Deben emplearse animales sanos, que se hayan mantenido al menos 5 dias en las condiciones de laboratorio
para su aclimatacion y que no hayan sido sometidos a experimentos previos. Se caracteriza la especie, cepa,
procedencia, sexo, peso y/o edad de los animales de experimentacidn. El peso y la edad de los animales de
experimentacion debe ser lo mas uniforme posible en todos los lotes de ensayo. Deben emplearse hembras
adultas jovenes y nuliparas para cada dosis. Las hembras han de aparearse con machos de la misma especie y
cepa y debe evitarse el apareamiento entre animales hermanos. En el caso de los roedores, el dia 0 de la
gestacion es el dia en que se observa un tapén vaginal y/o la presencia de semen; en el caso de los conejos,
suele ser el dfa del coito o de la inseminacion artificial, si se emplea esta técnica. Las hembras apareadas se
reparten al azar entre los lotes tratados y los de control. Las jaulas se disponen de forma que se reduzcan al
minimo los posibles efectos debidos al enjaulamiento. Se asigna a cada animal un nimero de identificacién
distinto. Si el apareamiento se efectda por grupos, los animales de un mismo grupo se repartirin de forma
uniforme entre los distintos lotes. Asimismo, las hembras inseminadas por un mismo macho se repartirin de
manera uniforme entre los lotes.

1.6 PROCEDIMIENTO
1.6.1 Numero y sexo de los animales

Cada lote de ensayo y de control deberd estar integrado por una cantidad de hembras que permita practicar la
autopsia de unos 20 ejemplares que presenten puntos de implantacién. Los lotes de menos de 16 hembras con
puntos de implantacion pueden resultar inadecuados. La mortalidad materna no invalida necesariamente el
estudio, siempre y cuando no supere el 10 % aproximadamente.

1.6.2 Preparacion de las dosis

Si se emplea un aditivo u otro vehiculo para facilitar la dosificacion, deberdn tenerse presentes los efectos sobre
la absorcidn, distribucién, metabolismo y retencién o excrecion de la sustancia de ensayo, los efectos sobre las
propiedades quimicas de ésta que puedan modificar su toxicidad, y los efectos sobre el consumo de alimentos y
agua y sobre el estado nutricional de los animales. El vehiculo no debe ser toxico para el desarrollo ni afectar a
la reproduccion.
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1.6.3 Posologia

Por lo general, la sustancia de ensayo se administra todos los dias desde la implantacidn (por ejemplo, el quinto
dia después del apareamiento) hasta la vispera del dia en que esté prevista la cesdrea. Si los estudios
preliminares disponibles no sefialan un riesgo elevado de pérdidas preimplantatorias, puede administrarse el
tratamiento durante todo el periodo de gestacién, desde el apareamiento hasta la vispera de la cesdrea. Se sabe
que el estrés y la manipulacion indebida durante la gestacion pueden ocasionar pérdidas prenatales. Con objeto
de evitar las pérdidas prenatales independientes del tratamiento, debe evitarse la manipulacién innecesaria de
las hembras grdavidas y el estrés debido a factores externos como el ruido.

Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un lote de control en paralelo. Los animales sanos se distribuyen al
azar entre el lote de control y los lotes de ensayo. Las dosis han de ser progresivas para obtener una gradacion
de efectos toxicos. A menos que las caracteristicas fisicoquimicas o las propiedades bioldgicas de la sustancia
de ensayo impongan restricciones, la dosis superior debe seleccionarse con el propdsito de inducir efectos
téxicos para el desarrollo y/o en la madre (signos clinicos o disminucién del peso corporal), pero sin llegar a
provocar la muerte ni un sufrimiento intenso. Al menos una dosis intermedia debe producir los efectos toxicos
minimos observables. La dosis minima no debe resultar toxica en absoluto para la madre ni para el desarrollo.
Se selecciona una serie de dosis decrecientes para poner de manifiesto las respuestas en funcion de la dosis y la
dosis sin efectos adversos observados (NOAEL). Los intervalos del doble al cuddruple suelen ser 6ptimos para
establecer las dosis decrecientes y a menudo es preferible afiadir un cuarto lote de ensayo en lugar de utilizar
intervalos muy amplios (por ejemplo, con un factor superior a 10) entre dosis. Si bien es cierto que se trata de
determinar la NOAEL en la madre, los estudios que no permiten determinarla también son aceptables (1).

Las dosis deben establecerse tomando en consideracion todos los datos disponibles sobre la toxicidad y la
informacién complementaria relativa al metabolismo y la toxicocinética de la sustancia de ensayo o productos
afines. Dicha informacion servird asimismo para justificar la pertinencia de la gama de dosis.

Se emplea un lote de control en paralelo, que no recibe la sustancia de ensayo, pero si el vehiculo en caso de
que éste se utilice para la sustancia. Debe administrarse el mismo volumen de sustancia de ensayo o de vehiculo
a todos los lotes. Los animales del lote o lotes de control deben tratarse de la misma manera que los de los lotes
de ensayo. Los lotes de control 4 los que se administra el vehiculo han de recibir el mayor volumen que se haya
utilizado (el que se administre al lote tratado con la dosis inferior).

1.6.4 Ensayo limite

Si en un ensayo con una sola dosis equivalente, al menos, a 1000 mg/kg peso corporal/dia, administrada por via
oral y siguiendo el procedimiento descrito en el presente estudio no se produce ningtin efecto téxico observable
en las hembras gravidas ni en la progenie y si, a la luz de los datos disponibles (por ejemplo, sobre sustancias
con caracteristicas estructurales y/o metabdlicas similares), no cabe esperar efectos toxicos, puede considerarse
innecesario realizar un estudio completo con tres dosis. Seglin el grado previsto de exposicién humana, puede
ser preciso administrar una dosis oral superior en el ensayo limite. Si se trata de otras vias de administracion,
como la inhalacién o la aplicacién cutinea, suelen ser las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia de
ensayo las que determinan y limitan el grado méaximo de exposicion que puede alcanzarse (por ejemplo, la
aplicacidn cutdnea no debe producir toxicidad local grave).
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1.6.5 Administracion de las dosis

La sustancia de ensayo y el vehiculo suelen administrarse mediante intubacion oral. Si se opta por otra via de
administracién, deberd motivarse y justificarse, y procederse a las modificaciones pertinentes (2)(3)(4). La
sustancia de ensayo debe administrarse todos los dias a la misma hora mas o menos.

Por lo general, la dosis que se administra a cada animal se calcula con arreglo a la tltima determinacién del
peso corporal, si bien conviene ser prudente al adaptar la dosis en el dltimo periodo de la gestacion. Debe
considerarse la informacién disponible para seleccionar la dosis de manera que se evite una toxicidad excesiva
para la madre. Si, a pesar de todo, se observa una toxicidad excesiva en las madres tratadas, deberdn sacrificarse
por métodos compasivos. Si varias hembras gravidas presentan signos de toxicidad excesiva, se contemplard la
posibilidad de sacrificar todo el lote tratado con esa dosis. Si la sustancia de ensayo se administra por sonda,
debe hacerse en una sola dosis y con una sonda géstrica o una cdnula de intubacién adecuada. El volumen
médximo de liquido que puede administrarse de una sola vez depende del tamafio del animal y no debe superar 1
ml/100g de peso corporal, salvo en el caso de las soluciones acuosas, en que puede llegarse a 2 ml/100g de peso
corporal. En caso de que se emplee aceite de maiz como vehiculo, el volumen no debe superar 0,4 ml/100g de
peso corporal, La variabilidad del volumen de ensayo debe reducirse al minimo ajustando la concentracion para
que el volumen sea constante en todas las dosis.

1.6.6 Observacion de las madres

Las observaciones clinicas y el correspondiente registro deben efectuarse al menos una vez al dia,
preferentemente a la misma hora y teniendo en cuenta el periodo mds agudo de los efectos previstos tras la
administracion. Se registra el estado clinico de los animales y, en particular, los animales muertos o
moribundos, las alteraciones pertinentes del comportamiento y todos los signos de toxicidad manifiesta.

1.6.7 Peso corporal y consumo de alimentos

Los animales deben pesarse el dia 0 de la gestacion o, a mds tardar, el dia 3 si se trata de animales ya apareados
procedentes de un criador externo; a continuacion, el primer dfa de tratamiento, al menos cada tres dfas durante
el periodo de administracién y, por dltimo, el dia del sacrificio.

Se registra el consumo de alimentos cada tres dias, coincidiendo con los dfas en que se pesen los animales.
1.6.8 Autopsia

Se sacrifican las hembras la vispera del dia previsto para al parto. Aquéllas que presenten signos de aborto o
parto prematuro antes de la fecha en que esté previsto darles muerte serdn sacrificadas y sometidas a un examen
macroscopico exhaustivo.

Tras el sacrificio o la muerte en el transcurso del estudio, las hembras se someten a un examen macroscdpico
para detectar cualquier cambio patolégico o anomalia estructural. Con objeto de minimizar los sesgos, es
preferible efectuar la observacién de las madres durante la cesdrea y el examen posterior del feto sin conocer la
dosis administrada.
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1.6.9 Examen del contenido uterino

Inmediatamente después del sacrificio o tan pronto como sea posible tras la muerte del animal, se extrae el dtero
y se comprueba el estado de gravidez. También se examinaran los Uteros que no parezcan gravidos (por
ejemplo, mediante tincion de sulfuro aménico en el caso de los roedores y tincion de Salewski u otro método
adecuado, en el de los conejos) para confirmar la ausencia de gravidez (5).

Se pesan los tteros gravidos con el cuello, salvo los de las hembras que hayan muerto durante el estudio.
Se cuenta el nimero de cuerpos amarillos en las hembras gravidas.

Se examina el contenido uterino para determinar el nimero de embriones o fetos muertos y de fetos viables. Es
preciso describir el grado de resorcién para calcular la fecha aproximada de la muerte del producto de la
concepcion (véase el apartado 1.2).

1.6.10 Examen de los fetos

Se determina el sexo y el peso corporal de cada feto.
Se examinan todos los fetos para ver si presentan alteraciones externas (6).

Se ve, asimismo, si presentan alteraciones del esqueleto o los tejidos blandos (por ejemplo, variaciones y
malformaciones o anomalias) (7)(&)(O)(10)(11)(12)(13)(14)(15)(16)(1TH(18)(19)(20)(21)(22)(23)(24). Es
aconsejable, pero no indispensable, clasificar las alteraciones fetales. Si se efectia la clasificacion, deben
establecerse claramente los criterios que definan cada clase. Se estudiard detenidamente si ha habido
alteraciones en el desarrollo del tracto genital.

En el caso de los roedores, se prepara aproximadamente la mitad de cada camada para estudiar las alteraciones
del esqueleto. El resto se prepara para el estudio de las alteraciones de los tejidos blandos, que se efectuard en
cortes seriados realizados por métodos reconocidos o apropiados o mediante técnicas finas de diseccién
macroscopica.

Si se han empleado no roedores, por ejemplo conejos, todos los fetos se someten a examen para detectar
posibles alteraciones de los tejidos blandos y el esqueleto. Se diseccionan cuidadosamente los cuerpos de los
fetos para buscar alteraciones de los tejidos blandos; esta operacién puede incluir técnicas que permitan
examinar mas exhaustivamente la estructura cardiaca interna (25). Se toman las cabezas de la mitad de los fetos
analizados de esta manera y se preparan para evaluar las alteraciones de los tejidos blandos (en particular, ojos,
cerebro, conductos nasales y lengua), mediante técnicas cldsicas de cortes seriados (26) u otro método que
presente la misma sensibilidad. Se preparan los cuerpos de esos fetos y los de los fetos intactos restantes para el
estudio de las alteraciones del esqueleto mediante los métodos descritos para los roedores.
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2 RESULTADOS
2.1 TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Deben proporcionarse datos de cada madre y su progenie y resumirse en un cuadro que recoja, para cada lote de
ensayo, el nimero de animales al inicio del ensayo, el nimero de animales hallados muertos durante el mismo o
sacrificados por razones compasivas, el momento de la muerte o sacrificio compasivo, el nimero de hembras
griavidas, el nimero de animales que presenten signos de toxicidad, una descripcién de dichos signos (con
inclusion del momento de su aparicion, duracion y gravedad), los tipos de observaciones de los embriones o
fetos y todos los datos pertinentes sobre la camada.

Los resultados numéricos deben evaluarse mediante un método estadistico adecuado y cominmente aceptado,
tomando la camada como unidad para el andlisis de los datos. La eleccidén de los métodos estadisticos debe
efectuarse en la fase de disefio del estudio y justificarse. Deben registrarse también los datos relativos a los
animales que no sobrevivan hasta la fecha programada para el sacrificio y, si procede, pueden incluirse en las
medias de los lotes. La pertinencia de dichos datos y, por tanto, la decision de incluirlos o no en las medias de
los lotes, debe valorarse caso por caso y justificarse.

22 EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del estudio de toxicidad para el desarrollo prenatal deben evaluarse respecto a los efectos
observados. La evaluacion debe incluir la informacidn siguiente:

— resultados de los ensayos en las madres y los embriones o fetos, incluida la evaluacién de la relacién, o
la ausencia de relacion, entre la exposicion de los animales a la sustancia de ensayo y la incidencia y
gravedad de todos los efectos observados;

— criterios aplicados, en su caso, para clasificar las alteraciones fetales externas, de los tejidos blandos y
del esqueleto;

— sl procede, datos previos relativos a los controles para afinar la interpretacion de los resultados del
estudio;

— cifras empleadas en el cdlculo de todos los indices o porcentajes;

— andlisis estadistico apropiado de los resultados del estudio e inclusién de informacidn suficiente sobre
el método empleado, de manera que un revisor o estadistico independiente pueda reevaluarlo y
reconstruirlo;

Si el estudio no pone de manifiesto ningiin efecto toxico, debe valorarse la pertinencia de efectuar experimentos
complementarios para determinar la absorcién y la biodisponibilidad de la sustancia de ensayo.

23 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los estudios de toxicidad para el desarrollo prenatal proporcionan informacién sobre los efectos de la
exposicion repetida a una sustancia administrada durante la gravidez en las madres y en el desarrollo
intrauterino de su progenie. Los resultados del estudio han de interpretarse a la luz de los de los estudios de
toxicidad subcrénica, reproduccidn, toxicocinéticos y de otro tipo. Dado que el estudio se centra tanto en la
toxicidad general para la madre como en la toxicidad para el desarrollo, los resultados permiten distinguir en
cierta medida los efectos sobre el desarrollo que se producen en ausencia de toxicidad general de los que se
manifiestan nicamente a dosis que también son toéxicas para la madre (27).
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3 INFORME
INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:

Sustancia de ensayo:

— naturaleza fisica y, si procede, propiedades fisicoquimicas;
— identificacién, incluido el nimero CAS si se conoce;
— pureza.

Vehiculo (si procede):
— Jjustificacién de la eleccidn del vehiculo, si es distinto del agua.
Animales sometidos a ensayo:

— especie y cepa empleada;

— nimero y edad de los animales;

— procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, etc.;
— peso de cada animal al inicio del ensayo.

Condiciones de ensayo:

— Jjustificacion de la eleccion de las dosis;

— datos sobre la formulacién de la sustancia de ensayo o su preparacién con los alimentos,
concentracion obtenida, estabilidad y homogeneidad del preparado;

— datos de la administracion de la sustancia de ensayo;

— factor de conversion de la concentracién (ppm) de la sustancia de ensayo en los alimentos o en el
agua de bebida a dosis reales (mg/kg peso corporal/dia), si procede;

— condiciones ambientales;

— datos de la calidad de los alimentos y el agua.
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Resultados:

Datos relativos a la toxicidad para la madre en funcién de las dosis, indicando al menos lo
siguiente:

— nimero de animales al principio del ensayo, nimero de animales supervivientes, niimero de
hembras gravidas, nimero de abortos y niimero de partos prematuros;

— fecha de las muertes sobrevenidas durante el ensayo y niimero de animales que han sobrevivido
hasta el sacrificio;

— datos sobre los animales que no hayan sobrevivido hasta el sacrificio, y no incluidos en las
comparaciones estad{sticas entre lotes;

— dia de la observacion de cada signo clinico anémalo y evolucion posterior;

— peso corporal, variacién del mismo y peso del ltero grivido, con inclusién facultativa de la
variacion del peso corporal corregida en funcién del peso del Gtero gravido;

— consumo de alimentos y de agua, si se ha medido;

— hallazgos de la autopsia, incluido el peso uterino;

— NOAEL relativas a los efectos sobre la madre y sobre el desarrollo.

Datos relativos al desarrollo por dosis y camada (con implantaciones), en particular:

— niimero de cuerpos amarillos;
— nimero de implantaciones, niimero y porcentaje de fetos vivos y muertos y nimero de resorciones;
— niimero y porcentaje de pérdidas pre y postimplantatorias.

Datos relativos al desarrollo por dosis y camada (con fetos vivos), en particular:

— nimero y porcentaje de crias vivas;

— proporcion de machos y hembras;

— peso corporal de los fetos, preferiblemente por sexo y sin distincién por sexo;

— malformaciones externas, de los tejidos blandos y el esqueleto y otras alteraciones pertinentes;

— criterios de clasificacion, si procede;

— nidmero total y porcentaje de fetos y de camadas que presenten alguna alteracidn externa, de los
tejidos blandos o el esqueleto; tipos e incidencia de cada anomalia y demads alteraciones
pertinentes.

Discusidn de los resultados.

Conclusiones.
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ANEXO 2G
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B.35. ESTUDIO DE TOXICIDAD PARA LA REPRODUCCION EN DOS GENERACIONES

1. METODO

El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 416 (2001).

1.1 INTRODUCCION

El presente método de ensayo de toxicidad para la reproduccién en dos generaciones tiene por objeto
proporcionar informacién general sobre los efectos de una sustancia de ensayo en la integridad vy
funcionamiento del aparato reproductor del macho y la hembra, en particular, la funcién gonadal, ciclo estrual,
comportamiento relativo al apareamiento, concepcion, gestacién, parto, lactancia y destete, asi como el
desarrollo y crecimiento de la progenie. El estudio también puede mostrar los efectos de la sustancia de ensayo
en la morbilidad y mortalidad neonatales, proporcionar datos preliminares sobre la toxicidad para el desarrollo
prenatal y postnatal y servir de orientacion para ensayos posteriores. Ademds de estudiar el desarrollo y
crecimiento de la generacion F1, el ensayo tiene por objeto evaluar la integridad y el funcionamiento del
aparato reproductor del macho y la hembra, as{ como el desarrollo y crecimiento de la generacién F2. Puede
obtenerse mayor informacion sobre la toxicidad para el desarrollo y las deficiencias funcionales completando el
presente protocolo mediante estudios descritos en los ensayos de toxicidad para el desarrollo y/o neurotoxicidad
para el desarrollo, segin proceda, o estudiando dichos aspectos de forma independiente empleando métodos de
ensayo apropiados.

1.2 PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se administra la sustancia de ensayo en dosis escalonadas a varios lotes de machos y hembras. En el caso de los
machos de la generacién P (generacion parental), se administra a lo largo del crecimiento y al menos durante un
ciclo de espermatogénesis completo (unos 56 dias en el ratdn y 70 en la rata) para poder observar los posibles
efectos adversos sobre la espermatogénesis. Los efectos en el esperma se valoran mediante diversos pardmetros
(morfologia y motilidad de los espermatozoides, etc.), preparaciones tisulares y andlisis histopatoldgico
exhaustivo. Si se dispone de datos relativos a la espermatogénesis obtenidos en estudios previos con dosis
repetidas de duracién suficiente (por ejemplo, 90 dias), no serd preciso incluir los machos de la generacién P en
la evaluacién, No obstante, se recomienda conservar muestras o grabaciones digitales del esperma de esta
generacion para su posterior evaluacion. La sustancia de ensayo se administra a las hembras de la generacion P
durante el crecimiento y a lo largo de varios ciclos estruales completos para detectar todos los efectos adversos
en el ciclo estrual. Asimismo, se administra a los animales de la generacion P durante el periodo de
apareamiento y las gravideces resultantes hasta el destete de su descendencia (generacién Fl). Tras el destete, se
sigue administrando la sustancia a la generacion Fl durante todo el crecimiento, el periodo de apareamiento y el
nacimiento de la generacién F2, hasta el destete de esta Ultima.

Se someten todos los animales a observacion clinica y examen patoldgico para detectar signos de toxicidad. El
examen tendrd por objeto principal evaluar los efectos sobre la integridad y el funcionamiento del aparato
reproductor de las hembras y los machos y sobre el desarrollo y crecimiento de la descendencia.



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/232

1.3 DESCRIPCION DEL METODO DE ENSAYO

1.3.1 Seleccion de la especie animal

La especie idonea para el ensayo es la rata. Si se emplea otra distinta, debe justificarse y procederse a las
adaptaciones pertinentes. Debe evitarse la utilizacién de cepas que presenten un bajo indice de fertilidad o una
incidencia notoriamente elevada de anomalias del desarrollo. Al principio del experimento, la variacion
ponderal de los animales empleados ha de ser minima y no superar el = 20 % del peso medio de cada sexo.

1.3.2 Condiciones de alojamiento y alimentacion

El cuarto de experimentacion ha de estar a una temperatura de 22°C (+ 3“) y con una humedad relativa minima
del 30 % y preferiblemente inferior al 70 %, salvo durante la limpieza del local, si bien lo ideal es que esté
comprendida entre el 50 y el 60 %. Se aplica una iluminacidn artificial en una secuencia de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad. Puede proporcionarse una dieta alimentaria corriente para animales de laboratorio y agua
potable a voluntad. Si la sustancia de ensayo se administra con los alimentos, es preciso obtener una mezcla
adecuada, lo cual puede influir en la eleccion de la dieta.

Los animales pueden enjaularse por separado o en pequefios grupos del mismo sexo. El apareamiento debe
llevarse a cabo en jaulas adecuadas al efecto. Una vez comprobado el apareamiento, las hembras que se hayan
apareado se colocardn en jaulas individuales preparadas para el parto y la maternidad. También pueden
enjaularse en grupos reducidos y separarse uno o dos dias antes del parto. Cuando se acerque la fecha de éste, se
les proporcionard material adecuado y determinado de nidificacion.

1.3.3 Preparacion de los animales

Deben emplearse animales jovenes sanos, que se hayan mantenido al menos 5 dias en las condiciones de
laboratorio para su aclimatacién y que no hayan sido sometidos a experimentos previos. Se caracteriza la
especie, cepa, procedencia, sexo, peso y/o edad de los animales de experimentacién. Es preciso conocer las
relaciones de consanguinidad entre los animales para evitar el apareamiento entre hermanos. Los animales se
reparten al azar entre los lotes tratados y los de control (se recomienda agruparlos por niveles ponderales). Las
jaulas se disponen de forma que se reduzcan al minimo los posibles efectos debidos al enjaulamiento. Se asigna
a cada animal un nimero de identificacién distinto. Los animales de la generacién P deben numerarse antes de
iniciar el tratamiento y los de la generacion F1 que se seleccionen para el apareamiento, en el momento del
destete. Debe registrarse la camada de origen de todos los animales de la generacién F1 seleccionados. Ademds
de ello, se recomienda identificar cada crfa tan pronto como sea posible tras el nacimiento si se tiene intencién
de pesarlas por separado o someterlas a ensayos tuncionales.

Los animales de la generacién P han de tener entre 5 y 9 semanas de edad cuando se inicie el tratamiento. Los
lotes de ensayo han de ser tan homogéneos como sea posible por lo que respecta al peso y edad de los animales.
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1.4 PROCEDIMIENTO

1.4.1 Nimero y sexo de los animales

Cada lote de ensayo y de control debe estar integrado por una cantidad de animales que permita disponer de un
minimo de 20 hembras gravidas a término o casi. En el caso de las sustancias que provocan efectos indeseables
(por ejemplo, esterilidad o toxicidad excesiva a la dosis mas alta), puede resultar imposible. Se trata de obtener
un nimero suficiente de hembras grividas para realizar una evaluacion significativa de los efectos de la
sustancia de ensayo sobre la fertilidad, la gestacién y el comportamiento materno, as{ como sobre la lactancia,
desarrollo y crecimiento de la descendencia F1 desde la concepcién hasta la madurez, y sobre el desarrollo de la
generacion F2 hasta el destete. Por consiguiente, el hecho de no conseguir el nimero deseado de hembras
griavidas (es decir, 20) no invalida necesariamente el estudio y debe valorarse caso por caso.

1.42 Preparacion de las dosis

Se recomienda administrar la sustancia de ensayo por via oral (con el alimento o el agua de bebida o por sonda),
salvo que se considere mds apropiado emplear otra via (cutdnea o inhalatoria).

En caso necesario, la sustancia de ensayo se disuelve o suspende en un vehiculo adecuado. Se recomienda
considerar en primer lugar, siempre que sea posible, el uso de una solucidén o suspensién acuosa, después el uso
de una solucion o emulsion oleosa (por ejemplo, en aceite de maiz) y, por dltimo, la posible disolucion en otros
vehiculos. Si se emplean vehiculos distintos del agua, deben conocerse sus caracteristicas tdxicas. Debe
determinarse la estabilidad de la sustancia de ensayo en el vehiculo.

143 Posologia

Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un lote de control en paralelo. A menos que las caracteristicas
fisicoquimicas o las propiedades bioldgicas de la sustancia de ensayo impongan restricciones, la dosis superior
debe seleccionarse con el propdsito de inducir efectos toxicos, pero sin llegar a provocar la muerte ni un
sufrimiento intenso. En caso de que se produzca un indice de mortalidad inesperado, si el correspondiente a la
generacion P es inferior al 10 % aproximadamente, el estudio sigue siendo aceptable. Se selecciona una serie de
dosis decrecientes para poner de manifiesto las reacciones en funcién de la dosis y la dosis sin efectos adversos
observados (NOAEL). Los intervalos del doble al cuddruple suelen ser éptimos para establecer las dosis
decrecientes y a menudo es preferible afiadir un cuarto lote de ensayo en lugar de utilizar intervalos muy
amplios (por ejemplo, con un factor superior a 10) entre dosis. Si la sustancia de ensayo se afiade a los
alimentos, el intervalo entre las dosis no debe superar un factor de 3. Las dosis deben establecerse tomando en
consideracién todos los datos disponibles sobre la toxicidad, en particular los resultados de los estudios de dosis
repetidas, y la informacion complementaria relativa al metabolismo y la cinética de la sustancia de ensayo o
productos afines. Dicha informacidn servird asimismo para justificar la pertinencia de la gama de dosis.

Se emplea un lote de control en paralelo, que no recibe la sustancia de ensayo, pero si el vehiculo en caso de
que éste se utilice para la sustancia. Salvo por lo que respecta a la administracién de sustancia de ensayo, los
animales del lote de control deben tratarse de la misma manera que los de los lotes de ensayo. En su caso, los
lotes de control han de recibir el mayor volumen de vehiculo que se haya utilizado. Si la sustancia de ensayo se
administra con los alimentos y provoca una disminucion de la ingesta o asimilacion, puede ser dtil utilizar un
lote de control alimentado en paralelo. En lugar de ello, pueden emplearse los resultados de estudios de control
destinados a evaluar los efectos de la disminucién del consumo de alimentos sobre los pardmetros de la
reproduccion.
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Debe prestarse atencion a las siguientes caracteristicas del vehiculo u otros aditivos, segln proceda: efectos
sobre la absorcién, distribucién, metabolismo o retencidén de la sustancia de ensayo, efectos sobre las
propiedades quimicas de la sustancia de ensayo que puedan modificar su toxicidad y efectos sobre el consumo
de alimentos y agua o el estado nutricional de los animales.

1.4.4 Ensayo limite

Si en un ensayo con una sola dosis equivalente al menos a 1000 mg/kg peso corporal/dia, administrada por via
oral, o un porcentaje equivalente si se incorpora en los alimentos o el agua, y siguiendo el procedimiento
descrito en el presente estudio, no se produce ninglin efecto toxico observable en los padres ni en la progenie y
si, a la luz de los datos disponibles (por ejemplo, sobre sustancias con caracteristicas estructurales y/o
metabdlicas similares), no cabe esperar efectos toxicos, puede considerarse innecesario realizar un estudio
completo con varias dosis. El ensayo limite es vilido excepto cuando la exposicion humana indique la
necesidad de utilizar una dosis oral superior. Si se trata de otras vias de administracién, como la inhalacion o la
aplicacidn cutinea, suelen ser las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia de ensayo (solubilidad, etc.) las
que determinan y limitan el grado maximo de exposicion que puede alcanzarse.

1.4.5 Administracion de las dosis

La sustancia de ensayo se administra diariamente a los animales, los siete dias de la semana y preferiblemente
por via oral (con los alimentos o el agua de bebida o por sonda). En caso de emplearse otra via, debe justificarse
y efectuarse las modificaciones oportunas. Se utilizard la misma forma de administracién para todos los
animales durante el periodo experimental apropiado. Si la sustancia de ensayo se administra por sonda, debe
hacerse con una sonda gastrica. El volumen médximo de liquido administrado de una sola vez no debe superar 1
ml/100g de peso corporal (0,4 ml/100g de peso corporal en caso de que se emplee aceite de maiz como
vehiculo), salvo en el caso de las soluciones acuosas, en que puede llegarse a 2 ml/100g de peso corporal.
Excepto en el caso de sustancias irritantes o corrosivas que provoquen normalmente efectos exacerbados a
concentraciones superiores, la variabilidad del volumen de ensayo debe reducirse al minimo ajustando la
concentracidn para que el volumen sea constante en todas las dosis. En los ensayos en que se emplee sonda, en
principio las crias reciben la sustancia de ensayo indirectamente a través de la leche materna hasta que se inicia
la administracion directa en el destete. En los estudios en que la sustancia de ensayo se mezcla con los
alimentos o el agua de bebida, las crias también la reciben directamente cuando empiezan a alimentarse solas en
la dltima semana de lactancia.

Si la sustancia se administra con los alimentos o el agua de bebida, es importante cerciorarse de que las
cantidades de sustancia de ensayo administradas no interfieren con la nutriciéon normal ni el equilibrio hidrico.
Cuando la sustancia de ensayo se administre con los alimentos, puede utilizarse una concentracién constante en
la dieta (ppm) o bien una dosis constante respecto al peso corporal de los animales, pero debe indicarse qué
método se ha elegido. Si la sustancia se administra por sonda, la dosis debe darse todos los dias a la misma hora
y ajustarse al menos una vez por semana para mantener una dosis constante respecto al peso corporal del
animal. El ajuste deberd tener presente la difusion placentaria.
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1.4.6 Programa experimental

La administracién diaria de la sustancia de ensayo a los machos y las hembras de la generacidén P se inicia
cuando tienen entre 5 y 9 semanas de edad y a los de la generacién F1, en el destete. Debe tenerse presente que
cuando la sustancia de administra con los alimentos o el agua de bebida, las crias de la generacion F1 ya ha
estado expuestas directamente durante la lactancia. Se sigue administrando la sustancia a los animales de ambos
sexos de las generaciones P y F1 al menos durante 10 semanas antes del periodo de apareamiento y durante las
dos semanas de dicho perfodo. Los machos que no vayan a emplearse para evaluar los efectos sobre la
reproduccion se sacrifican por métodos compasivos y se estudian. La sustancia de ensayo sigue administrandose
a las hembras de la generacion P durante la gestacion y hasta el destete de su progenie F1. Puede ser oportuno
modificar el programa de administracién de las dosis a la luz de la informacién disponible sobre la sustancia de
ensayo, en particular sobre la toxicidad, la induccion metabdélica o la bioacumulacion. Por lo general, la dosis
que se administra a cada animal se calcula con arreglo a la dltima determinacién del peso corporal, si bien
conviene ser prudente al adaptar la dosis en el dltimo periodo de la gestacion.

Los machos y hembras de las generaciones P y F1 siguen recibiendo sustancia de ensayo hasta que sean
sacrificados por métodos compasivos, cuando ya no sean necesarios para evaluar los efectos sobre la
reproduccién. Los descendientes F1 que no se seleccionen para el apareamiento y todos los descendientes F2 se
sacrificardn por métodos compasivos después del destete.

1.47 Apareamiento
1.4.7.1 Apareamiento de la generacion parental (P)

Para cada apareamiento, se juntan una hembra y un macho tratados con la misma dosis (apareamiento 1:1) hasta
que se produzeca la cépula o durante dos semanas. Las hembras se observan todos los dias para detectar la
presencia de esperma o tapdn vaginal. El dia 0 de la gestacion es el dia en que se observa un tapén vaginal o la
presencia de esperma. Si no se produce apareamiento, puede plantearse otro intento con hembras y machos de
comprobada capacidad reproductora del mismo lote. Las parejas deben quedar claramente identificadas en los
resultados. Debe evitarse el apareamiento entre animales hermanos.

1.4.7.2 Apareamiento de la generacion 11

Se seleccionan al menos un macho y una hembra de cada camada de la generacidn Fl en el momento del destete
con objeto de aparearlos con otras crias tratadas con la misma dosis, pero pertenecientes a otra camada, para
obtener la generacién F2. La seleccion de las crias de la misma camada debe hacerse al azar si no presentan
diferencias significativas de peso corporal ni de aspecto. Si se observan diferencias, se seleccionan los mejores
ejemplares de cada camada. Desde el punto de vista pragmatico, resulta mds facil seleccionarlos en funcion del
peso corporal, si bien puede estar mds indicado basarse en el aspecto. Los descendientes FI no deben aparearse
antes de alcanzar la plena madurez sexual.

Las parejas sin descendencia deben estudiarse con objeto de determinar la causa aparente de infertilidad. Para
ello, puede dirseles otras oportunidades de aparearse con machos o hembras de comprobada capacidad
reproductora, efectuarse el examen microscdpico de los drganos reproductores o estudiarse los ciclos estruales o
la espermatogénesis.
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1.47.3 Segundo apareamiento

En algunos casos, en particular cuando las dimensiones de la camada se ven modificadas por el tratamiento o
cuando se observa un efecto equivoco en el primer apareamiento, se recomienda volver a aparear los adultos P o
Fl para obtener una segunda camada. Conviene volver a aparear las hembras o machos que no hayan
engendrado con un reproductor o reproductora de capacidad comprobada. Si se considera necesaria una segunda
camada de alguna de las generaciones, los animales deben aparearse mas o menos una semana después del
destete de la primera camada.

1.4.7.4 Dimension de la camada

Se deja que los animales paran y crien con normalidad a su progenie hasta el destete. La normalizacion de la
dimensién de las camadas es facultativa. Si se lleva a cabo, debe describirse detalladamente el método

empleado.
1.5 OBSERVACIONES
1.5.1 Observaciones clinicas

Debe hacerse una observacion clinica general una vez al dia y, en caso de administracién por sonda, teniendo en
cuenta el perfodo mds agudo de los efectos previstos tras la administracidon. Se registran los cambios en el
comportamiento, los signos de parto dificil o prolongado y todos los signos de toxicidad. Ademds de ello, al
menos una vez por semana se examinan todos los animales de forma mds exhaustiva; puede hacerse
coincidiendo con los dias en que se pesen los animales. Se examinan todos los animales dos veces al dia y una
vez. al dia durante los fines de semana, segiin proceda, para detectar signos de morbilidad y mortalidad.

1.52 Peso corporal y consumo de alimentos y agua de los animales parentales

Los animales de las generaciones P y F1 deben pesarse el dia de la primera administracién y a continuacién al
menos una vez por semana. Las madres (P y F1) se pesan, al menos, los dias 0, 7, 14 y 20 6 21 de la gestacion;
durante la lactancia, los mismos dias en que se pesen las crias y, por dltimo, el dia del sacrificio. Los resultados
se registran para cada animal adulto por separado. Durante el periodo previo al apareamiento y durante la
gestacion, se mide al menos una vez por semana el consumo de alimentos. Si la sustancia de ensayo se
administra con el agua, el consumo de ésta se mide al menos una vez por semana.

153 Ciclo estrual

Se estudia la duracién y normalidad del ciclo estrual en las hembras P y F1 mediante frotis vaginales antes del
apareamiento y, con caricter facultativo, durante éste, hasta que se compruebe que ha habido apareamiento. La
toma de células vaginales o cervicales ha de hacerse con cuidado para no dafiar la mucosa y evitar una
pseudogestacion (1).
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1.54 Parametros de evaluacion del esperma

Se registra el peso de los testiculos y epididimos de todos los machos P y F1 tras el sacrificio y se conserva un
ejemplar de cada Srgano para el examen histopatolégico (véanse los apartados 1.5.7 y 1.5.8.1). Se conservan los
testiculos y epididimos restantes de un sublote integrado al menos por 10 machos de cada grupo de machos Py
F1, para contar las espermitides resistentes a la homogeneizacién y los espermatozoos almacenados en la cola
del epididimo, respectivamente. En ese mismo sublote de machos, se recoge el contenido de la cola del
epididimo o el conducto deferente para evaluar la motilidad y morfologia de los espermatozoides. Si se
observan efectos relacionados con el tratamiento o los resultados de otros estudios ponen de manifiesto que la
sustancia de ensayo puede afectar a la espermatogénesis, debe efectuarse la evaluacion del esperma en todos los
machos de cada lote tratado; en caso contrario, el recuento puede limitarse a los machos P y Fl1 del lote de
control y los lotes tratados con la dosis superior.

Debe contarse la totalidad de las espermitides testiculares resistentes a la homogeneizacién y los espermatozoos
de la cola del epididimo (2)(3). La reserva caudal de espermatozoos puede deducirse de la concentracion y el
volumen presentes en la suspension utilizada para completar las evaluaciones cualitativas y de la cantidad de
espermatozoos recuperados tras triturar u homogeneizar el tejido caudal restante. El recuento debe efectuarse
inmediatamente después del sacrificio, en el sublote de machos seleccionados en los grupos tratados con las
distintas dosis, salvo que se realicen grabaciones digitales o de video, o se congelen las muestras para su
posterior andlisis. En estos casos pueden analizarse en primer lugar el lote de control y el tratado con la dosis
mds alta y, si no se observan efectos relacionados con el tratamiento (por ejemplo, en la cantidad, motilidad o
morfologia de los espermatozoides), no es preciso analizar los demds lotes. Si se observan efectos relacionados
con el tratamiento en el lote tratado con la dosis mds alta, deberdn someterse a andlisis los lotes tratados con
dosis inferiores.

Debe evaluarse o grabarse en soporte de video inmediatamente después del sacrificio la motilidad de los
espermatozoides en el epididimo o el conducto deferente. Se toma una muestra de esperma evitando al maximo
dafiar los tejidos y se diluye para estudiar la motilidad mediante métodos aceptables (4). El porcentaje de
espermatozoides progresivamente moviles se determina de forma objetiva o subjetiva. Si se realiza un andlisis
de la motilidad asistido por ordenador (5)(6)(7)(8)}(9)(10), la motilidad progresiva se evalla con arreglo a
umbrales de velocidad media de trayectoria y movimiento en linea recta o indice lineal, definidos por el usuario.
Si las muestras se graban en video (11) o se graban las imdgenes de otra manera en el momento de la autopsia,
el andlisis posterior puede limitarse a los machos P y F1 del lote de control y del tratado con la dosis mds alta,
salvo que se hayan observado efectos relacionados con el tratamiento, en cuyo caso habrd que evaluar asimismo
los lotes tratados con dosis inferiores. Si no se dispone de imdgenes de video ni digitales, se analizardn en la
autopsia todas las muestras de todos los lotes tratados.

Se llevard a cabo el andlisis morfolégico de una muestra de esperma del epididimo o el conducto deferente. Los
espermatozoides (al menos 200 por muestra) se fijan y analizan en preparaciones hiimedas (12), y se clasifican
entre normales o andmalos. Las anomalias morfoldgicas de los espermatozoides incluyen las fusiones, las
cabezas aisladas y las cabezas o las colas deformadas. La evaluacion ha de efectuarse en el sublote de machos
seleccionados de los grupos tratados con las distintas dosis, inmediatamente después del sacrificio o
posteriormente a partir de grabaciones de video o digitales. Una vez fijados, los frotis también pueden
analizarse en un momento posterior. En estos casos pueden analizarse en primer lugar el lote de control y el
tratado con la dosis mds alta y, si no se observan efectos relacionados con el tratamiento (sobre la morfologia de
los espermatozoides, por ejemplo), no es preciso analizar los demds lotes. Si se observan efectos relacionados
con el tratamiento en el lote tratado con la dosis mds alta, deberdn someterse a andlisis los lotes tratados con
dosis inferiores.

Si alguno de los pardametros mencionados de evaluacién del esperma ya ha sido analizado en un estudio de
toxicidad sistémica de 90 dias al menos, no es necesario repetir el andlisis en el estudio de la toxicidad en dos
generaciones. Se recomienda, no obstante, conservar muestras o grabaciones digitales del esperma de la
generacion P para poder repetir la evaluacidn, si fuera necesario.
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1.5.5 Descendencia

Se examinan todas las camadas lo antes posible después del parto (dfa 0 de la lactancia) para determinar el
nimero y sexo de las crias, la mortinatalidad, el nimero de nacidos vivos y la presencia de anomalias
macroscopicas. Es preferible examinar las crias halladas muertas el dia 0, si no estdn maceradas, para detectar
posibles anomalias y determinar la causa de la muerte y, a continuacion, conservarlas. Las crias vivas se
cuentan y pesan por separado al nacer (dia 0 de la lactancia) o el dia 1 y luego de forma periddica (por ejemplo,
los dias 4, 7, 14 y 21 de la lactancia). Se registran las anomalias fisicas y las alteraciones del comportamiento de
las madres y las crias.

Se registra el desarrollo fisico de la progenie, anotando la ganancia de peso corporal. Otros parimetros fisicos
(apertura de las orejas y los ojos, erupcion de dientes, crecimiento del pelo, etc.) pueden proporcionar
informacidén adicional, si bien es preferible emplear esos datos para evaluar la madurez sexual (edad y peso
corporal en el momento de la apertura de la vagina o la separacion balanoprepucial, etc.) (13). Si no forma parte
de otros estudios, se recomienda efectuar la valoracidn funcional (actividad motriz, funciones sensoriales,
ontogenia de los reflejos, por ejemplo) de la progenie FI antes y/o después del destete, sobre todo por lo que
respecta a la maduracién sexual. En los descendientes F1 recién destetados y seleccionados para el
apareamiento debe determinarse la edad a la que se produzca la apertura de la vagina y la separacién
balanoprepucial. Si se observa una alteracion de la proporcion de machos y hembras o de la edad de maduracion
sexual en la generacién F1, debe medirse la distancia anogenital en las crias F2 el dfa del nacimiento.

Las observaciones funcionales no son obligatorias en los lotes que presenten signos evidentes de toxicidad
(disminucidn significativa de la ganancia de peso, etc.). Si se efectlian exploraciones funcionales, se hardn en
las crias que no se hayan seleccionado para el apareamiento.

1.5.6 Autopsia macroscopica

Justo después del sacrificio o la muerte ocurrida durante el estudio, se someten a examen macroscépico para
detectar toda anomalia estructural o cambio patolégico todos los animales parentales (P y FI), todas las crias
que presenten anomalias externas o signos clinicos y una cria seleccionada al azar de cada sexo y camada de las
generaciones Fl y F2. Se prestard especial atencidn a los érganos reproductores. Deben examinarse y
conservarse las crias moribundas que se sacrifiquen por métodos compasivos y las crias muertas, si no estin
maceradas, para detectar posibles anomalias y establecer la causa de la muerte.

Debe procederse al examen de los dteros de todas las hembras primiparas, sin comprometer la evaluacion
histopatolégica, para detectar la presencia de puntos de implantacién y contarlos.
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1.57 Pesaje de los 6rganos

Tras el sacrificio, se determina el peso corporal de todos los animales parentales P y FI, asi como el de los
Organos siguientes (los 6rganos pares se pesardn por separado):

— Utero y ovarios;

— Testiculos y epididimos (enteros y colas);

— Prostata;

— Vesiculas seminales con glandulas coagulantes y sus liquidos, y prostata (conjunto);

— Cerebro, higado, rifiones, bazo, hipdfisis, glindula tiroides, glindulas suprarrenales y érganos diana
conocidos.

Se determina el peso corporal de las crias F1 y F2 sacrificadas que se hayan seleccionado para la autopsia, asi
como el peso del cerebro, bazo y timo de una cria seleccionada al azar de cada sexo y camada (véase el apartado
1.5.6).

Si es posible, los resultados de la autopsia macroscopica y del pesaje de drganos se interpretan a la luz de las
observaciones realizadas en otros estudios con dosis repetidas.

1.5.8 Histopatologia

1.5.8.1 Animales parentales

Los siguientes drganos y tejidos de los animales parentales (P y F1), o muestras representativas de éstos, se fijan
y conservan en un medio apropiado con vistas al examen histopatolégico.

— Vagina, ttero con cuello, y ovarios (conservados en un fijador apropiado);

— Un testiculo (conservado en liquido de Bouin o un fijador comparable), un epididimo, las vesiculas
seminales, la prostata y una glandula coagulante;

— C)rguno u organos diana previamente identificados de todos los animales P y F1 seleccionados para
el apareamiento.

Debe realizarse un examen histopatolégico completo de los 6rganos y tejidos antes mencionados de todos los
animales P y F1 del lote de control y el lote tratado con la dosis mds alta, que se hayan seleccionado para el
apareamiento. El examen de los ovarios de las hembras P es facultativo. Deben examinarse, asimismo, los
organos que presenten alteraciones relacionadas con el tratamiento en los lotes tratados con las dosis inferior y
media, con objeto de facilitar la determinacién de la NOAEL. Ademds de ello, se someterdn a evaluacion
histopatolégica los érganos reproductores de los animales tratados con las dosis inferior y media, en los que se
sospeche una disminucién de la fertilidad, por ejemplo, los que no se hayan apareado, no hayan concebido, no
hayan engendrado o no hayan tenido una progenie sana, o en los que se hayan observado alteraciones del ciclo
estrual o de la cantidad, motilidad o morfologia de los espermatozoides. Se examinaran todas las lesiones
macroscopicas como atrofias o tumores.
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Debe efectuarse un examen histopatolégico pormenorizado de los testiculos (por ejemplo, con liquido de Bouin,
inclusién en parafina y cortes transversales de 4-5um de espesor) para poner de manifiesto los efectos
relacionados con el tratamiento como la retencién de espermatides, la ausencia de algunas capas o tipos de
células germinales, la presencia de células gigantes plurinucleadas o el desprendimiento de células
espermatogénicas a la luz de los tibulos seminiferos (14). El examen del epididimo intacto ha de abarcar la
cabeza, el cuerpo y la cola, y puede efectuarse en una seccion longitudinal. Se analiza el epididimo para ver si
hay infiltracién leucocitaria, cambios en la frecuencia de los tipos celulares, células aberrantes y tfagocitosis de
espermatozoides. El andlisis de los 6rganos reproductores de los machos puede realizarse mediante coloracién
con PAS o hematoxilina.

Tras la lactancia, el ovario debe contener foliculos primordiales, foliculos en crecimiento y grandes cuerpos
amarillos de la lactancia. El examen histopatologico debe poner de manifiesto la deplecion cualitativa de la
poblacién de foliculos primordiales. Debe efectuarse una evaluacion cuantitativa de los foliculos primordiales
de las hembras F1; el nimero de animales, la eleccion de la seccion ovdrica y el tamafio de las muestras de
secciones han de ser validas desde el punto de vista estadistico para el método de evaluacién empleado. En el
examen debe hacerse el recuento de los foliculos primordiales, que pueden estar combinados con pequefios
foliculos en crecimiento, para efectuar la comparacion de los ovarios de las hembras de los lotes tratados y del
de control (15)(16)(17)(18)(19).

1.58.2 Crius destetadas

Se fijan y conservan en un medio adecuado para el posterior examen histopatologico los tejidos que presenten
anomalias macroscopicas y los drganos diana de todas las crias que presenten anomalias externas o signos
clinicos, asi como de la cria seleccionada al azar de cada sexo y camada de las generaciones Fl y F2, que no
haya sido seleccionada para el apareamiento. La descripcidon histopatoldgica completa de los tejidos
conservados se centrard sobre todo en los drganos reproductores.

2 RESULTADOS

2.1 TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Deben proporcionarse datos de cada animal por separado y resumirse en un cuadro que recoja, para cada lote de
ensayo y cada generacion, el nimero de animales al inicio del ensayo, el nimero de animales hallados muertos
durante el mismo o sacrificados por razones compasivas, el momento de la muerte o sacrificio compasivo, el
nimero de animales fértiles, el nimero de hembras grividas, el niimero de animales que presenten signos de
toxicidad, una descripcion de dichos signos (con inclusion del momento de su aparicion, duracion y gravedad),
los tipos de observaciones de los animales parentales y las crias, los tipos de cambios histopatoldgicos y todos
los datos pertinentes sobre la camada.
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Los resultados numéricos deben evaluarse mediante un método estadistico adecuado y cominmente aceptado.
La eleccion de los métodos estadisticos debe efectuarse en la fase de disefio del estudio y justificarse. Los
modelos estadisticos aplicables a las relaciones dosis-respuesta pueden resultar dtiles para analizar los
resultados, El informe debe recoger informacion suficiente sobre el método y el programa informatico
empleados, de manera que un revisor o estadistico independiente pueda reevaluar y reconstruir el andlisis.

2.2 EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del estudio de toxicidad para la reproduccién en dos generaciones deben evaluarse respecto a los
efectos observados, en particular en la autopsia y los exdmenes microscopicos. La evaluacion debe referirse a la
relacion, o la ausencia de relacién, entre la dosis de sustancia de ensayo y la presencia o ausencia, incidencia y
gravedad de las anomalias, incluyendo lesiones macroscopicas, érganos diana identificados, alteracion de la
fertilidad, anomalias clinicas, alteracién de la capacidad de reproduccién y del rendimiento de la camada,
cambios del peso corporal, efectos sobre la mortalidad y cualquier otro efecto toxico. Los resultados del estudio
han de interpretarse teniendo presentes las propiedades fisicoquimicas de la sustancia de ensayo y, en su caso,
los datos toxicocinéticos.

Un ensayo de toxicidad para la reproduccién correctamente realizado debe proporcionar una estimaciéon
satisfactoria de la dosis sin efecto y poner de manifiesto los efectos adversos sobre la reproduccion, el parto, la
lactancia y el desarrollo postnatal, en particular el crecimiento y la maduracion sexual.

23 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

El estudio de toxicidad para la reproduccién en dos generaciones proporciona informacién sobre los efectos de
la exposicion repetida a una sustancia durante todas las fases del ciclo de reproduccion y, en particular, sobre
los pardmetros de la reproduccion y el desarrollo, crecimiento, maduracién y supervivencia de la descendencia.
Los resultados del estudio han de interpretarse a la luz de los de los estudios subcronicos, de desarrollo prenatal,
toxicocinéticos y de otro tipo. Los resultados del presente estudio pueden servir para valorar la necesidad de
realizar mas ensayos con una sustancia quimica. La validez de la extrapolacion de los resultados del estudio al
hombre es limitada. Resultan mds ttiles para determinar las dosis sin efecto y el grado de exposicion humana
aceptable (20)(21)(22)(23).
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3 INFORME

INFORME DEL ENSAYO

El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:

Sustancia de ensayo:

— naturaleza fisica y, si procede, propiedades fisicoquimicas;
— identificacion;
— pureza.

Vehiculo (si procede):
— justificacion de la eleccion del vehiculo, si es distinto del agua.
Animales sometidos a ensayo:

— especie y cepa empleada;

— ndmero, edad y sexo de los animales;

— procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, material de nidificacién, etc.;
— peso de cada animal al inicio del ensayo.

Condiciones de ensayo:

— justificacién de la eleccidn de las dosis;

— datos sobre la formulacién de la sustancia de ensayo o su preparacion con los alimentos y concentracion
obtenida;

— estabilidad y homogeneidad del preparado;

— datos de la administracion de la sustancia de ensayo;

— factor de conversion de la concentracidén (ppm) de la sustancia de ensayo en los alimentos o en el agua de
bebida a dosis reales (mg/kg peso corporal/dia), si procede;

— datos de la calidad de los alimentos y el agua.
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Resultados:

— consumo de alimentos y agua, si se ha medido, rendimiento alimentario (ganancia de peso corporal por
gramo de alimentos consumidos) y sustancia de ensayo consumida por los animales P y F1, salvo durante el
periodo de cohabitacién y, al menos, el dltimo tercio de la lactancia;

— datos relativos a la absorcion (si procede);

— peso corporal de los animales P y F1 seleccionados para el apareamiento;

— datos sobre las camadas y peso de las crias;

— peso corporal en el momento del sacrificio y peso absoluto y relativo de los érganos de los animales
parentales;

— naturaleza, gravedad y duracién de los signos clinicos (reversibles o no);

— fecha de las muertes sobrevenidas durante el ensayo y animales que han sobrevivido hasta el sacrificio;

— reaccion toxica por sexo y dosis, incluidos los indices de apareamiento, fecundidad, gestacion, natalidad,
viabilidad y lactancia; el informe debe mencionar las cifras empleadas para calcular los indices;

— efectos toxicos o de otro tipo sobre la reproduccion, la progenie, el crecimiento postnatal, etc.;

— hallazgos de la autopsia;

— descripcion detallada de todos los hallazgos histopatoldgicos;

— nimero de hembras P y F1 con ciclos normales y duracién del ciclo;

— numero total de espermatozoides en la cola del epididimo, porcentaje de espermatozoides progresivamente
moviles, porcentaje de espermatozoides de morfologia normal y porcentaje de espermatozoides por
anomalia detectada;

— tiempo transcurrido hasta el apareamiento, expresado en dias;

— duracién de la gestacion;

— numero de implantaciones, cuerpos amarillos, dimension de la camada;

— nidmero de nacidos vivos y de pérdidas postimplantatorias;

— numero de crias con anomalias macroscopicas y niimero de crias retrasadas, si se ha determinado;

— parametros fisicos evaluados en las crias y otros datos relativos al desarrollo postnatal; los pardmetros
fisicos evaluados han de justificarse;

— observaciones funcionales realizadas en las crias y los adultos, segiin proceda;

— tratamiento estadistico de los resultados, si procede.

Discusion de los resultados.

Conclusiones, incluida la NOAEL en la madre y la progenie.
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ANEXO 2H
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13.42. SENSIBILIZACION CUTANEA: PRUEBA CON GANGLIOS LINFATICOS LOCALES

1. METODO

Este método de evaluacion es equivalente al método TG 429 de la OCDE (2002)

1.1 INTRODUCCION

El ensayo con ganglios linfaticos locales (Local Lymph Node Assay, LLNA) ha sido suficientemente validado y
aceptado para justificar su adopcién como nuevo método (1)(2)(3). Se trata del segundo método para evaluar el
poder de sensibilizacion cutdnea de productos quimicos en animales. En el otro método (B.6) se utilizanestudios
con cobayas, sobre todo el método de ensayo de maximizacién en cobayas y el método de ensayo de Buehler

.

El LLNA constituye un método alternativo para la identificacion de productos quimicos que producen
sensibilizacién cutdnea, y para confirmar que los productos quimicos carecen de un potencial significativo de
producirla. Esto no significa necesariamente que la LLLNA deba sustituir en todos los casos a estudios con
cobayas, sino que posee la misma capacidad y se puede utilizar como alternativa en que, por lo general, los
resultados positivos y negativos ya no necesitan una confirmacién posterior.

El LLNA aporta ciertas ventajas en lo que respecta al progreso cientifico y al bienestar de los animales. Estudia
la fase de induccion de la sensibilizacion cutinea, y aporta datos cuantitativos adecuados para evaluar la
respuesta a la dosis. Los detalles de la validacion del LLNA y una revision de los trabajos relacionados ya han
sido publicados (S)}6)(7)(8). Hay que sefhalar, ademds, que los sensibilizantes leves a moderados, que se
recomiendan como sustancias de control positivo adecuadas en los métodos de ensayo con cobayas, también
son adecuados para el LLNA (6)(8)(9).

El LLNA es un método in vivo, por lo que no eliminard el uso de animales para la evaluacién de la actividad de
sensibilizaciéon por contacto. No obstante, puede reducir el nimero de animales necesarios para este fin.
Ademas supone un refinamiento sustancial de la forma de utilizar los animales en los ensayos de sensibilizacion
por contacto. El LLNA se basa en la consideracion de acontecimientos inmunolégicos estimulados por
productos quimicos durante la fase de induccion de la sensibilizacion. Al contrario que los ensayos que utilizan
cobayas, el LLNA no necesita provocar reacciones cutineas de sensibilidad. Tampoco exige el uso de
adyuvantes, como ocurre en el método de ensayo de maximizacion con cobayas. Por consiguiente, el LLNA
reduce las molestias para los animales. A pesar de las ventajas que supone con respecto a los ensayos
tradicionales con cobayas , hay que reconocer que el LLNA tiene ciertas limitaciones que puede obligar a
utilizarlas (por ejemplo, los resultados falsos negativos que se producen en el LLNA con determinados metales,
los falsos positivos con algunos irritantes cutineos) (10).

Véase también la introduccién de la parte B.
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1.2 PRINCIPIO DEL METODO DE EVALUACION

El principio bdsico que subyace en el LLNA es que los sensibilizantes inducen una proliferacion primaria de
linfocitos en el ganglio linfitico que drena la zona de aplicacién del producto quimico. Esta proliferacién es
proporcional a la dosis aplicada (y a la potencia del alérgeno) y proporciona un método sencillo para obtener
una medida cuantitativa y objetiva de la sensibilizacién. EI LLNA evalia esta proliferacién como si fuera una
relacion de respuesta a la dosis, en la que se compara la proliferacion en los grupos de ensayo con la observada
en los controles tratados con un vehiculo. Se determina lo que se conoce como indice de estimulacién, que es la
proporcioén existente entre la proliferacion observada en los grupos tratados y la observada en los controles
tratados con vehiculo; dicho indice debe alcanzar un valor minimo de tres para que una sustancia pueda ser
sometida a una posterior evaluacién como posible sensibilizante cutineo. Los métodos que se describen aqui se
basan en el uso de marcado radiactivo para medir la proliferacion celular. Pero se pueden utilizar otros criterios
para valorar la proliferacidn, siempre que se disponga del correspondiente fundamento cientifico, con toda la
bibliografia y la correspondiente descripcion de la metodologia.

1.3 DESCRIPCION DEL METODO DE EVALUACION
1.3.1 Preparativos
1.3.1.1 Condiciones de alojamiento y alimentacion

Los animales deben ser alojados de manera individual. La temperatura de los animalarios debe ser de 22¢ C (£3¢
C). Aunque la humedad relativa debe ser del 30% como minimo y preferiblemente no superar el 70%, excepto
durante la limpieza del animalario, el objetivo debe ser el 50-60%. La iluminacion serd artificial, con 12 horas
de luz y 12 de oscuridad. Para la alimentacién se podrdn utilizar dietas de laboratorio convencionales, con
suministro ilimitado de agua para beber.

1.3.1.2 Preparacion de los animales

Se eligen los animales al azar, se les marca para su identificacién individual (pero no en las orejas) y
permanecen en sus jaulas al menos 5 dias antes de la administracion, para que se aclimaten a las condiciones del
laboratorio. Antes de iniciar el tratamiento todos los animales serin examinados para comprobar que no
presentan lesiones cutdneas observables.

1.32 Condiciones del ensayo
1.32.1 Animales de experimentacion

El ratén es la especie elegida para este ensayo. Se utilizan hembras adultas jévenes de las cepas CBA/Ca o
CBA/J, nuliparas y que no estén prefiadas. Al comienzo del estudio los animales deben tener una edad de 8 a
12 semanas; la variacién del peso de los animales debe ser minimo, sin superar el 20% del peso medio. Se
podran utilizar otras cepas y machos, cuando se aporten datos suficientes para demostrar que no existen
diferencias significativas especificas de la cepa o del sexo en la respuesta LLNA.

1.32.2 Verificacion de la fiabilidad

Se utilizan controles positivos para demostrar que el funcionamiento del ensayo es adecuado, y la competencia
del laboratorio para realizarlo con éxito.. El control positivo debe dar una respuesta LLNA positiva con un nivel
de exposicion calculado para producir un aumento del indice de estimulacién (IE) >3 con respecto al grupo de
control negativo. La dosis del control positivo deberia elegirse de tal manera que la induccion sea evidente,
pero no excesiva. Las sustancias preferidas son el aldehido hexilcinamico (CAS N® 101-86-0, EINECS n® 202-
983-3) y el mercaptobenzotiazol (CAS N° 149-30-4, EINECS n” 205-736-8).  En algunas circunstancias se
pueden utilizar otras sustancias de control, mediante una justificacién adecuada y siempre que se cumplan los
criterios antes mencionados. . Aunque normalmente se necesita un grupo de control positivo en cada ensayo,
puede haber situaciones en las que los laboratorios de ensayos dispongan de datos histdricos de controles
positivos , que demuestren la uniformidad de una respuesta satisfactoria durante un perfodo de seis meses o
mds. En tales situaciones puede estar indicado hacer menos ensayos con controles positivos , en intervalos que
no superen los 6 meses. Aunque la sustancia de control positivo debe ser evaluada en un vehiculo conocido por
provocar una respuesta uniforme (por ejemplo, acetona: aceite de oliva), puede haber ciertas situaciones legales
en las que también sea necesario evaluar en un vehiculo no estindar (formulacién relevante desde el punto de
vista clinico o quimico). En tal caso habrd que evaluar la posible interaccion del control positivo con este
vehiculo no convencional.



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/249

1.323 Nimero de animales, niveles de dosis vy seleccion del vehiculo.

Se utilizard un minimo de cuatro animales por grupo de dosis, con un minimo de tres concentraciones de la
sustancia en estudio, mds un grupo de control negativo tratado sélo con el vehiculo utilizado con la sustancia
analizada y en su caso, un control positivo. Cuando se vayan a recoger datos de animales individuales sera
necesario un minimo de cinco animales por grupo de dosis. Excepto por la ausencia de tratamiento con la
sustancia de ensayo, los animales de los grupos control deben ser manejados y tratados de manera idéntica a la
utilizada con los animales de los grupos tratados.

La eleccidn de la dosis y el vehiculo debe basarse en la recomendaciones que se recogen en la referencia (1).
Las dosis se eligen a partir de series de concentraciones del 100%, 50%, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% etc.
Para elegir las tres concentraciones consecutivas se tendrdn en cuenta los datos existentes sobre toxicidad aguda
e irritacion cutdnea, en su caso, de forma que la concentracién mds alta logre la mdxima exposicion evitando la
toxicidad sistémica y la excesiva irritacion cutdnea local (2)(11).

El vehiculo se elegird de forma que se logre la maxima concentracion y solubilidad de la sustancia analizada
con una relacién solucidn/suspensién adecuada para la aplicacién de la sustancia . Los vehiculos recomendados
son, por orden de preferencia, acetona/aceite de oliva (4:1 v/v), dimetilformamida, metil etil cetona,
propilenglicol y dimetilsulféxido (2)(10), pero se pueden utilizar otros si se aportan la correspondiente
justificacién cientifica. En determinadas situaciones puede ser necesario utilizar un disolvente relevante desde el
punto de vista clinico o la formulacion comercial en que se vende la sustancia analizada, como control
adicional. Se tendrd especial cuidado en garantizar que se incorporan materiales hidréfilos al sistema del
vehiculo, pues humedecen la piel y no se pierden inmediatamente. Por eso se evitardn los vehiculos totalmente

dCUOSsoOs.
1.33 Procedimiento de ensayo
1.3.3.1 Calendario del experimento

El calendario del experimento es el siguiente:

e  Dial:
Se identifica cada animal y se toma nota del peso. En el dorso de cada oreja se hace una aplicacion abierta
de 25 pl de la apropiada dilucién de la sustancia en estudio , del vehiculo solo o del control positivo (si
procede).

e Dias2y3:
Se repite el procedimiento de aplicacién del dia 1.

e  Dias4y5:
Sin tratamiento.

e Dia6:
Se toma nota del peso de cada animal. Se inyectan 250 pl de suero salino tamponado con fosfato (PBS)
que contenga 20 nCi (7,4e + 8 Bq) de *H-metil timidina a todos los ratones (de evaluacién y de control) a
través de la vena de la cola. También se pueden inyectar 250 uL de PBS con 2 pCi (7.4e + 7 Bq) de Sl
yododesoxiuridina y fluorodesoxiuridina 10° M a todos los ratones a través de la vena de la cola.

Cinco horas después se sacrifica a los animales. Se extirpan los ganglios linféticos auriculares de cada
oreja y se agrupan en PBS por cada grupo de experimentacion (enfoque de agrupacion por grupo de
tratamiento); también se pueden extirpar pares de ganglios linfiticos de animales individuales y agruparlos
en PBS por animal (enfoque de animales individuales). En el Anexo [ de la referencia 10 se recogen los
detalles de la identificacion y diseccion de los ganglios, con dibujos explicativos.
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1.33.2 Preparacion de suspensiones celulares

Se prepara una tnica suspension de células de ganglios linfaticos (CGL) a partir de los grupos de tratamiento
agrupados o bilateralmente de animales individuales, mediante disgregacidon mecdnica suave con una malla de
acero inoxidable de 200 um. Se lavan las CGL dos veces con PBS en exceso y se hacen precipitar con dcido
tricloroacético (ATC) al 5% a 4 °C durante 18 horas (1). A continuacién el sedimento se vuelve a suspender en
1 ml de ATC y se traslada a viales de gammagratia con 10 ml de liquido de gdmmdgrdtm para el recuento de
*H, o se transtieren directamente a tubos de recuento gamma para el recuento de o

1.3.3.3 Determinacion de la proliferacion celular (radiactividad incorporada)

La incorporacion de *H-metil timidina se mide por gammagrafia-6 , que cuenta las desinteguciones por minuto
(DPM). La incorporacion de 5] -yododesoxiuridina se mide por el recuento de 1 y también se expresa en
DPM. Dependiendo del enfoque utilizado, la incorporacion se expresard como DPM/grupo de tratamiento
(enfoque acumulado) o como DPM/animal (enfoque individual).

1.33.4 Observaciones
1.3.3.4.1 Observaciones clinicas

Una vez al dia se realizard una observacién minuciosa de los animales en busca de signos clinicos, bien de
irritacion local en el punto de aplicacion o de toxicidad sistémica. Todas las observaciones se anotard
sistemadticamente en los registros individuales abiertos para cada animal.

1.3.3.42 Peso corporal

Como se indica en la seccion 1.3.3.1 hay que medir el peso corporal individual de los animales al empezar el
ensayo y en el momento del sacrifico de los animales.

1.34 Calculo de resultados

Los resultados se expresan por el indice de estimulacidn (IE). Si se emplea el enfoque por acumulacion, el [E se
obtiene dividiendo la incorporacion de radiactividad acumulada en cada grupo de tratamiento por la
incorporacion acumulada en el grupo de control con vehiculo; asi se obtiene un IE medio. Si se emplea el
enfoque individual, el [E se obtiene dividiendo la media de DPM/animal de cada grupo de tratamiento y la del
control positivo por la media de DPM/animal del grupo de control con vehiculo o disolvente. De esta forma, el
[E promedio para controles tratados con vehiculo es 1.

El uso del enfoque individual para calcular el IE permite realizar un andlisis estadistico de los datos. Para elegir
el método de andlisis estadistico adecuado el investigador debe conocer las posibles irregularidades de las
variancias y otros problemas asociados, que pueden exigir una transformacion de los datos o el uso de un
andlisis estadistico no paramétrico. Un enfoque adecuado para interpretar los datos consiste en evaluar todos los
datos individuales de los animales tratados y los de control con vehiculo, y derivar de ellos la curva de respuesta
a la dosis mds adecuada, teniendo en cuenta los l{imites de contianza (8)(12)(13). No obstante el investigador
debe estar alerta a las posibles respuestas “fuera de los limites” en animales individuales de un grupo, que
pueden obligar a utilizar otra forma de medir la respuesta (por ejemplo, la mediana en lugar de la media) o a
eliminar a los que quedan fuera de los limites.

El proceso de decisiones con respecto a la respuesta positiva incluye un indice de estimulacién >3 junto con la
consideracion de la respuesta a la dosis y de la significacion estadistica, en su caso (3)(6)(8)(12)(14).

Si fuera necesario aclarar los resultados obtenidos, se tendrdn en cuenta diversas propiedades de la sustancia
analizada, como si tiene relacidén estructural con sensibilizantes cutidneos conocidos, si produce irritacién
cutdnea excesiva y la naturaleza de la respuesta a la dosis observada. Estas y otras consideraciones se comentan
con detalle en otro punto (7).
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2 DATOS

Los datos se resumirdn en tablas, con los valores medios e individuales de DPM vy los indices de estimulacién
de cada grupo de dosis (incluido el de control con vehiculo).

3 NOTIFICACION
INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo contendra la siguiente informacion:
Sustancia analizada:

— datos de identificacion (por ejemplo, nimero CAS, si procede; origen; pureza; impurezas conocidas; niimero
de lote);

— naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas (por ejemplo volatilidad, estabilidad, solubilidad);

— si se trata de una mezcla, composicion y porcentajes relativos de sus componentes.

Vehiculo:

— datos de identificacion [pureza; concentracion (en su caso); volumen utilizado]
— justificacién de la eleccidén del vehiculo.

Animales de experimentacion:

— cepa de ratones utilizada;

— situacién microbioldgica de los animales, si se conoce;

— nimero, edad y sexo de los animales;

— origen de los animales, condiciones de alojamiento, dieta, etc.

Condiciones del andlisis:

— detalles de la preparacion y aplicacion de la sustancia analizada;

— justiticacién de la dosis elegida, con los resultados del estudio de determinacién de dosis, si se ha efectuado;
concentraciones empleadas del vehiculo y de la sustancia analizada, y cantidad total de sustancia aplicada

— detalles de la calidad del alimento y el agua (incluido el tipo/origen de la dieta y el origen del agua).

Verificacién de la fiabilidad:

— resumen de los resultados de la Gltima verificacién de la fiabilidad realizada, con informacién sobre la
sustancia, la concentracion y el vehiculo utilizados.
— datos de control positivo y negativo concurrentes o histdricos del laboratorio encargado del andlisis

Resultados:

— peso individual de los animales al inicio del tratamiento y en el momento del sacrificio.

tabla con los valores de DPM medias (enfoque acumulado) y individuales (enfoque individual) asi como la

gama de valores para los dos enfoques y los indices de estimulacion de cada grupo de dosis (incluido el de

control con vehiculo).

andlisis estadistico, en su caso

— evolucidén cronoldgica del inicio y signos de toxicidad, incluida la irritacién cutdnea en el punto de
administracién en cada animal, en su caso.

Comentario de los resultados:

— Breve comentario de los resultados, andlisis de la respuesta a la dosis y andlisis estadisticos, en su caso, con
la conclusion de si la sustancia analizada debe ser considerada sensibilizante cutdneo.
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B.43. ESTUDIO DE NEUROTOXICIDAD EN ROEDORES

I METODO
El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 424 (1997).

Este método de ensayo tiene por objeto obtener la informacidén necesaria para confirmar o caracterizar de
manera mds precisa la posible neurotoxicidad de sustancias quimicas en animales adultos. Puede combinarse
con los actuales métodos de ensayo de los estudios de toxicidad por administracion continuada o bien realizarse
como estudio independiente. Se recomienda consultar el documento orientativo de la OCDE sobre estrategias y
métodos de ensayo de neurotoxicidad (1) (OECD Guidance Document on Neurotoxicity Testing Strategies and
Methods), que puede servir de ayuda para la concepcion de estudios basados en este método de ensayo. Esta
consulta es especialmente importante cuando se recomienden modificaciones de las observaciones y
procedimientos de ensayo para el uso habitual del presente método. El documento orientativo se ha preparado a
fin de facilitar la seleccion de otros procedimientos de ensayo que puedan emplearse en determinadas
circunstancias.

En el presente método no se trata la evaluacion de la neurotoxicidad para el desarrollo.

1.1 INTRODUCCION

En la evaluacién de las caracteristicas tdxicas de las sustancias quimicas, es importante considerar el potencial
de efectos neurotoxicos. El método de ensayo de toxicidad sistémica por administracion continuada incluye ya
observaciones para detectar la posible neurotoxicidad. El presente método de ensayo puede utilizarse para
preparar un estudio destinado a obtener mds informacién sobre los efectos neurotéxicos observados en los
estudios de toxicidad sistémica por administracion continuada o para confirmar tales efectos. Sin embargo,
segin la valoracién que se haga de la posible neurotoxicidad de ciertas clases de sustancia quimicas puede
considerarse mds conveniente evaluarlas mediante este método sin indicaciéon previa de la posible
neurotoxicidad a partir de estudios de toxicidad sistémica por administracién continuada. Entre los aspectos que
deben tenerse en cuenta para ello pueden citarse los siguientes:

* observacion de signos neuroldgicos o lesiones neuropatoldgicas en estudios de toxicidad distintos de los
estudios de toxicidad sistémica por administracion continuada, o

* relacion estructural u otro tipo de informacion que los relacione con neurotdxicos conocidos.

Ademas puede haber otros casos en los que sea adecuado utilizar este método de ensayo, para mas informacion
véase (1).

El presente método se ha concebido de manera que pueda ajustarse a distintas necesidades concretas a la hora
de confirmar la neurotoxicidad histopatolégica y comportamental de una sustancia, y de aportar una
caracterizacion y cuantificacion de las respuestas neurotoxicas.

Anteriormente, la neurotoxicidad se equiparaba a la neuropatia que implicaba lesiones neuropatoldgicas o
disfunciones neuroldgicas, como convulsiones, parilisis o temblores. Aunque la neuropatia es una
manifestacion importante de la neurotoxicidad, actualmente se sabe que hay muchos otros signos que indican
toxicidad en el sistema nervioso (por ejemplo, pérdida de coordinacion motora, deficiencias sensoriales y
disfunciones del aprendizaje y la memoria) y que pueden no aparecer en estudios de neuropatia o en otros tipos
de estudios.

El presente método de ensayo de neurotoxicidad estd pensado para detectar efectos neuropatoldgicos y
neurocomportamentales en roedores adultos. Aunque los efectos en el comportamiento, incluso en ausencia de
cambios morfolégicos, pueden dar cuenta de un impacto nocivo en el organismo, no todas las alteraciones del
comportamiento estdn relacionadas con el sistema nervioso. Por lo tanto, cualquier cambio observado tiene que
evaluarse junto con datos correlativos de tipo bioquimico, hematolégico e histopatolégico, y con datos sobre
otros tipos de toxicidad sistémica. Las pruebas prescritas en este método para obtener la caracterizacion y
cuantificacién de las respuestas neurotdxicas incluyen procedimientos comportamentales e histopatoldgica que
pueden ir apoyados de manera complementaria por investigaciones bioquimicas y/o electrofisioldgicas

(DG,



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/254

Los neurotdxicos pueden actuar sobre un nimero de dianas dentro del sistema nervioso y mediante una gran
variedad de mecanismos. Dado que no hay ninglin conjunto de ensayos que, por si solo, sea capaz de evaluar
perfectamente el potencial neurotoxico de todas las sustancias, puede ser necesario utilizar otros ensayos in
vivo o in vitro aplicables concretamente al tipo de neurotoxicidad observada o prevista.

Este método de ensayo puede aplicarse también junto con las orientaciones establecidas en el documento de la
OCDE denominado "OECD Guidance Document on Neurotoxicity Testing Strategies and Methods™” (1) a fin de
preparar estudios destinados a caracterizar de manera mas precisa la cuantificacion dosis-respuesta 0 a aumentar
la sensibilidad de ésta, de manera que pueda estimarse mds exactamente un nivel sin efectos adversos
observados o comprobar peligros sospechados o conocidos de la sustancia. Por ejemplo, pueden prepararse
estudios para determinar y evaluar los mecanismos neurotéxicos o para complementar los datos ya disponibles a
partir de los procedimientos bdsicos de observacién neuropatoldgica y neurocomportamental. No es necesario
que estos estudios generen de nuevo datos que se obtendrian también a partir de los procedimientos estindar
recomendados en el presente método, si estos datos ya son conocidos y no se consideran necesarios para la
interpretacion de los resultados del estudio.

Este estudio de neurotoxicidad, cuando se realiza solo o en combinacién con otros, aporta informacion que
puede:

* determinar si el sistema nervioso estd afectado de manera permanente o reversible por la sustancia
ensayada;

* contribuir a la caracterizacion de las alteraciones del sistema nervioso relacionadas con la exposicién a
la sustancia y a la comprension de los mecanismos que intervienen;

* determinar las relaciones entre dosis y tiempo de respuesta a fin de estimar un nivel sin efectos adversos
observados (que pueda utilizarse con objeto de establecer criterios de seguridad para la sustancia).

En este método de ensayo se administra la sustancia estudiada por via oral. Otras vias de administracion (por
ejemplo, por via dérmica o por inhalacién) pueden resultar mis adecuadas y requerir modificaciones de los
procedimientos recomendados. La eleccion de la via de administracion depende del perfil de exposicion
humana y de la informacion cinética y toxicolégica disponible.

1.2 DEFINICIONES

Efecto adverso: toda alteracidén respecto a una situacién de referencia, relacionada con el tratamiento, que
disminuya la capacidad del organismo para sobrevivir, reproducirse o adaptarse al entorno.

Dosis: cantidad de sustancia de ensayo administrada. Se expresa en peso (g, mg), en peso de sustancia de
ensayo por unidad de peso del animal (por ejemplo, mg/kg) o en concentracion constante en la dieta (ppm).

Posologia: término general que abarca la dosis administrada, su frecuencia y duracién.

Neurotoxicidad: alteracion adversa de la estructura o funcion del sistema nervioso debida a la exposicién a un
agente fisico, biolégico o quimico.

Neurotoxico: cualquier agente fisico, biologico o quimico que pueda provocar neurotoxicidad.

NOAEL: sigla inglesa referente a la dosis de exposicion sin efectos adversos observados, es decir, la dosis mds
alta a la que no se observa ninglin efecto adverso debido al tratamiento.

1.3 PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se administra por via oral una serie de dosis de la sustancia a varios grupos de roedores de laboratorio.
Normalmente se requiere una administracioén continuada y el periodo de administracién puede ser 28 dias, 90
dias (toxicidad subcrénica) o 1 afio o més (toxicidad crénica). Los procedimientos establecidos en este método
de ensayo pueden aplicarse también a un estudio de neurotoxicidad aguda. Los animales se someten a ensayo
para detectar anomalias neuroldgicas o del comportamiento o para caracterizarlas. Durante cada periodo de
observacion se evalia una gama de comportamientos que podria estar afectada por neurotdxicos. Al final del
ensayo, se hace una perfusién in situ a un subgrupo de animales de cada sexo y de cada grupo, y se preparan y
examinan secciones de los nervios periféricos y de la médula espinal y el cerebro.
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Cuando se trate de un estudio tnico independiente destinado a detectar neurotoxicidad o a caracterizar los
efectos neurotdxicos, los animales de cada grupo no empleados para pertusion y posterior histopatologia (véase
el cuadro 1) pueden utilizarse para otros procedimientos concretos de tipo electrofisiologico, neuroquimico,
neuropatoldgico o neurocomportamental que puedan complementar los datos obtenidos a partir de los exdmenes
estandar prescritos en el presente método (1). Estos procedimientos complementarios pueden ser especialmente
ttiles cuando las observaciones empiricas o los efectos previstos indiquen un tipo determinado o una diana de
neurotoxicidad quimica. Otra posibilidad es utilizar los animales restantes para evaluaciones como las prescritas
en los métodos de ensayo para estudios de toxicidad por administracién continuada en roedores.

Cuando los procedimientos del presente método de ensayo se combinen con los de otros métodos, se necesita un
nimero suficiente de animales para que puedan cumplirse todos los requisitos de las observaciones de ambos

estudios.
1.4 DESCRIPCION DEL METODO
14.1 Seleccion de la especie animal

La especie de preferencia entre los roedores es la rata, aunque pueden utilizarse otras especies de roedores.
Deben usarse animales adultos jévenes y sanos de cepas utilizadas habitualmente en laboratorio. Las hembras
deben ser nuliparas y no grividas. La administracién ha de empezar lo antes posible tras el destete,
preferiblemente, antes de que los animales tengan seis semanas de edad y, en cualquier caso, antes de que
tengan nueve semanas. No obstante, cuando este estudio se combine con otros, podrian tener que ajustarse estos
requisitos de edad. Al principio del estudio, la diferencia de peso entre los animales empleados no debe superar
el £ 20 % del peso medio de cada sexo. Cuando se realice un estudio de la toxicidad oral por administracién
continuada como fase previa de un estudio de toxicidad a largo plazo, deben utilizarse en ambos estudios
animales procedentes de la misma cepa y del mismo origen.

1.4.2 Alojamiento y alimentacién

El cuarto de experimentacion ha de estar a una temperatura de 22°C (£ 3°C). Aunque la humedad relativa ha de
ser, como minimo, del 30 % y preferiblemente no superior al 70 %, salvo durante la limpieza del local, lo ideal
es que esté comprendida entre el 50 y el 60 %. Se aplicard una iluminacion artificial en una secuencia de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. Debe mantenerse al minimo el ruido fuerte intermitente. Puede
proporcionarse una dieta alimentaria corriente para animales de laboratorio y agua a voluntad. Si la sustancia de
ensayo se administra con los alimentos, es preciso obtener una mezcla adecuada, lo cual puede influir en la
eleccidn de la dieta. Los animales pueden enjaularse por separado o en pequefios grupos del mismo sexo.

143 Preparacion de los animales

Se eligen al azar animales jovenes y sanos y se reparten en los lotes testigo y tratado. Las jaulas se colocan de
manera que los posibles efectos debidos a la posicién de las mismas sean minimos. Los animales se identifican
individualmente y se mantienen en sus jaulas durante al menos cinco dias antes del inicio del ensayo, a fin de
permitir su aclimatacion a las condiciones del laboratorio.

1.44 Via de administracién y preparacién de las dosis

En este método de ensayo se administra la sustancia estudiada por via oral. La administracién de la sustancia
por via oral puede hacerse mediante una sonda, la dieta, el agua o cdpsulas. Pueden usarse otras vias de
administracién (por ejemplo: cutinea o inhalacién) pero en este caso pueden tener que modificarse los
procedimientos recomendados. La eleccion de la via de administracion depende del perfil de exposicion
humana y de la informacién cinética y toxicoldgica disponible. Deberd justificarse adecuadamente la eleccién
de la via de administracion, asi como las consiguientes modificaciones de los procedimientos del método de
ensayo.

En caso necesario, la sustancia estudiada se disolverd o suspenderd en un vehiculo adecuado. Se recomienda
considerar en primer lugar el uso de una solucién o suspensién acuosa, después el uso de una solucién o
emulsion oleosa (por ejemplo, en aceite de maiz) y, por ultimo, la posible solucién o suspensién en otros
vehiculos. Las caracteristicas toxicas del vehiculo deben ser conocidas. Ademds, deben valorarse las siguientes
caracteristicas del vehiculo: efectos en la absorcion, la distribucién, el metabolismo o la retencion de la
sustancia estudiada que puedan alterar sus caracteristicas téxicas; y efectos en el consumo de alimentos y agua o
en el estado nutricional de los animales.
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1.5 PROCEDIMIENTOS
1.5.1 Nimero y sexo de los animales

Cuando se trate de un estudio tnico independiente, se utilizardn al menos 20 animales (10 hembras y 10
machos) en cada grupo tratado y de control para la evaluacion de las observaciones clinicas y funcionales, que
deben ser detalladas. Como minimo 5 machos y 5 hembras, seleccionados entre estos 10 machos y 10 hembras,
deben ser perfundidos in situ y utilizados para hacer una histopatologia detallada al final del estudio. En los
casos en que s6lo se observe un nimero limitado de animales en un grupo determinado para detectar efectos
neurotoxicos, se considerara la inclusion de estos animales entre los seleccionados para perfusion. Cuando el
estudio se lleve a cabo en combinacidén con un estudio de toxicidad por administracién continuada, deberd
usarse un ntimero adecuado de animales para que puedan alcanzarse los objetivos de ambos estudios. En el
cuadro 1 se da el nimero minimo de animales por grupo para varias combinaciones de estudios. Si van a
sacrificarse animales durante el experimento o estin previstos grupos para observar la reversibilidad,
persistencia o aparicion retardada de efectos toxicos con posterioridad al tratamiento, o cuando se plantee la
realizacion de observaciones complementarias, habra de aumentarse el nimero de animales para asegurar que se
dispone de los animales necesarios para observacion e histopatologia.

1.52 Lote tratado y lote testigo

Deben utilizarse, al menos, tres grupos para tratamiento y uno para control. No obstante, si, a partir de la
evaluacion de otros datos, no son previsibles efectos a una dosis continuada de 1 000 mg/kg de peso corporal,
podra realizarse un ensayo limite. Si no se dispone de datos apropiados, puede realizarse un estudio para ayudar
a determinar la gama de dosis que debe emplearse. A excepcion de la administracion de la sustancia de ensayo,
los animales del lote testigo deben ser tratados de la misma manera que los de los lotes de ensayo. Si se utiliza
un vehiculo para la administracién de la sustancia de ensayo, el lote testigo recibird el mayor volumen utilizado
de dicho vehiculo.

153 Control de fiabilidad

El laboratorio que lleve a cabo el estudio debe presentar datos que demuestren su capacidad de realizarlo y la
sensibilidad de los procedimientos que emplee. Tales datos han de acreditar su capacidad de detectar y
cuantificar, en su caso, los cambios en los diferentes parimetros cuya observacioén se recomienda, como signos
neurovegetativos, reactividad sensorial, fuerza de prension y actividad motriz. En la bibliografia (referencias 2 a
29) puede encontrarse informacién sobre sustancias que causan diferentes tipos de respuestas neurotdxicas y
que pueden usarse para controles positivos. Pueden utilizarse datos de referencia anteriores si se mantienen los
aspectos esenciales de los procedimientos experimentales. Se recomienda la actualizacién periédica de los datos
de referencia anteriores. Deben obtenerse nuevos datos que demuestren que los procedimientos mantienen la
sensibilidad requerida cuando el laboratorio haya modificado alguno de los aspectos esenciales del ensayo o los
procedimientos.

1.54 Seleccion de la dosis

Las dosis deben seleccionarse teniendo en cuenta la toxicidad previamente observada y los datos cinéticos y de
toxicidad disponibles referentes a la sustancia de ensayo o productos afines. La dosis mds elevada debe
seleccionarse con el propdsito de inducir efectos neurotdxicos o efectos toxicos sistémicos evidentes.
Posteriormente, debe seleccionarse una secuencia descendente de dosis destinadas a demostrar cualquier posible
relacion dosis-respuesta y la ausencia de efectos adversos observados con la dosis inferior. En principio, las
dosis deben fijarse de manera que los efectos téxicos primarios en el sistema nervioso puedan distinguirse de
los relacionados con la toxicidad sistémica. Los intervalos del doble al triple suelen ser dptimos para establecer
las dosis decrecientes y a menudo es preferible afiadir un cuarto lote de ensayo en lugar de utilizar intervalos
muy amplios (por ejemplo, con un factor superior a 10) entre dosis. Si se dispone de una estimacioén razonable
sobre la exposicion del hombre, ésta deberd también tenerse en cuenta.

1.5.5 Ensayo limite

Si en un estudio con una dosis de, al menos, 1 000 mg/kg de peso corporal/dia, siguiendo el procedimiento
descrito, no se produce ningln efecto neurotéxico observable y si, a la luz de los datos de sustancias
estructuralmente afines, no cabe esperar efectos téxicos, puede considerarse innecesario realizar un estudio
completo con tres dosis. Segiin el grado previsto de exposicion humana, puede ser preciso administrar una dosis
oral superior en el ensayo limite. Si se trata de otras vias de administracidén, como la inhalacién o la aplicacién
cutdnea, suelen ser las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia de ensayo las que determinan el grado
médximo de exposicién que puede alcanzarse. Para la realizacién de un estudio de toxicidad oral aguda, la dosis
de un ensayo limite debe ser, al menos, 2 000 mg/kg.
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1.5.6 Administracion de las dosis

Las dosis de sustancia se administran a los animales todos y cada uno de los dias del periodo de 28; es necesario
justificar la aplicacién de una posologia de sélo cinco dias por semana o un periodo de exposicidn méds corto. Si
la sustancia de ensayo se administra por sonda, debe hacerse en una sola dosis y con una sonda gdstrica o una
canula de intubacién adecuada. El volumen mdximo de liquido que puede administrarse de una sola vez
depende del tamafio del animal. El volumen no debe superar 1 ml/100 g de peso corporal; no obstante, en el
caso de las soluciones acuosas puede considerarse la posibilidad de administrar 2 ml/100 g de peso corporal.
Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas, que por lo general producen efectos exacerbados con
concentraciones mayores, deberd reducirse al minimo la variabilidad del volumen de ensayo ajustando la
concentracion de manera que el volumen sea el mismo en todas las dosis.

Si la sustancia se administra con los alimentos o el agua de bebida, es importante cerciorarse de que las
cantidades de sustancia de ensayo administradas no interfieren la nutricién normal ni el equilibrio hidrico.
Cuando la sustancia de ensayo se administre con los alimentos, puede utilizarse una concentracion constante en
la dieta (en ppm) o bien una dosis constante en relacidn con el peso corporal de los animales; debe precisarse el
método escogido. Si la sustancia se administra por sonda, la dosis debe darse todos los dias a la misma hora y
ajustarse seglin sea necesario para mantener una dosis constante en relaciéon con el peso corporal del animal.
Cuando se utilice un estudio de administracidén continuada como fase previa de un estudio a largo plazo, deberd
utilizarse en ambos estudios una dieta similar. Para estudios de toxicidad aguda, si no es posible utilizar una
dosis tnica, podrd administrarse la sustancia en fracciones menores a lo largo de un periodo que no excederd de

24 horas.
1.6 OBSERVACIONES
1.6.1 Frecuencia de las observaciones y ensayos

En los estudios de administracién continuada, el perfodo de observaciéon debe cubrir todo el perfodo de
administracion. En los estudios de toxicidad aguda, debe haber un periodo de observacion de 14 dias posterior
al tratamiento. En el caso de los animales de grupos satélite que se mantengan sin exposicién durante el perfodo
posterior al tratamiento, las observaciones deben cubrir también este periodo.

Las observaciones deben hacerse con la frecuencia suficiente para que sea médxima la probabilidad de deteccién
de cualquier anomalia neuroldgica o del comportamiento. Las observaciones deben hacerse preferiblemente a
las mismas horas cada dfa prestando atencidén al perfodo mids agudo de los efectos previstos tras la
administracion. En el cuadro 2 se resume la frecuencia de las observaciones clinicas y las pruebas funcionales.
Si, a partir de estudios anteriores, se dispone de datos cinéticos o de otro tipo que muestren la necesidad de
utilizar tiempos diferentes para las observaciones, pruebas o periodos post-observacion, se aplicard otro
programa a fin de conseguir el mdximo de informacion. Los cambios en el programa habrin de justificarse
debidamente.

1.6.1.1  Observaciones del estado general de salud y de la mortalidadimorbilidad

Deberdn observarse cuidadosamente todos los animales al menos una vez al dfa para comprobar su estado de
salud y al menos dos veces al dia para comprobar la mortalidad y la morbilidad.

1.6.1.2  Observaciones clinicas detalladas

Se someterdn a observacion clinica detallada todos los animales seleccionados con este fin (véase el cuadro 1)
una vez antes de la primera exposicién (para poder hacer comparaciones con un mismo sujeto) y después a
diferentes intervalos segin la duracién del estudio (véase el cuadro 2). Deberdn hacerse observaciones clinicas
detalladas sobre lotes satélite de recuperacién al final del periodo de recuperacidn. Las observaciones clinicas
detalladas se hardn fuera de la jaula de alojamiento en un ambiente normal y se registrardan cuidadosamente
utilizando sistemas de puntuaciéon que incluyan criterios o escalas de puntuacién para cada medicién de las
observaciones. Los criterios o escalas deberdn ser definidos explicitamente por el laboratorio que lleve a cabo el
ensayo. Debe procurarse que las variaciones en las condiciones de ensayo sean minimas (no relacionadas
sistemdticamente con el tratamiento) y que las observaciones sean realizadas por observadores especializados
ajenos al tratamiento.



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/258

Se recomienda que las observaciones se hagan de manera estructurada aplicando sistemdticamente criterios bien
definidos (incluida la definicidén del "intervalo” normal) a cada animal en cada momento de observacién. El
“intervalo normal” deberd documentarse adecuadamente. Se registrardn todos los signos observados. Siempre
que sea factible, se registrard también la magnitud de los signos observados. Las observaciones clinicas deben
incluir, entre otras cosas, los cambios de la piel, pelo, ojos, membranas mucosas, presencia de secreciones y
excreciones y actividad neurovegetativa (por ejemplo, lagrimeo, piloereccion, tamaiio de la pupila, asi como
respiracién por la boca, cualquier signo de orina o defecacién y orina descolorida.).

También habrd de anotarse cualquier respuesta no habitual en lo que se refiere a la posicién del cuerpo, el nivel
de actividad (por ejemplo, aumento o disminucion de la exploracién del ambiente normal en el que se mueva) y
la coordinacién de los movimientos. Deben registrarse también los cambios observados en la marcha (por
cjemplo, contonco o ataxia), postura (por cjemplo, cspalda encorvada) y respucsta a la manipulacion, la
colocacién u otros estimulos ambientales, asi como la presencia de movimientos clénicos o ténicos,
convulsiones o temblores, cstercotipos (por cjemplo, realizacion cxceesiva de movimientos de limpicza,
movimientos anémalos de la cabeza, recorridos repetitivos en circulo) o comportamientos andmalos (por
ejemplo, lamido excesivo o mordiscos, automutilacién, marcha hacia atrds y vocalizacidn) o agresién.

1.6.1.3  Pruebas funcionales

De manera semejante a las observaciones clinicas detalladas, deben efectuarse también pruebas funcionales una
vez antes de la exposicion y frecuentemente a continuacion en todos los animales seleccionados con este fin
(véase el cuadro 1). La frecuencia de estas pruebas depende también de la duracion del estudio (véase el cuadro
2). Ademds de los periodos de observacién establecidos en el cuadro 2, se llevardn a cabo observaciones
funcionales de lotes satélite de recuperacion lo mas cercanas que sea posible al sacrificio final. Las pruebas
funcionales deben incluir la reactividad sensorial frente a estimulos de diferentes tipos [por ejemplo, auditivos,
visuales y propioceptivos (5)(6)(7)], y la evaluacion de la fuerza de prension (8) y de la actividad motriz (9). La
actividad motriz se medird con un dispositivo automidtico capaz de detectar tanto aumentos como disminuciones
de actividad. Si se usa otro sistema definido, éste deberd ser cuantitativo y su sensibilidad y fiabilidad deberan
demostrarse. Se probarad cada dispositivo para asegurar la fiabilidad a lo largo del tiempo y la concordancia
entre diferentes dispositivos. En las referencias respectivas se da mds informacién sobre los procedimientos que
pueden seguirse. Si no hay datos (por ejemplo, relaciones estructura-actividad, datos epidemioldgicos, otro
estudios toxicolégicos ...) que indiquen los posibles efectos neurotéxicos, debe considerarse la inclusién de
pruebas mas especializadas de funciones sensoriales o motrices o del aprendizaje y la memoria, para estudiar
estos posibles efectos mds detalladamente. En (1) se da mds informacion sobre pruebas mis especializadas y su
aplicacién.

Excepcionalmente, puede omitirse la prueba a animales que muestren signos de toxicidad en un grado tal que
interfiera de manera significativa la prueba funcional. La eliminacién de animales de cualquier prueba funcional
se justificard debidamente.

1.6.2 1.4.3.2. Peso corporal y consumo de alimento y agua

Para estudios de hasta 90 dias de duracion, tienen que pesarse todos los animales al menos una vez por semana
y deben hacerse mediciones del consumo de alimentos (consumo de agua, cuando la sustancia estudiada se
administre por este medio) al menos semanalmente. Para estudios a largo plazo, deben pesarse todos los
animales al menos una vez por semana durante las primeras 13 semanas y al menos una vez cada cuatro
semanas a continuacion. Se medird el consumo de alimentos (consumo de agua, cuando la sustancia estudiada
se administre por este medio) al menos semanalmente durante las primeras 13 semanas y luego a intervalos de
unos tres meses, a menos que el estado de salud o el peso corporal aconsejen otra cosa.

1.6.3 Oftalmologia

Para estudios de mds de 28 dias de duracion, debe realizarse una exploracién oftalmolégica con un
oftalmoscopio o equipo equivalente adecuado antes de administrar la sustancia de ensayo y al término del
estudio, preferiblemente, de todos los animales, y al menos del lote con la dosis mas alta y del lote de control. Si
se observan cambios oculares o si los signos clinicos lo exigen, deben examinarse todos los demds animales.
Para estudios a largo plazo, debe efectuarse una exploracion oftalmoldgica a las 13 semanas. Las exploraciones
oftalmoldgicas no serdn necesarias si se conocen ya estos datos a partir de otros estudios de duracién parecida y
a dosis semejantes.
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1.6.4 Hematologia y bioquimica clinica

Cuando el estudio de neurotoxicidad se haga en combinacién con un estudio de toxicidad sistémica por
administracién continuada, se practicarin exdmenes hematoldgicos y determinaciones bioquimicas clinicas
segin lo indicado en el respectivo método del estudio de toxicidad sistémica. La recogida de muestras debe
hacerse de tal manera que se reduzcan al minimo los posibles efectos en el neurocomportamiento.

1.6.5 Histopatologia

Los analisis neuropatoldgicos tienen que estar pensados de manera que complementen y amplien las
observaciones efectuadas durante la fase in vivo del estudio. Se fijardn in situ tejidos de, al menos, 5 animales
por sexo y por grupo (véase el cuadro 1 y el pardgrafo siguiente), utilizando técnicas de fijacidon y perfusién
ampliamente reconocidas (véase la referencia 3 del capitulo 5 y la referencia 4 del capitulo 50). Deben
registrarse todas las modificaciones macroscopicas observables. Cuando se trate de un estudio tnico
independicente destinado a detectar neurotoxicidad o a caracterizar cfectos neurotoxicos, el resto de los
animales pucde utilizarse o bien para otros procedimicntos concrctos de tipo clectrofisiologico
(10X 11)(16)(17), neuroquimico (10)(11)(14)(15), neuropatoldgico (10)(11)(12)(13) o neurocomportamental
(10)(11) que puedan complementar los procedimientos y andlisis descritos aqui o bien para aumentar ¢l
nimero de sujelos examinados para delectar histopatologias. Estos procedimientos complementarios
pueden ser especialmente ttiles cuando las observaciones empiricas o los efectos previstos indiquen un tipo
determinado o una diana de neurotoxicidad 82) (3). Otra posibilidad es utilizar el resto de los animales para la
evaluaciones patologicas habituales descritas en el método sobre estudios de toxicidad por administracion
continuada.

Se aplicard un procedimiento general de tincién, como hematoxilina-eosina, en todas las muestras de tejido
incluidas en parafina y se hard un examen microscopico. Cuando se observen o se sospechen signos de
neuropatia periférica, deberdn examinarse muestras incluidas en pldstico de tejido de nervios periféricos. Segiin
los signos clinicos que aparezcan podran examinarse otros tejidos o utilizarse procedimientos de tincién
especiales. En (3) y (4) se dan orientaciones sobre otros tejidos que pueden examinarse. Pueden ser dtiles
también (18) otros colorantes especiales para demostrar determinados tipos de alteraciones patolégicas.

Se someterdn a examen histolégico secciones representativas de los sistemas nerviosos central y periférico
(véase la referencia 3 del capitulo 5 y la referencia 4 del capitulo 50). Las zonas examinadas tienen que incluir
normalmente: el prosencéfalo, el centro del cerebro, incluida una seccién del hipocampo, el mesencétfalo, el
cerebelo, la protuberancia anular, el bulbo raquideo, el ojo con el nervio dptico y la retina, la médula espinal
en los engrosamientos cervical y lumbar, los ganglios de la raiz dorsal, las fibras de la raiz ventral y dorsal, el
nervio cidtico en su parte préxima (en la rodilla) y el nervio tibial en sus ramificaciones del misculo de la
pantorrilla. Las secciones de la médula espinal y de los nervios periféricos tienen que incluir tanto una seccion
transversal como una longitudinal Debe prestarse atencidn a la vasculatura del sistema nervioso. Se examinard
también una muestra de mdsculo esquelético, especialmente del de la pantorrilla. Hay que prestar especial
atencion a las zonas de los sistemas nerviosos central y periférico con estructura celular y fibrosa que se sabe
que resultan particularmente afectadas por neurotdxicos.

En las referencias (3) y (4) se dan orientaciones sobre la alteraciones neuropatoldgicas que derivan
normalmente de la exposicién a sustancias toxicas. Se recomienda un examen por fases de las muestras de
tejido empezando por una comparacién de las secciones del lote de dosis alta con las del lote testigo. Sino se
observan alteraciones neuropatoldgicas en las muestras de estos lotes, no se requieren mds andlisis. Si se
observan alteraciones neuropatoldgicas en el lote de dosis alta, deben codificarse y examinarse
secuencialmente muestras de cada uno de los tejidos posiblemente afectados pertenecientes a los lotes de dosis
intermedia y baja.

Si en el examen cualitativo se encuentran pruebas de alteraciones neuropatoldgicas, se realizard otro examen en
todas las regiones del sistema nervioso que muestren estas alteraciones. Deberan codificarse y examinarse al
azar, sin conocimiento del codigo, secciones de todos los lotes de cada una de las regiones posiblemente
afectadas. Debe registrarse la frecuencia y gravedad de cada lesion. Después de que todos los lotes hayan sido
clasificados, puede revelarse el codigo y entonces pueden hacerse andlisis estad{sticos para evaluar relaciones
dosis-respuesta. Deberdn darse ejemplos que muestren diferentes niveles de gravedad de cada lesion.

Los resultados neuropatoldgicos tienen que evaluarse en el contexto de observaciones y mediciones del
comportamiento, asi como en relacién con otros datos de estudios de toxicidad sistémica de la sustancia
anteriores y realizados al mismo tiempo.
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2 RESULTADOS
2.1 TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Deben proporcionarse datos de cada animal. Ademads, tienen que resumirse todos los datos en un cuadro que
recoja, para cada lote de ensayo o testigo, el niimero de animales al inicio del ensayo, el nimero de animales
hallados muertos durante el mismo o sacrificados por razones compasivas, el momento de la muerte o
sacrificio, el nimero de animales que presenten signos de toxicidad, una descripcion de los signos observados,
con inclusién del momento de su aparicidn, la duracidén y la gravedad de los efectos téxicos, el nimero de
animales que presenten lesiones, y el tipo y la gravedad de las lesiones.

22 EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados del estudio deben evaluarse en lo que se refiere a la incidencia, gravedad y correlacion de los
efectos neurocomportamentales y neuropatologicos (asi como a los efectos electrofisiologicos vy
neuroquimicos si se incluyen examenes complementarios) y a cualquier otro efecto adverso observado.
Siempre que sea posible, los resultados numéricos deberdn evaluarse mediante un método estadistico adecuado
y de amplia aceptacion. Los métodos estadisticos deben seleccionarse durante el disefio del estudio.

3 INFORME
INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo deberd incluir la informacion siguiente:
Sustancia estudiada:

- naturaleza fisica (incluyendo isomerismo, pureza y propiedades fisicoquimicas);
- identificacién quimica,

Vehiculo (si procede):
- motivacion de la eleccién del vehiculo;
Animales sometidos a ensayo:

- especie y cepa utilizadas;

- nimero, edad y sexo de los animales;

- procedencia, condiciones de alojamiento, aclimatacidn, dieta, etc.
- peso de cada animal al inicio del ensayo.

Condiciones de ensayo:

- datos sobre la formulacién de la sustancia de ensayo o su preparacién con los alimentos, concentracién
obtenida, estabilidad y homogeneidad del preparado;

- especificacion de las dosis administradas, con datos sobre el vehiculo, el volumen y la forma fisica del
material administrado

- datos de la administracién de la sustancia de ensayo;

- Jjustificacion de la seleccion de la dosis;

- justificacién de la via y la duracién de la exposicidn;

- factor de conversidén de la concentracién (ppm) de la sustancia de ensayo en los alimentos o en el agua de
bebida a dosis reales (mg/kg peso corporal/dia), si procede:

- datos de la calidad de los alimentos y el agua.
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Procedimientos de observacion y prueba:

- informacion detallada sobre la asignacion de los animales de cada grupo a los subgrupos de perfusion;

- informacion detallada sobre los sistemas de puntuacién, incluyendo criterios y escalas de puntuacidn para
cada medicidn dentro de las observaciones clinicas detalladas;

- informacion detallada sobre las pruebas funcionales de reactividad sensorial a estimulos de diferentes
tipos (por ejemplo, auditivos, visuales y propioceptivos); para la evaluacién de la fuerza de prensidn; para
la evaluacion de la actividad motriz (incluida informacién detallada sobre dispositivos automdticos para
la deteccion de actividad); y otros procedimientos empleados;

- informacion detallada acerca de los exdmenes oftalmoldgicos y, en su caso, los exdmenes hematologicos
y las pruebas bioquimicas clinicas con valores de referencia pertinentes;

- informacion detallada sobre procedimientos neurocomportamentales, neuropatolégicos, neuroquimicos o
electrofisiologicos.

Resultados:

- peso corporal/cambios en el peso corporal, incluyendo peso corporal en el momento del sacrificio;

- consumo de alimentos y de agua, en su caso;

- datos de reacciones toxicas por sexo y dosis, incluidos los signos de toxicidad y mortalidad;

- naturaleza, gravedad y duracion (momento de aparicién y evolucion posterior) de las observaciones
clinicas detalladas (reversibles o no);

- descripcion pormenorizada de todos los resultados de las pruebas funcionales;

- resultados de la autopsia;

- descripcion detallada de todos los resultados neurocomportamentales, neuropatoldgicos y neuroquimicos
o electrofisiolégicos, si se conocen;

- datos sobre la absorcidn, si los hay

- tratamiento estadistico de los resultados, cuando convenga.

Discusion de los resultados

- informacion sobre la respuesta a la dosis;

- relacién entre otros efectos toxicos y la conclusién acerca del potencial neurotdxico de la sustancia de
ensayo;

- nivel sin efectos adversos observados

Conclusiones

- Se considera conveniente una declaracion concreta sobre la neurotoxicidad general de la sustancia
estudiada.
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ANEXO 21
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C.21. MICROORGANISMOS DEL SUELO: ENSAYO DE TRANSFORMACION DEL NITROGENO

1. METODO

El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 216 (2000).

1.1 INTRODUCCION

Este método de ensayo es un método de laboratorio destinado a investigar los efectos a largo plazo de
productos quimicos, tras una exposicion tnica, en la transformacion del nitrégeno por los microorganismos del
suelo. El ensayo se basa principalmente en las recomendaciones de la Organizacién Europea y Mediterrinea
para la Proteccion de las Plantas (1). Sin embargo, se han tenido en cuenta otras directrices, como las del
Biologische Bundesanstalt (2) de Alemania, la Environmental Protection Agency de los Estados Unidos (3) la
Sociedad de Quimica y Toxicologia Medioambientales (Society of Environmental Toxicology and Chemistry,
SETAC) (4) y la Organizacién Internacional de Normalizacién (ISO) (5). En un taller de la OECD sobre
seleccion de suelos/sedimentos, celebrado en Belgirate, Italia, en 1995 (6) se acordd el nimero y el tipo de
suelos que deben usarse en este ensayo. Las recomendaciones sobre recogida, manejo y almacenamiento de
muestras de suelo se basan en un documento orientativo de la ISO (7) y en las recomendaciones del taller de
Belgirate. En la valoracién y evaluacion de las caracteristicas de las sustancias de ensayo, puede resultar
necesaria la determinacion de los efectos de la actividad microbiana en el suelo, por ejemplo, cuando se
requieran datos sobre los posibles efectos secundarios de los productos fitosanitarios en la microflora del suelo
o cuando sea previsible la exposicién de los microorganismos del suelo a los productos quimicos distintos de
los fitosanitarios. El ensayo de transformacién del nitrogeno se lleva a cabo para determinar los efectos de estos
productos quimicos en la microflora del suelo. Si se ensayan productos agroquimicos (por ejemplo, productos
fitosanitarios, abonos y productos quimicos para la silvicultura), se llevardn a cabo tanto ensayos de
transformacion del nitrégeno como del carbono. Si se ensayan productos no agroquimicos, es suficiente el
ensayo de transformacidén del nitrégeno. Sin embargo, si los valores ECso del ensayo de transformacion del
nitrégeno de estos productos quimicos se sitian dentro del intervalo encontrado para los inhibidores de la
nitrificaciéon disponibles en el comercio (por ejemplo, la nitrapirina), puede hacerse un ensayo de
transformacidn del carbono para obtener mas informacion.

Los suelos estian formados por componentes vivos y no vivos que se dan en mezclas complejas y heterogéneas.
Los microorganismos desempefian un papel importante en la descomposicién y transformacién de la materia
orgénica en los suelos fértiles. Existen muchas especies que contribuyen de diversas maneras a la fertilidad del
suelo. Cualquier interferencia a largo plazo en estos procesos bioquimicos podria perturbar el ciclo de los
nutrientes y alterar la fertilidad del suelo. La transformacion del carbono y del nitrégeno se da en los suelos
fértiles. Aunque las comunidades microbianas responsables de estos procesos difieren de unos suelos a otros,
las vias de transformacién son esencialmente las mismas.

Este método de ensayo estd destinado a detectar los efectos negativos a largo plazo de una sustancia en el
proceso de transformacion del nitrégeno en los suelos aerobios de superficie. El método también permite
calcular los efectos de una sustancia en la transformacién del carbono por la microtlora del suelo. La formacién
de nitratos se produce tras la degradacion de los enlaces carbono-nitrégeno. Por tanto, si se encuentran {ndices
iguales de produccion de nitratos en suelos tratados y suelos de control, es muy probable que las principales
rutas de degradacion del carbono estén intactas y funcionales. El sustrato elegido para el ensayo (la harina de
alfalfa) tiene una proporcién carbono/nitrégeno favorable (normalmente entre 12/1 y 16/1). Por eso, la
privacién de carbono durante el ensayo es reducida y las comunidades microbianas, si resultan dafiadas por una
sustancia quimica, pueden recobrarse dentro de un plazo de 100 dias.

Los ensayos a partir de los cuales se desarrollé este método estaban pensados principalmente para sustancias
respecto a las cuales puede preverse la cantidad que llegard al suelo. Este es el caso, por ejemplo, de los
productos fitosanitarios cuyo indice de aplicacidn al campo es conocido. Para los productos agroquimicos, es
suficiente el ensayo de dos dosis con arreglo al indice de aplicacién estimado o previsto. Los productos
agroquimicos pueden someterse a ensayo en forma de principios activos (p.a.) o de productos formulados. Sin
embargo, el ensayo no se limita a los productos agroquimicos. Cambiando tanto las cantidades de la sustancia
de ensayo aplicada al suelo como la manera en que se evallan los datos, el ensayo puede usarse también para
productos quimicos cuando se desconozca la cantidad de estos que llegara al suelo. De este modo, en el caso de
los productos quimicos distintos de los agricolas, se determinan los efectos de una serie de concentraciones en
la transtormacién del nitrégeno. A continuacién, se utilizan los datos de estos ensayos para trazar una curva
dosis-respuesta y calcular los valores EC, , donde x es el porcentaje de efecto definido.
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1.2 DEFINICIONES

Transformacion del nitréogeno: es la degradacién lltima por microorganismos de materia orgdnica que
contenga nitrégeno, mediante un proceso de amonificacién y nitrificacién, hasta llegar al nitrato inorgdnico
respectivo.

EC, (concentracion efectiva): es la concentracion de la sustancia de ensayo en el suelo que da lugar a un
porcentaje x de inhibicidn de la transformacién de nitrégeno en nitrato.

ECs (concentracion efectiva mediana): es la concentracién de la sustancia de ensayo en el suelo que da lugar
a un 50% de inhibicion de la transformacion de nitrégeno en nitrato.

1.3 COMPUESTOS DE REFERENCIA
Ninguno.
1.4 PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Al suelo tamizado se le afiade harina vegetal y, a continuacion, se trata una parte con la sustancia de ensayo y se
deja la otra sin tratar (control). Cuando se ensayen productos agroquimicos, se recomienda un minimo de dos
concentraciones de ensayo, que deben elegirse en relacién con la concentracion mas alta prevista para el campo.
Después de 0,7, 14 y 28 dias de incubacion, se extraen muestras de suelos tratados y de control con un
disolvente apropiado y se determinan las cantidades de nitrato en los extractos. El indice de formacién de
nitratos en las muestras tratadas se compara con el de las de control y se calcula el porcentaje de desviacion de
las muestras tratadas respecto a las de control. Todos los ensayos tendrdn una duracién minima de 28 dias. Si, al
28” dia, la diferencia entre los suelos tratados y los no tratados es igual o superior al 25%, se continuardn las
mediciones hasta un maximo de 100 dias. Cuando se ensayen productos quimicos no agricolas, se afiadird a las
muestras de suelo una serie de concentraciones de la sustancia de ensayo y se medirdn al cabo de 28 dfas de
incubacion la cantidades de nitratos formadas en las muestras tratadas y de control. Los resultados de los
ensayos con concentraciones miultiples se analizardn utilizando un modelo de regresidon y se calculardn los
valores EC, (es decir, ECsy, ECas y/o ECyg). Véanse las definiciones.

1.5 VALIDEZ DEL ENSAYO

Las evaluaciones de los resultados de los ensayos se basan en diferencias relativamente pequefias (es decir, un
valor medio de £25%) entre concentraciones de nitratos en las muestras tratadas y de control, de modo que
grandes variaciones en las muestras de control pueden dar lugar a resultados falsos. Por ello, la variacién entre
muestras de control en paralelo debe ser inferior al £15%.

1.6 DESCRIPCION DEL METODO DE ENSAYO
1.6.1 Equipo

Se utilizardn recipientes de ensayo hechos de material qiimicamente inerte. Estos recipientes deben ser de
capacidad adecuada de acuerdo con el procedimiento utilizado para la incubacion de suelos, es decir,
incubacién en una muestra tGnica o en una serie de muestras separadas (véase el apartado 1.7.1.2). Hay que
procurar reducir al minimo la pérdida de agua y permitir el intercambio de gas durante el ensayo (por ejemplo,
los recipientes pueden cubrirse con liminas de polietileno perforado). Cuando se ensayen sustancias volitiles,
deben usarse recipientes sellables y herméticos cuyo tamaiio sea tal que aproximadamente un cuarto de su
volumen esté ocupado por la muestra de suelo.

Se utilizard equipo de laboratorio estindar, incluyendo:

— mecanismo de agitacion: agitador mecinico o equipo equivalente,
— dispositivo de centrifugado (3000 g) o filtrado (utilizando papel de filtro sin nitratos),

— instrumental de sensibilidad y reproductibilidad adecuadas para el andlisis de nitratos.
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1.6.2 Seleccion y nimero de suelos
Se utilizard un tnico suelo cuyas caracteristicas recomendadas serdn las siguientes:

— contenido de arena: entre el 50% y el 75%,
— pH:5,5-7.5,
— contenido de carbono organico: 0,5 - 1,5%

— debe medirse la masa microbiana (8) (9), cuyo contenido de carbono tiene que ser al menos el 1% del
total de carbono orgénico en el suelo.

En la mayor{a de los casos, un suelo con estas caracteristicas representa la situacién mds desfavorable, ya que la
adsorcidn de la sustancia quimica de ensayo es minima y su disponibilidad para la microflora es mdxima. Por lo
tanto, no son necesarios, por lo general, ensayos de otros suelos. Sin embargo, en algunas circunstancias, por
ejemplo, cuando la sustancia de ensayo esté indicada principalmente para determinados suelos, como los suelos
forestales dcidos, o en el caso de productos quimicos cargados electrostiticamente, puede resultar necesario
utilizar algin otro suelo.

1.6.3 Recogida y almacenamiento de muestras de suelo
1.6.3.1 Recogida

Deberi contarse con informacion detallada sobre la historia del campo de donde se recoja la tierra para el
ensayo. Se necesitan datos, entre otras cosas, de la localizacién exacta, la cubierta vegetal, fechas de tratamiento
con productos fitosanitarios, tratamientos con abonos orgdnicos e inorgidnicos, aplicacion de sustancias
bioldgicas o contaminacion accidental. El lugar elegido para la recogida de suelo tiene que ser tal que permita
un uso a largo plazo. Se consideran adecuados los pastos permanentes, los campos con cosechas anuales de
cereales (excepto el maiz) o los abonos verdes sembrados densamente. El lugar donde se recojan las muestras
no debe haberse tratado con productos fitosanitarios durante un minimo de un afio antes de la recogida de éstas.
Ademas, no debe haberse aplicado ninglin abono orgdnico durante al menos seis meses. El uso de abonos
minerales s6lo es aceptable cuando esté en concordancia con las necesidades del cultivo, en ese caso no deben
tomarse muestras hasta transcurridos, al menos, tres meses desde la aplicacion del abono. Debe evitarse el uso
de suelo tratado con abonos con efectos biocidas conocidos (por ejemplo, cianamida de calcio).

Hay que evitar la toma de muestras durante o inmediatamente después de periodos prolongados (de mas de 30
dias) de sequia o encharcamiento. En el caso de los suelos arados, deben tomarse muestras a una profundidad de
0 a 20 cm. Cuando se trate de pastizales u otros suelos que no se aren durante periodos mas largos (al menos un
ciclo de cultivo), la profundidad médxima del muestreo puede ser ligeramente superior a 20 cm (por ejemplo, 25
cm).

La muestras de suelo deben transportarse en recipientes y en condiciones de temperatura que garanticen que las
propiedades iniciales del suelo no se alteren significativamente.

1.6.3.2 Almacenamiento

Es preterible el uso de muestras de suelo recién recogidas. Si no se puede evitar el almacenamiento en el
laboratorio, las muestras de suelo pueden guardarse en la oscuridad a 44£2°C durante un maximo de tres meses.
Durante el almacenamiento, debe asegurarse el mantenimiento de condiciones aerobias. Si se recogen muestras
de suelo de zonas que estén congeladas durante, al menos, tres meses al aiio, puede considerarse la posibilidad
de almacenarlas durante seis meses a entre - 18 “C y - 22%C. Se medird la biomasa microbiana de las muestras
almacenadas antes de cada experimento. La cantidad de carbono en la biomasa debe ser como minimo el 1% del
total de carbono orgdanico de la muestra de suelo (véase el apartado 1.6.2)
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1.6.4 Manejo y preparacion del suelo para el ensayo
1.6.4.1 Preincubacion

Cuando las muestras de suelo hayan estado almacenadas (véase el apartado 1.6.3.2), se recomienda preincubar
durante un periodo de entre 2 y 28 dfas. La temperatura y la humedad del suelo durante la preincubacién deben
ser semejantes a las que se den durante el ensayo (véanse los apartados 1.6.4.2 y 1.7.1.3).

1.6.4.2 Caracteristicas fisicoquimicas

Se separarin manualmente los objetos grandes (por ejemplo, piedras, trozos de plantas, etc.) de la muestra de
suelo y, a continuacién, se tamizard la muestra por via hiimeda sin secar en exceso para obtener un tamafio de
las particulas no superior a 2 mm, Debera ajustarse el contenido de humedad de la muestra con agua destilada o
desionizada para llegar a un valor entre el 40% y el 60% de la capacidad médxima de retencién de agua.

1.64.3 Adicion de sustrato organico

La muestra de suelo debe mezclarse con un sustrato orginico adecuado, por ejemplo, harina de alfalfa-hierba-
forraje verde (principal componente: Medicago sativa) con una proporcién C/N entre 1271 y 16/1. La
proporcién alfalfa-muestra de suelo recomendada es 5 g de alfalfa por kilo de muestra (peso en seco).

1.6.5 Preparacion de la sustancia de ensayo para la aplicacion al suelo

La sustancia de ensayo se aplica normalmente utilizando un vehiculo. El vehiculo puede ser agua (para las
sustancias solubles en el agua) o un sélido inerte como arena fina de cuarzo (tamario de las particulas: 0,1 - 0,5
mm). Deben evitarse los vehiculos liquidos distintos del agua (por ejemplo, disolventes orgdnicos como la
acetona o el cloroformo) porque pueden dafiar la microflora. Si se usa arena como vehiculo, puede recubrirse
con la sustancia de ensayo disuelta o suspendida en un disolvente apropiado. En tal caso, debe eliminarse el
disolvente por evaporacion antes de mezclarse con la muestra de suelo. Para una distribucion 6ptima de la
sustancia de ensayo en el suelo, se recomienda una proporcidén de 10 g de arena por kilo de suelo (peso en seco).
Las muestras de control se tratardn sélo con una cantidad equivalente de agua y/o arena de cuarzo.

Cuando se ensayen sustancias quimicas volatiles, deben evitarse pérdidas durante el tratamiento en la medida de
lo posible 'y habrd que procurar conseguir una distribucion homogénea en la muestra de suelo (por ejemplo,
deberd inyectarse la sustancia de ensayo en la muestra en varios sitios).

1.6.6 Concentraciones de ensayo

Cuando se ensayen productos agroquimicos, deberan utilizarse al menos dos concentraciones. La concentracion
mds baja debe corresponder, al menos, a la cantidad médxima que se prevé que llegue al suelo en la prictica
mientras la concentracion mds alta tiene que ser un miltiplo de la concentracion mas baja. Las concentraciones
de la sustancia de ensayo afadida al suelo se calcula suponiendo una incorporacién uniforme a una profundidad
de 5 cm y una densidad aparente del suelo de 1,5. Para los productos agroquimicos que se aplican directamente
al suelo o para las sustancias quimicas para las cuales puede calcularse la cantidad que llega al suelo, las
concentraciones de ensayo recomendadas son la médxima concentracién ambiental prevista (Predicted
Environmental Concentration (PEC). Las sustancias destinadas a ser aplicadas a los suelos varias veces a lo
largo de un ciclo tiene que ensayarse a concentraciones resultantes de multiplicar la PEC por el nimero mdximo
de aplicaciones previsto. Sin embargo, la concentracién superior ensayada no debe superar diez veces el indice
mdximo para una aplicacion. Si se ensayan productos quimicos no agricolas, se empleard una serie geométrica
de, al menos, cinco concentraciones. Las concentraciones ensayadas ha de cubrir el intervalo necesario para
determinar los valores EC, .
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1.7 REALIZACION DEL ENSAYO
1.7.1 Condiciones de exposicion
1.7.1.1  Tratamiento y control

Cuando se ensayen productos agroquimicos, la muestra de suelo se dividird en tres partes de igual peso. Dos
partes se mezclardn con el vehiculo que contenga el producto y la otra, con el vehiculo sin el producto (control).
Se recomienda un minimo de tres copias para ambos tipos de muestras, las tratadas y las no tratadas. Cuando se
ensayen productos quimicos no agricolas, la muestra de suelo se dividird en seis partes de igual peso. Cinco de
las muestras se mezclardn con el vehiculo que contenga la sustancia de ensayo y la sexta, con el vehiculo sin la
sustancia. Se recomienda preparar tres copias tanto para las muestras tratadas como las de control. Debe
procurarse una distribucién homogénea de la sustancia de ensayo en las muestras tratadas. Durante la mezcla, se
evitard la compactacion de la muestra o la formacion de grumos.

1.7.1.2 Incubacion de las muestras de suelo

La incubacion de las muestras de suelo puede hacerse de dos maneras: como dos muestras Unicas, una de suelo
tratado y otra de suelo no tratado, o como una serie de submuestras separadas de igual tamafio de suelo tratado,
por una parte, y de suelo no tratado, por otra. Sin embargo, cuando se ensayen sustancias volitiles, el ensayo
solo debe hacerse con una serie de submuestras separadas. Cuando las muestras de suelo se incuben en una
muestra Unica, se prepararin grandes cantidades de suelo tratado y no tratado, y se tomardn las submuestras que
deban analizarse segin se necesite a lo largo del ensayo . La cantidad preparada inicialmente para las muestras
tratadas y para las de control dependerd del tamafio de las submuestras, el nimero de ejemplares utilizados para
el anilisis y el nimero mdximo previsto de periodos de muestreo. Las muestras de suelo incubadas como
muestra Gnica deben mezclarse bien antes de preparar submuestras. Cuando la incubacion se haga en una serie
de muestras separadas, las dos muestras tnicas, una de suelo tratado y otra de suelo no tratado, se dividirin en
el nimero de submuestras requerido, y éstas se utilizardn segiin se necesite. En los experimentos en los que
puedan preverse mis de dos tiempos de muestreo, habrin de prepararse las submuestras suficientes, teniendo en
cuenta los ejemplares y los tiempos de muestreo. Deberdn incubarse, al menos, tres copias de las muestras de
ensayo en condiciones aerobias (véase el apartado 1.7.1.1). Durante todos los ensayos, se utilizardn recipientes
adecuados con suficiente espacio libre para evitar la aparicion de condiciones anaerobias. Sin embargo, cuando
se ensayen sustancias voldtiles, el ensayo s6lo debe hacerse con una serie de submuestras separadas.

1.7.1.3 Condiciones y duracion del ensayo

El ensayo se hard en la oscuridad a una temperatura de 20£2°C. La humedad de las muestras se mantendra
durante el ensayo entre el 40% y el 60% de la capacidad médxima de retencién de agua del suelo (véase el
apartado 1.6.4.2) con una variaciéon maxima del +5%. Podrd afiadirse agua destilada y desionizada segiin se
necesite.

La duraciéon minima del ensayo es de 28 dias. Cuando se ensayen productos agroquimicos, se compararan los
indices de formacién de nitrato en las muestras tratadas y de control. Si estos indices difieren en mis del 25% al
28” dia, se continuard el ensayo hasta que se obtenga una diferencia igual o menor al 25% o bien durante un
médximo de 100 dias. En el caso de los productos quimicos no agricolas, se pondra fin al ensayo a los 28 dias Al
28” dia, se determinardn las cantidades de nitratos en las muestras tratadas y de control y se calcularan los
valores EC, .

1.7.2 Toma de muestras y analisis de suelos
1.7.2.1 Calendario de toma de muestras

Cuando se ensayen productos agroquimicos, se hara el andlisis de nitratos en las muestras de suelo los dias 0, 7,
14 y 28. Cuando se necesite un ensayo prolongado, se hardn nuevas mediciones a intervalos de 14 de dias a
partir del 28" dfa.

Cuando se ensayen productos quimicos no agricolas, se utilizarin como minimo cinco concentraciones de
ensayo y se hard el andlisis de nitratos en las muestras de suelo al principio (dia ) y al final del periodo de
exposicion (28 dias). Si se considera necesario, puede afadirse una medicion intermedia, por ejemplo, al
séptimo dia. Los datos obtenidos al 28° dia se utilizardn para hallar el valor EC, de la sustancia quimica. Si se
desea, pueden utilizarse los datos de las muestras de control obtenidos el dia O para indicar la cantidad inicial de
nitratos en el suelo.
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1.72.2 Andlisis de las muestras de suelo

La cantidad de nitratos formada en cada ejemplar de muestra tratado y de control se determinara en cada tiempo
de muestreo. Los nitratos se extraeran de la muestra de suelo agitindola con un disolvente de extraccidon
adecuado, por ejemplo, una solucién 0,1 M de cloruro de potasio. Se recomienda una proporciéon de 5 ml de
KClI por gramo equivalente de suelo en peso seco. Para optimizar la extraccion, los recipientes que contengan la
muestra de suelo y la solucién de extraccién no deberin llenarse mds de la mitad. Las mezclas se agitardn a 150
rpm durante 60) minutos. A continuacién, se centrifugardn o filtrardan y se analizara la fase liquida para hallar los
nitratos. Los extractos liquidos sin particulas pueden almacenarse antes del andlisis a menos 20£5 °C hasta

seis meses.
2 RESULTADOS
2.1 TRATAMIENTO DE RESULTADOS

Si se hacen ensayos con productos agroquimicos, deberdn registrarse las cantidades de nitratos formadas en
cada copia de muestra de suelo y darse en forma de tabla los valores medios de todos los ejemplares. Se
evaluardn los indices de transformacion del nitrégeno mediante métodos estadisticos apropiados y generalmente
aceptables (por ejemplo, test-F, nivel de significacidon del 5%). Las cantidades de nitrato formadas se expresaran
en mg de nitrato/kg de muestra (peso seco)/dia. La tasa de formacién de nitrato en cada tratamiento se
comparard con el de la muestra de control y se calculard el porcentaje de desviacidn respecto a ésta.

Cuando se ensayen productos quimicos no agricolas, se determinard la cantidad de nitratos formada en cada
copia y se trazard una curva dosis-respuesta para el cdlculo de los valores ECy . Las cantidades de nitratos (es
decir, mg de nitratos/kg de muestra en peso seco) halladas en las muestras tratadas a los 28 dias se compararan
con las halladas en las muestras de control. A partir de estos datos, se calculard los valores porcentuales de
inhibicion para cada concentracion de ensayo. Estos porcentajes se representardn en un grafico en funcién de la
concentracién y, a continuacidn, se utilizarin procedimientos estadisticos para calcular los valores EC, . Los
limites de confianza (p = 0,95) para el valor EC, calculado se hallardn también utilizando procedimientos
estdndar (10)(11)(12).

Las sustancias de ensayo que contengan grandes cantidades de nitrégeno pueden contribuir a las cantidades de
nitratos formados durante el ensayo. Si estas sustancias se ensayan a concentraciones altas (por ejemplo,
sustancias quimicas que esté previsto utilizar en aplicaciones repetidas), deben incluirse en el ensayo muestras
de control apropiadas (es decir, muestra de suelo mis sustancia de ensayo, pero sin harina vegetal). Los datos de
estas muestras de control deben tenerse en cuenta en los célculos de la EC, .

22 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Cuando se evalien los resultados de los ensayos con productos agroquimicos y la diferencia en los indices de
formacion de nitratos entre el tratamiento mas bajo (es decir, la concentracion maxima prevista) y la muestra de
control no supere el 25% en cualquier tiempo de muestreo a partir del 28¢ dfa, el producto podrd considerarse
que no tiene influencia a largo plazo en la transtormacién de nitrégeno en el suelo. Cuando se evalden los
resultados de ensayos con sustancias quimicas no agricolas, se utilizardn los valores ECsg, ECas y/o EC)o
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3 INFORME
El informe del ensayo debe incluir los datos siguientes:
[dentificacion completa del suelo utilizado, incluyendo:

— referencia geogrdfica del lugar (latitud y longitud),

— informacién sobre la historia del lugar (es decir, cubierta vegetal, tratamientos con productos
fitosanitarios, tratamientos con abonos, contaminacién accidental, etc.),

— tipo de uso (por ejemplo, suelo agricola, bosque, etc.)

— profundidad de muestreo (cm)

— contenido de arena/limo/arcilla (% peso seco)

— pH (en agua),

— contenido de carbono orginico (% peso seco),

— contenido de nitrégeno (% peso seco),

— concentracién inicial de nitratos (mg nitratos/kg peso seco),

— capacidad de intercambio de cationes (mmol/kg),

— biomasa microbiana en porcentaje del carbono orgdnico total,

— referencia de los métodos utilizados para la determinacidn de cada pardmetro,
— toda la informacion sobre la recogida y almacenamiento de las muestras de suelo,

— datos de la preincubacién del suelo, si procede.
Sustancia de ensayo:

— naturaleza fisica y, en su caso, propiedades fisicoquimicas,

— identificacién quimica, en su caso, incluyendo férmula estructural, pureza (es decir, en el caso de los
productos fitosanitarios, el porcentaje de principio activo) y contenido de nitrégeno.

Sustrato:

— origen del sustrato,
— composicion (es decir, harina de alfalfa, harina de alfalfa-hierba-forraje verde),
— contenido de carbono y nitrégeno (% peso seco),

— tamanfo del tamiz (mm).
Condiciones de ensayo:

— informacién sobre la adicién al suelo del sustrato orgdnico,

— nimero de concentraciones de la sustancia de ensayo utilizada y, en su caso, justificacion de las
concentraciones seleccionadas,

— datos de la aplicacién de la sustancia de ensayo al suelo,
— temperatura de incubacion,
— contenido de humedad al principio y durante el ensayo,

— método de incubacién del suelo utilizado (es decir, en una muestra Unica o en una serie de
submuestras separadas),

— nidmero de ejemplares,
— tiempos de muestreo,

— método utilizado para la extraccién de nitratos del suelo.
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Resultados:

— procedimiento analitico y equipo empleado para analizar los nitratos,

— tabla de resultados incluyendo los distintos valores de las mediciones de nitratos y los valores
medios,

— variacidn entre los ejemplares de las muestras tratadas y la muestras de control,
— explicacién de la correcciones efectuadas en los cdlculos, si procede,

— variacion porcentual de los indices de formacion de nitratos en cada tiempo de muestreo o, si
procede, el valor ECs5y con un limite de confianza del 95%, otros valores EC, (es decir, ECss 0 ECjg)
con intervalos de confianza, y una grifica de la curva dosis-respuesta,

— tratamiento estadistico de los resultados,

cualquier informacion u observacidon complementaria importante para interpretar los resultados.
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C.22. MICROORGANISMOS DEL SUELO: ENSAYO DE TRANSFORMACION DEL CARBONO

1. METODO

El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 217 (2000).

1.1 INTRODUCCION

En el presente método de ensayo se describe un método de laboratorio disefiado para investigar los efectos
potenciales a largo plazo de una exposicion tnica a productos fitosanitarios y posiblemente otras sustancias
quimicas sobre la actividad de transformacion del carbono por los microorganismos del suelo. El ensayo se basa
principalmente en las recomendaciones de la Organizacion Europea y Mediterrdnea para la Proteccion de las
Plantas (1). Sin embargo, se han tenido en cuenta otras directrices, como las del Biologische Bundesanstalt (2)
de Alemania, la Environmental Protection Agency de Estados Unidos (3) y la SETAC (4). En un seminario de
la OCDE sobre seleccién de suelos y sedimentos celebrado en Belgirate (Italia) en 1995 (5) se alcanzd un
acuerdo sobre el nimero y tipos de suelos que deben utilizarse en estos ensayos. Las recomendaciones sobre
recogida, manipulacién y conservacion de muestras de suelo se basan en un documento orientativo de la ISO (6)
y en las recomendaciones del seminario de Belgirate.

En la valoracién y evaluacion de las caracteristicas de las sustancias de ensayo, puede resultar necesaria la
determinacion de los efectos de la actividad microbiana en el suelo, p. ej., cuando se requieran datos sobre los
posibles efectos secundarios de los productos fitosanitarios en la microflora del suelo o cuando sea previsible la
exposicién de los microorganismos del suelo a productos quimicos distintos de los fitosanitarios. El ensayo de
transformacion del carbono se lleva a cabo para determinar los efectos de estos productos quimicos en la
microflora del suelo. Si se ensayan productos agroquimicos (por ejemplo, productos fitosanitarios, abonos y
productos quimicos para la silvicultura), se llevardn a cabo tanto ensayos de transformacion del carbono como
del nitrégeno. Si se trata de productos no agroquimicos, es suficiente el ensayo de transformacién del nitrégeno.
Sin embargo, si los valores ECsy del ensayo de transformacion del nitrégeno de estos productos quimicos se
sittian dentro del intervalo encontrado para los inhibidores de la nitrificacion disponibles en el comercio (p. ej.,
la nitrapirina), puede hacerse un ensayo de transformacién del carbono para obtener mds informacidn.

Los suelos estin formados por componentes vivos y no vivos que se dan en mezclas complejas y heterogéneas.
Los microorganismos desempeifian un papel importante en la descomposicion y transtormacion de la materia
orginica en los suelos tértiles. Existen muchas especies que contribuyen de diversas maneras a la fertilidad del
suelo. Cualquier interferencia a largo plazo en estos procesos bioquimicos podria perturbar el ciclo de los
nutrientes y alterar la fertilidad del suelo. La transformacion del carbono y del nitrégeno se da en todos los
suelos fértiles. Aunque las comunidades microbianas responsables de estos procesos difieren de unos suelos a
otros, las rutas de transformacién son esencialmente las mismas,

Este método de ensayo estd pensado para detectar los efectos negativos a largo plazo de una sustancia en el
proceso de transformacion del carbono en los suelos aerobios de superficie. El ensayo es sensible a alteraciones
de la envergadura y la actividad de las comunidades microbianas responsables de la transformacién del carbono,
al someterlas a estrés quimico y privacion de carbono. Se utiliza un suelo arenoso con bajo contenido de materia
orginica. Se trata este suelo con la sustancia de ensayo y se incuba en condiciones que permitan un rdpido
metabolismo microbiano. En estas condiciones, las fuentes de carbono de ficil obtencion se agotan rdpidamente
en el suelo. Este hecho ocasiona una privacion de carbono que causa la muerte de las células microbianas e
induce el letargo y/o la esporulacion, Si el ensayo se prolonga durante mas de 28 dias, puede medirse la suma de
estas reacciones en controles (de suelo no tratado) como pérdida progresiva de biomasa microbiana
metabdlicamente activa (7). Si la biomasa del suelo sometido a estrés de carbono, en las condiciones del ensayo,
se ve afectada por la presencia de un producto quimico, puede que no regrese al mismo nivel que el control. Por
ello, las perturbaciones causadas por la sustancia de ensayo en cualquier momento de la realizacién de éste
persistirdn frecuentemente hasta su finalizacion.
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Los ensayos a partir de los cuales se desarrollé este método estaban pensados principalmente para sustancias
respecto a las cuales puede preverse la cantidad que llegard al suelo. Este es el caso, por ejemplo, de los
productos fitosanitarios, cuyo indice de aplicacion en el campo es conocido. Para los productos agroquimicos,
es suficiente el ensayo de dos dosis con arreglo al indice de aplicacién estimado o previsto. Los productos
agroquimicos pueden someterse a ensayo en forma de principios activos (p.a.) o de productos formulados. Sin
embargo, el ensayo no se limita a los productos quimicos con concentraciones en el medio ambiente previsibles.
Cambiando tanto las cantidades de la sustancia de ensayo aplicada al suelo como la manera en que se evaliian
los datos, el ensayo puede usarse también para productos quimicos de los cuales se desconozca la cantidad que
llegard al suelo. De este modo, en el caso de los productos no agroquimicos, se determinan los efectos de una
serie de concentraciones en la transformacion del carbono. A continuacion, se utilizan los datos de estos
ensayos para trazar una curva dosis-respuesta y calcular los valores ECy , donde x es el porcentaje de efecto
definido.

1.2 DEFINICIONES

Transformacion del carbono: es la degradacién por microorganismos de la materia orgdnica hasta formar
dioxido de carbono como producto final.

EC, (concentracion efectiva): es la concentracién de la sustancia de ensayo en el suelo que da lugar a un
porcentaje X de inhibicidn de la transtformacién del carbono en diéxido de carbono.

ECso (concentracion efectiva mediana): es la concentracion de la sustancia de ensayo en el suelo que da lugar
a un 50% de inhibicién de la transformacidn del carbono en diéxido de carbono.

1.3 SUSTANCIAS DE REFERENCIA
Ninguna.
1.4 PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se trata parte del suelo tamizado con la sustancia de ensayo y se deja otra sin tratar (control). Cuando se
ensayen productos agroquimicos, se recomienda un minimo de dos concentraciones de ensayo, que deberdn
elegirse en relacién con la concentracion mas alta prevista sobre el terreno. Después de 0, 7, 14 y 28 dias de
incubacién, se mezclardn muestras de suelos tratados y de control con glucosa y se medirdn las tasas de
respiracion inducidas por la glucosa durante 12 horas consecutivas. Las tasas de respiracion se expresan como
diéxido de carbono liberado (mg didxido de carbono/kg suelo seco/h) u oxigeno consumido (mg oxigeno/kg
suelo/h). Se comparard la tasa de respiracion en las muestras de suelo tratado con la de control y se calculara el
porcentaje de desviacion respecto a ésta. Todos los ensayos tendrdn una duracion minima de 28 dfas. Si, al 28°
dia, la diferencia entre los suelos tratados y los no tratados es igual o superior al 25%, se continuardn las
mediciones a intervalos de 14 dias hasta un mdximo de 100 dias. Cuando se ensayen productos no
agroquimicos, se afladird a las muestras de suelo una serie de concentraciones de la sustancia de ensayo y se
medirdn al cabo de 28 dias las tasas de respiracion inducidas por glucosa (es decir, la media de las cantidades de
diéxido de carbono formado u oxigeno consumido). Se analizardn los resultados de los ensayos con una serie de
concentraciones utilizando un modelo de regresidén y se calculardn los valores ECy (es decir, ECsg, ECas y/o
EC)p). Véunse las definiciones.

1.5 VALIDEZ DEL ENSAYO

Las evaluaciones de los resultados de los ensayos con productos agroquimicos se basan en diferencias
relativamente pequeiias (de un valor medio de £25%) entre el dioxido de carbono liberado o el oxigeno
consumido en (o por) las muestras de suelo tratado y de control, por lo que grandes variaciones en las muestras
de control pueden dar lugar a resultados falsos. Por este motivo, la variacion entre muestras de control en
paralelo deberd ser inferior al £15%.
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1.6 DESCRIPCION DEL METODO DE ENSAYO
1.6.1 Equipo

Se utilizardn recipientes de ensayo hechos de material quimicamente inerte. Estos recipientes deberdn ser de
capacidad adecuada de acuerdo con el procedimiento utilizado para la incubacién de suelos, es decir,
incubacion en una muestra (nica o en una serie de muestras separadas (véase el apartado 1.7.1.2). Hay que
procurar reducir al minimo la pérdida de agua y permitir el intercambio de gas durante el ensayo (p. ej., pueden
cubrirse los recipientes con liminas de polietileno perforado). Cuando se ensayen sustancias volatiles, deberdn
usarse recipientes sellables y herméticos cuyo tamafio sea tal que aproximadamente un cuarto de su volumen
esté ocupado por la muestra de suelo.

Para la determinacién de la respiracién inducida por glucosa, se precisarin sistemas e instrumentos de
incubacion que permitan medir la produccién de didxido de carbono o el consumo de oxigeno. Se encontrardn
ejemplos de este tipo de sistemas e instrumentos en la bibliografia (8) (9) (10) (11).

1.6.2 Seleccion y niimero de suelos
Se utilizard un dnico suelo cuyas caracteristicas recomendadas serdn las siguientes:
— contenido de arena: no inferior al 50% ni superior al 75%,
— pH:5,5-7,5,
— contenido de carbono orgdnico: 0,5 - 1,5%

— deberd medirse la masa microbiana (12)(13), cuyo contenido de carbono deberd ser al menos el 1%
del total de carbono orginico en el suelo.

En la mayoria de los casos, un suelo de estas caracteristicas representa la situacién mis desfavorable, ya que la
adsorcion de la sustancia quimica de ensayo es minima y su disponibilidad para la microflora es mdxima. Por lo
tanto, no son necesarios, por lo general, ensayos de otros suelos. Sin embargo, en algunas circunstancias, p. €j.
cuando la sustancia de ensayo esté indicada principalmente para determinados suelos, como los suelos
forestales dcidos, o en el caso de productos quimicos cargados electrostiticamente, puede resultar necesario
utilizar un suelo adicional.

1.6.3 Recogida y conservacion de muestras de suelo
1.6.3.1 Recogida

Deberd contarse con informacién detallada sobre la historia del lugar donde se haya recogido el suelo de
ensayo. En particular, localizacién precisa, cubierta vegetal, fechas de tratamiento con productos fitosanitarios,
con abonos orgdnicos e inorgdnicos, adicion de materiales biolégicos o contaminacion accidental. El lugar
elegido para la recogida de suelo tiene que ser tal que permita un uso a largo plazo. Se consideran adecuados los
pastos permanentes, los campos con cosechas anuales de cereales (excepto el maiz) o los abonos verdes
sembrados densamente. El lugar donde se recojan las muestras no deberd haber sido tratado con productos
fitosanitarios durante un minimo de un afio antes de la recogida de éstas. Ademads, no deberd haberse aplicado
ningtin abono orgidnico durante al menos seis meses. El uso de abonos minerales sélo serd aceptable cuando
responda a las necesidades del cultivo, y en ese caso no deberdn tomarse muestras hasta transcurridos, al menos,
tres meses desde la aplicacion del abono. Deberd evitarse el uso de suelo tratado con abonos de efectos biocidas
conocidos (p. ej., cianamida de calcio).

Deberd evitarse la toma de muestras durante o inmediatamente después de periodos prolongados (de mds de 30
dias) de sequia o encharcamiento. En el caso de los suelos arados, deberdn tomarse muestras a una profundidad
de 0 a 20 cm. Cuando se trate de pastizales u otros suelos que no se aren durante perfodos mds largos (al menos
un ciclo de cultivo), la profundidad médxima del muestreo podra ser ligeramente superior a 20 cm (p. €j., 25 cm).
La muestras de suelo se transportardn en recipientes y en condiciones de temperatura que garanticen que las
propiedades iniciales del suelo no se alteren significativamente.
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1.6.3.2 Conservacion

Es preferible el uso de muestras de suelo recién recogidas. Si no se puede evitar el almacenamiento en el
laboratorio, las muestras de suelo podrin guardarse en la oscuridad a 4 + 2°C durante un maximo de tres meses.
Durante el almacenamiento, deberd asegurarse el mantenimiento de unas condiciones aerobias. Si se recogen
muestras de suelo de zonas que estén heladas durante, al menos, tres meses al afio, podrd considerarse la
posibilidad de almacenarlas durante seis meses a -18 “C. Se medird la biomasa microbiana de las muestras
almacenadas antes de cada experimento. La cantidad de carbono en la biomasa deberd ser como minimo el 1%
del total de carbono orgdnico de la muestra de suelo (véase el apartado 1.6.2).

1.6.4 Manipulacién y preparacion del suelo para el ensayo
1.6.4.1 Preincubacion

Cuando las muestras de suelo hayan estado almacenadas (véanse apartados 1.6.4.2 y 1.7.1.3), se recomienda
preincubar durante un perfodo de entre 2 y 28 dias. La temperatura y el contenido de humedad del suelo durante
la preincubacion deberdn ser semejantes a las que se den durante el ensayo (véanse apartados 1.6.4.2 y 1.7.1.3).

1.6.4.2 Caracteristicas fisicoquimicas

Se separardn manualmente los objetos grandes (p. ej., piedras, trozos de plantas, etc.) de la muestra de suelo y, a
continuacioén, se tamizard la muestra por via himeda sin secar en exceso para obtener un tamafio de las
particulas no superior a 2 mm. Debera ajustarse el contenido de humedad de la muestra con agua destilada o
desionizada para llegar a un valor entre el 40% y el 60% de la capacidad de retencion de agua médxima.

1.6.5 Preparacion de la sustancia de ensayo para la aplicacion al suelo

La sustancia de ensayo se aplica normalmente utilizando un vehiculo. El vehiculo podrd ser agua (para las
sustancias solubles en el agua) o un sélido inerte como arena fina de cuarzo (tamafio de las particulas: 0,1 -0,5
mm). Se evitardn los vehiculos liquidos distintos del agua (p. ej., disolventes orgdnicos como la acetona o el
cloroformo), porque pueden dafiar la microflora. Si se usa arena como vehiculo, podrd recubrirse con la
sustancia de ensayo disuelta o suspendida en un disolvente apropiado. En tal caso, deberd eliminarse el
disolvente por evaporacién antes de mezclarse con la muestra de suelo. Para una distribucién 6ptima de la
sustancia de ensayo en el suelo, se recomienda una proporcion de 10 g de arena por kilo de suelo (peso en seco).
Las muestras de control se tratardn sélo con la cantidad equivalente de agua y/o arena de cuarzo.

Cuando se ensayen sustancias quimicas voldtiles, deberdin evitarse las pérdidas durante el tratamiento y se
procurard conseguir una distribucién homogénea en la muestra de suelo (p. ej., deberd inyectarse la sustancia de
ensayo en la muestra en varios sitios).

1.6.6 Concentraciones de ensayo

Si se someten a ensayo productos fitosanitarios u otros productos quimicos cuyas concentraciones en el medio
ambiente sean predecibles, deberdn utilizarse al menos dos concentraciones. La concentracién mds baja
corresponderd, al menos, a la cantidad mdxima que se prevé que llegue al suelo en la prictica, y la
concentracion mds alta serd un miltiplo de la concentraciéon mds baja. Las concentraciones de la sustancia de
ensayo afadida al suelo se calculardn suponiendo una incorporacién uniforme hasta una profundidad de S cmy
una densidad aparente del suelo de 1,5. Para los productos agroquimicos que se aplican directamente al suelo o
para las sustancias quimicas para las cuales puede predecirse la cantidad que llega al suelo, las concentraciones
de ensayo recomendadas son la concentracion ambiental prevista (PEC) y cinco veces esa concentracion. Las
sustancias destinadas a ser aplicadas a los suelos varias veces en la misma temporada se ensayardn a las
concentraciones resultantes de multiplicar la PEC por el nlimero méximo de aplicaciones previsto. Sin embargo,
la concentracion mdxima ensayada no deberd superar diez veces el indice mdximo para una aplicacion.

Si se ensayan productos no agroquimicos, se empleard una serie geométrica de, al menos, cinco
concentraciones. Las concentraciones ensayadas deberdn cubrir el intervalo necesario para determinar los
valores ECy .



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/279

1.7 REALIZACION DEL ENSAYO
1.7.1 Condiciones de exposicion
1.7.1.1 Tratamiento y control

Cuando se ensayen productos agroquimicos, la muestra de suelo se dividird en tres partes de igual peso. Dos
partes se mezclardn con el vehiculo que contenga el producto, y la otra, con el vehiculo sin el producto
(control). Se recomienda un minimo de tres ejemplares para ambos tipos de muestras, las tratadas y las no
tratadas. Cuando se ensayen productos no agroquimicos, la muestra de suelo se dividird en seis partes de igual
peso. Cinco de las muestras se mezclardn con el vehiculo que contenga la sustancia de ensayo, y la sexta, con el
vehiculo sin la sustancia. Se recomienda preparar tres ejemplares tanto para las muestras tratadas como las de
control. Deberd procurarse una distribucién homogénea de la sustancia de ensayo en las muestras tratadas.
Durante la mezcla, se evitard la compactacion de la muestra o la formacion de grumos.

1.7.1.2 Incubacion de las muestras de suelo

La incubacion de las muestras de suelo puede hacerse de dos maneras: como dos muestras tnicas, una de suelo
tratado y otra de suelo no tratado, o como una serie de submuestras de igual tamafio de suelo tratado, por una
parte, y de suelo no tratado, por otra. Sin embargo, cuando se ensayen sustancias volitiles, sélo deberd hacerse
el ensayo con una serie de submuestras separadas. Cuando las muestras de suelo se incuben en una muestra
lUnica, se prepararan grandes cantidades de suelo tratado y no tratado, y se tomarin las submuestras que deban
analizarse segin se necesite a lo largo del ensayo . La cantidad preparada inicialmente para las muestras tratadas
y para las de control dependerd del tamafio de las submuestras, el nimero de ejemplares utilizados para el
andlisis y el nimero médximo previsto de periodos de muestreo. Deberdn mezclarse bien las muestras de suelo
incubadas como muestra tnica antes de preparar las submuestras. Cuando la incubacion se haga en una serie
muestras separadas, se dividirdn las dos muestras, de suelo tratado y de suelo no tratado, en el nimero de
submuestras requerido, y éstas se utilizardn segiin se necesite. En los experimentos en los que puedan preverse
mds de dos tiempos de muestreo, habrin de prepararse las submuestras suficientes, teniendo en cuenta los
ejemplares y los tiempos de muestreo. Deberdn incubarse, al menos, tres ejemplares de las muestras de ensayo
en condiciones aerobias (véase el apartado 1.7.1.1). Durante todos los ensayos, se utilizarin recipientes
adecuados con suficiente espacio libre para evitar la aparicion de condiciones anaerobias. Sin embargo, cuando
se ensayen sustancias voldtiles, sdlo deberd realizarse el ensayo con una serie de submuestras separadas.

1.7.1.3 Condiciones y duracion del ensayo

El ensayo se hard en la oscuridad a una temperatura ambiente de 20+2°C. El contenido de humedad de las
muestras se mantendrd durante el ensayo entre el 40% y el 60% de la capacidad de retencion de agua maxima
del suelo (véase el apartado 1.6.4.2) con una variaciéon méxima del £5%. Podrd afadirse agua destilada y
desionizada seglin se necesite.

La duracién minima del ensayo serd de 28 dias. Si se estdn ensayando productos agroquimicos, se compararian
las cantidades de dioxido de carbono liberado u oxigeno consumido en las muestras tratada y de control. Si
difieren en mds del 25% al 28 dia, se continuari el ensayo hasta que se obtenga una diferencia igual o menor al
25% o bien durante un maximo de 100 dias. En el caso de los productos no agroquimicos, se pondra fina al
ensayo a los 28 dias. Al 28% dia, se determinardn las cantidades de didéxido de carbono liberado u oxigeno
consumido en las muestras tratada y de control y se calcularan los valores EC, .

1.7.2 Toma de muestras y analisis de suelos
1.7.2.1 Calendario de toma de muestras

Cuando se ensayen productos agroquimicos, se hard el andlisis de tasas de respiracién inducida por glucosa en
las muestras de suelo los dias 0, 7, 14 y 28. Cuando se necesite un ensayo prolongado, se efectuardn nuevas
mediciones a intervalos de 14 dias a partir del 28¢ dia.

Cuando se ensayen productos no agroquimicos, se utilizarin como minimo cinco concentraciones de ensayo y
se hard el andlisis de la respiracién inducida por glucosa en las muestras de suelo al principio (dia 0) y al final
del periodo de exposicion (28 dias). Si se considera necesario, podrd afiadirse una medicion intermedia, p. ej., al
séptimo dfa. Se utilizardn los datos obtenidos al 282 dia para hallar el valor EC, de la sustancia quimica. Si se
desea, podrin utilizarse los datos de las muestras de control obtenidos el dia 0 para estimar las cantidades
iniciales de biomasa microbiana metabdlicamente activa en el suelo (12).
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1.72.2 Medida de las tasas de respiracion inducida por glucosa

Se determinard la tasa de respiracion inducida por glucosa en cada ejemplar de muestra tratada y de control en
cada momento de muestreo. Se mezclardn las muestras de suelo con una cantidad de glucosa suficiente para
suscitar una respuesta respiratoria mixima inmediata. Dicha cantidad de glucosa necesaria para suscitar una
respuesta respiratoria maxima en un suelo dado puede determinarse en un ensayo preliminar utilizando una
serie de concentraciones de glucosa (14). Sin embargo, en el caso de suelos arenosos con 0,5-1,5% de carbono
orgénico, suelen resultar suficientes de 2000 mg a 4000 mg de glucosa por kg de suelo (peso en seco). Es
posible obtener un polvo mezclando la glucosa con arena de cuarzo limpia (10 g de arena/kg de suelo, peso en
seco) y mezclarlo con el suelo de manera homogénea.

Se incubarin las muestras de suelo enmendadas con glucosa en un aparato adecuado para medir las tasas de
respiracion continuamente, cada hora o cada dos horas (véase apartado 1.6.1) a 20 £ 2 °C. Se medira el dioxido
de carbono liberado o el oxigeno consumido durante 12 horas consecutivas, inicidndose las medidas lo antes
posible, es decir, de 1 a 2 horas después de afiadido el suplemento de glucosa. Se medirdn las cantidades totales
de diéxido de carbono liberado u oxigeno consumido durante las 12 horas y se determinardn las tasas de
respiracion promedio.

2 RESULTADOS

2.1 TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Si se trata de productos agroquimicos, deberdn registrarse las cantidades de didxido de carbono liberado u
oxigeno consumido en cada ejemplar de muestra de suelo, tabulindose ademas los valores promedio de todos
los ejemplares. Se evaluardn los resultados mediante métodos estadisticos apropiados y generalmente aceptables
(p. ej., prueba F, nivel de significacion del 5%). Las tasas de respiracion inducida por glucosa se expresan en
mg de didxido de carbono/kg suelo, peso en seco/h 0 en mg oxigeno/suelo, peso en seco/h. Se comparard la tasa
promedio de formacion de diéxido de carbono o la tasa promedio de consumo de oxigeno en cada tratamiento
con la de control, calculindose la desviacion porcentual con respecto al control.

Cuando se ensayen productos no agroquimicos, se determinaran las cantidades de diéxido de carbono liberadas
o de oxigeno consumidas por cada ejemplar y se trazard una curva dosis-respuesta para estimar los valores EC .
Se comparardn las tasas de respiracion inducida por glucosa (es decir, mg de didxido de carbono/kg suelo, peso
en seco/h o mg oxigeno/suelo, peso en seco/h) que presenten las muestras tratadas transcurridos 28 dias con las
que presenten las muestras de control. A partir de estos datos, se calculardn los valores porcentuales de
inhibicién para cada concentracion de ensayo. Se representarin graficamente estos porcentajes frente a la
concentracién, utilizindose luego procedimientos estadisticos para calcular los valores ECy . Utilizando
asimismo procedimientos estindar, se determinarin los limites de confianza (p = 0,95) para los EC, calculados

(10)(11)(12).
2.2 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Cuando se evalien los resultados de los ensayos con productos agroquimicos y la diferencia en las tasas de
respiracion entre el tratamiento mds bajo (es decir, la concentracién méixima prevista) y la muestra de control no
supere el 25% en ninglin momento de muestreo a partir del 28° dfa, podrd considerarse que el producto no tiene
influencia a largo plazo en la transformacion de carbono en el suelo. Cuando se evalden los resultados de
ensayos con productos no agroquimicos, se utilizarin los valores ECsg, ECas y/o ECyy
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3 INFORME
INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo deberd incluir la informacién siguiente:
[dentificacion completa del suelo utilizado, incluyendo:

— referencia geogréfica del lugar (latitud y longitud),

— informacion sobre la historia del lugar (es decir, cubierta vegetal, tratamientos con productos
fitosanitarios, tratamientos con abonos, contaminacién accidental, etc.),

— tipo de uso (p. ¢j., suelo agricola, bosque, etc.),

— profundidad de muestreo (cm),

— contenido de arena/limo/arcilla (% peso seco),

— pH (en agua),

— contenido de carbono orginico (% peso seco),

— contenido de nitrégeno (% peso seco),

— capacidad de intercambio de cationes (mmol/kg),

— biomasa microbiana inicial en porcentaje del carbono orginico total,

— referencia de los métodos utilizados para la determinacién de cada pardmetro,

— toda la informacién sobre la recogida y almacenamiento de las muestras de suelo,

— datos de la preincubacion del suelo, si procede.
Sustancia de ensayo:

— naturaleza fisica y, en su caso, propiedades fisicoquimicas,

— identificacién quimica, en su caso, incluyendo férmula estructural, pureza (es decir, en el caso de los
productos fitosanitarios, el porcentaje de principio activo) y contenido de nitrégeno.

Condiciones de ensayo:
— informacidn sobre la adicién al suelo de sustrato orgénico,

— numero de concentraciones de la sustancia de ensayo utilizadas y, en su caso, justificacion de las
concentraciones seleccionadas,

— datos de la aplicacion de la sustancia de ensayo al suelo,

— temperatura de incubacion,

— contenido de humedad al principio y durante el ensayo,

— método de incubacién del suelo utilizado (es decir, muestra tinica o serie de submuestras separadas),
— nudmero de ejemplares,

— tiempos de muestreo.
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Resultados:
— método y equipo utilizados para medir las tasas de respiracion,

— datos tabulados, incluyendo los distintos valores y los valores promedio de las cantidades de dioxido
de carbono u oxigeno,

— variacion entre los ejemplares de las muestras tratadas y las muestras de control,
— explicacion de la correcciones efectuadas en los cilculos, si procede,

— variacion porcentual de las tasas de respiracion inducida por glucosa en cada momento de muestreo
0, si procede, el valor ECsy con un limite de confianza del 95%, otros valores ECy (es decir, ECss o
EC)p) con intervalos de confianza, y una grafica de la curva dosis-respuesta,

— tratamiento estadistico de los resultados, si procede;

—  cualquier informacién u observacion complementaria de interés para la interpretacion de los
resultados.
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C.23. TRANSFORMACION AEROBIA Y ANAEROBIA EN EL SUELO

1. METODO

El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 307 (2002).

1.1 INTRODUCCION

El presente método se basa en las actuales directrices (1)(2)(3)(4)S)6)(T)(8)(9). El método estd pensado para
evaluar la transformacion aerobia y anaerobia de las sustancias quimicas en el suelo. Con los experimentos se
pretende determinar: i) la tasa de transformacién de la sustancia de ensayo, y ii) la naturaleza y las tasas de
formacion y disminucion de los productos de transformacion a los que pueden estar expuestos los vegetales y
los organismos del suelo. Se precisa de dichos estudios para las sustancias quimicas que se aplican directamente
al suelo o es probable que alcancen el medio eddfico. Los resultados de los estudios puede utilizarse igualmente
para elaborar protocolos de muestreo y andlisis para estudios de campo afines.

Por regla general, para evaluar las vias de transformacion bastarad efectuar estudios aerobios y anaerobios con un
tipo de suelo (8)(10)(11). Las tasas de transformacion, sin embargo, deberdn determinarse por lo menos en otros
tres suelos (8)(10).

En un seminario de la OCDE sobre seleccion de suelos y sedimentos celebrado en Belgirate (Italia) en 1995
(10) se alcanzé un acuerdo, en particular, sobre el nimero y tipos de suelos que deben utilizarse en estos
ensayos. Los tipos de suelos sometidos a ensayo deben ser representativos de las condiciones ambientales en
las que tendrd lugar el uso o la liberacion. Por ejemplo, las sustancias quimicas que vayan a liberarse en climas
tropicales o subtropicales deben ensayarse en ferralsoles y nitosoles (sistema FAO). Dicho seminario formulé
asimismo recomendaciones sobre recogida, manipulacién y conservacion de muestras de suelos (15). También
se examina en este método el uso de suelos de (arroz) paddy.

1.2 DEFINICIONES

Sustancia de ensayo: cualquier sustancia, sea el compuesto original o los correspondientes productos de
transformacion.

Productos de transformacion: todas las sustancias resultantes de las reacciones de transformacién bidtica o
abidtica de la sustancia de ensayo, incluido el CO, y los productos que se encuentran en los residuos ligados.

Residuos ligados: compuestos del suelo, la planta o el animal que persisten en la matriz en forma de sustancia
original o de sus productos de transformacion /metabolitos tras la extraccion. El método de extraccion no debe
modificar sustancialmente ni los propios compuestos ni la estructura de la matriz. La naturaleza del vinculo
puede aclararse parcialmente mediante métodos de extraccion que alteren la matriz y técnicas analiticas
sofisticadas. As{ por ejemplo, hasta la fecha se han identificado de esta manera enlaces covalentes, idnicos y de
sorcidn, asi como atrapamientos. En general, la formacion de residuos ligados reduce de manera significativa la
bioaccesibilidad y la biodisponibilidad (12) [modificado de [UPAC 1984 (13)].

Transformacion aerobia: reacciones que se producen en presencia de oxigeno molecular (14).
Transformacion anaerobia: reacciones que se producen en ausencia de oxigeno molecular (14).

Suelo: mezcla de constituyentes quimicos minerales y orgdnicos; estos dltimos contienen compuestos de
elevado contenido en carbono y en nitrégeno y de peso molecular elevado, animados por pequefios organismos
(principalmente microorganismos). El suelo puede manipularse en dos estados:

a)

no perturbado, tal como se ha desarrollado en el tiempo, en capas caracteristicas de diversos tipos de suelo,

b) perturbado, como suele encontrarse en los campos cultivables o como se presenta cuando se toman muestras
mediante excavacion para utilizarlas en el presente método de ensayo (14).
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Mineralizacion: degradacién completa de un compuesto orginico a CO, y H,O en condiciones aerobias y a
CH4, CO> y H,O en condiciones anaerobias. En el contexto del presente método, cuando se utiliza un
compuesto marcado con "¢, mineralizacion significa la amplia degradacion durante la que se oxida un dtomo
de carbono marcado con liberacién de la cantidad apropiada de HCo, (14).

Semivida: tgs, es el tiempo que tarda la transformacion del 50% de una sustancia de ensayo cuando puede
describirse dicha transformacién mediante una cinética de primer orden; es independiente de la concentracién.

DTs (Tiempo de desaparicion 50): es el tiempo que tarda la concentracién de la sustancia de ensayo en
reducirse en un 50%: es distinto de la semivida ty5 cuando la transformacién no sigue una cinética de primer
orden,

DT (Tiempo de desaparicion 75): es el tiempo que tarda la concentracion de la sustancia de ensayo en
reducirse en un 75%.

DTy (Tiempo de desaparicion 90): es el tiempo que tarda la concentracion de la sustancia de ensayo en
reducirse en un 90%.

1.3 SUSTANCIAS DE REFERENCIA

Deberin utilizarse sustancias de referencia para la caracterizacion y/o identificacion de los productos de
transformacidén por métodos espectroscépicos o cromatogréficos.

1.4 APLICABILIDAD DEL ENSAYO

El método es aplicable a todas las sustancias quimicas (no marcadas o marcadas radiactivamente) para las que
se dispone de un método analitico de suficiente exactitud y sensibilidad. Es aplicable a compuestos ligeramente
voldtiles, no volitiles, solubles en agua o insolubles en agua. El ensayo no deberd aplicarse a sustancias
quimicas que sean muy voldtiles a partir del suelo (p. ej., fumigantes o disolventes orgdnicos) y, por tanto, no se
puedan mantener en el suelo en las condiciones experimentales del presente ensayo.

1.5 INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA DE ENSAYO

Para medir la tasa de transformacién podrd utilizarse una sustancia de ensayo marcada o no marcada. Para
estudiar la via de transformacion y establecer un balance de materia se requiere material marcado. Se
recomienda el marcado con "“C, pero también puede resultar de utilidad el uso de otros isétopos, tales como e,
N, *H o *P. El marcador debers ubicarse, en la medida de lo posible, en la parte o las partes mds estables de la
molécula'. La pureza de la sustancia de ensayo deberd ser de al menos el 95%.

Antes de realizar un ensayo sobre la transformacion aerobia o anaerobia en el suelo, deberd contarse con la
siguiente informacién relativa a la sustancia de ensayo.

a) solubilidad en agua (Método A.6);

b) solubilidad en disolventes orgédnicos;

¢) presion de vapor (Método A.4) y constante de la ley de Henry;

d) coeficiente de reparto n-octanol/agua (Método A.8);

e) estabilidad quimica en la oscuridad (hidrélisis) (Método C.7);

f) pK, si una molécula es susceptible de protonacién o desprotonacién [Directriz 112 de 1a OCDE| (16).

También pueden resultar de utilidad los datos sobre la toxicidad de la sustancia de ensayo para los
microorganismos del suelo [Métodos de ensayo C.21 y C.22| (16).

Deberd contarse con métodos analiticos (incluidos métodos de extraccidon y depuracién) para la cuantificacion e
identificacion de la sustancia de ensayo y de sus productos de transformacion.

Por ejemplo, si la sustancia de ensayo contiene un anillo, es preciso marcar ese anillo: si contiene dos o mds anillos, puede
resultar necesario efectuar estudios separados para evaluar el destino de cada anillo marcado y obtener informacién adecuada
sobre la formacidn de los productos de transformacidn.
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1.6 PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

Se tratan las muestras de suelo con la sustancia de ensayo y se incuban en la oscuridad en un matraz biométrico
o en sistemas de flujo en condiciones de laboratorio controladas (a humedad del suelo y temperatura
constantes). A intervalos de tiempo adecuados, se extraen muestras del suelo y se analizan en ellas la sustancia
original y los productos de transformacion. También se recogen los productos voldtiles para su andlisis con los
dispositivos de absorcidén adecuados. Utilizando material marcado con “Ces posible medir las diversas tasas de
mineralizacion de la sustancia de ensayo atrapando el MO, resultante y establecer un balance de materia,
incluyendo la formacién de residuos ligados al suelo.

1.7 CRITERIOS DE CALIDAD
1.7.1 Recuperacion

La extraccién y el andlisis de muestras de suelo cuando menos duplicadas inmediatamente después de la adicién
de la sustancia de ensayo dan una primera indicacion de la repetibilidad del método analitico y de la
unitormidad del procedimiento de aplicacién de la sustancia de ensayo. Los valores de recuperacién para fases
posteriores del experimento los dan los balances masicos respectivos. Dichos valores deberin situarse entre el
90% vy el 110% para sustancias quimicas marcadas (8) y entre el 70% y el 110% para sustancias quimicas no
marcadas (3).

1.7.2 Repetibilidad y sensibilidad del método analitico

La repetibilidad del método analitico (excluida la eficiencia de extraccidn inicial) para cuantificar la sustancia
de ensayo y los productos de transformacion puede comprobarse realizando un andlisis por duplicado del
mismo extracto de suelo incubado durante tiempo suficiente para que se formen productos de transformacion.

El limite de deteccion (LOD) del método analitico de la sustancia de ensayo y de los productos de
transformacion debera alcanzar, como minimo, el menor de los siguientes valores: 0,01 mg-kg'l de suelo (como
sustancia de ensayo) o un 1% de la dosis aplicada. También deberd especificarse el limite de cuantificacién

(LOQ).

1.7.3 Exactitud de los datos de transformacién
El andlisis de regresién de las concentraciones de la sustancia de ensayo en funcién del tiempo facilita la
informacion apropiada sobre la fiabilidad de la curva de transformacion y permite calcular los limites de

confianza de las semividas (en el caso de la cinética de pseudo primer orden) o los valores DTsg y, si procede,
DTzs y DTy

1.8 DESCRIPCION DEL METODO DE ENSAYO

1.8.1 Equipos y reactivos quimicos

Los sistemas de incubacidn consisten en sistemas cerrados estiticos o sistemas de tlujo adecuados (7) (17). En
las figuras 1 y 2 se muestran ejemplos de, respectivamente, aparatos de flujo de incubacion de suelo y matraces
biométricos adecuados. Los dos tipos de sistema de incubacién tienen sus ventajas y sus limitaciones (7) (17).

Se precisa el equipo estindar de laboratorio y, en particular:

— instrumentos analiticos tales como equipos GLC, HPLC, TLC, incluidos los sistemas de deteccién
adecuados para el andlisis de sustancias marcadas o no marcadas o el método de dilucién isotdpica
inversa;

— instrumentos de identificacion (p. ej., MS, GC-MS, HPLC-MS, NMR, etc.);

— contador de centelleo de liquidos;

— cdamara de combustion oxidante de material radiactivo;

— centrifugadora;

— aparato de extraccion (p. ej., tubos de centrifugacién para extraccion en frio y aparato Soxhlet para

extraccidn continua a reflujo);
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— instrumental para concentrar soluciones y extractos (p. ej., evaporador rotatorio);
— barfio maria;
— dispositivo mezclador mecinico (p. ej., amasadora, mezcladora rotatoria).

Entre los reactivos quimicos figuran, por ejemplo:

— NaOH, pureza de grado analitico, 2 mol - dm™, u otra base apropiada (p. ej., KOH, etanolamina);
— H,S0,, pureza de grado analitico, 0,05 mol - dm'3;

— glicol etileno, pureza de grado analitico;

— materiales s6lidos de absorcidn, tales como cal sodada y piezas de poliuretano;

— disolventes orgdnicos, pureza de grado analitico, tales como acetona, metanol, etc.;

— liquido de centelleo.

1.8.2 Aplicacion de la sustancia de ensayo

Para incorporarla al suelo y distribuirla en €1, podrd disolverse la sustancia de ensayo en agua (desionizada o
destilada) o, si resulta necesario, en cantidades minimas de acetona u otro disolvente orgidnico (6) en el que la
sustancia de ensayo sea suficientemente soluble y estable. No obstante, la cantidad de disolvente seleccionada
no deberd tener una influencia significativa sobre la actividad microbiana del suelo (véanse apartados 1.5 y
1.9.2-1.9.3. Deberd evitarse el uso de disolventes inhibidores de la actividad microbiana, tales como
cloroformo, diclorometano y otros disolventes halogenados.

Podrd incorporarse asimismo la sustancia de ensayo en forma sélida, p. ej., mezclada con arena de cuarzo (6) o
en una pequefia submuestra del suelo sometido a ensayo que se haya secado al aire y esterilizado. Si se
incorpora la sustancia de ensayo utilizando un disolvente, deberd permitirse que éste se evapore antes de
incorporar la submuestra a la muestra de suelo original no estéril.

Para las sustancias quimicas ordinarias, cuya principal via de entrada en el suelo es a través de los lodos de
depuracién o la actividad agraria, deberd incorporarse primero la sustancia de ensayo al lodo, que luego se
introducird en la muestra de suelo. (véanse apartados 1.9.2 y 1.9.3).

No se recomienda la utilizacién rutinaria de productos formulados. No obstante, su utilizacién podria constituir
una alternativa apropiada p. ej. en el caso de sustancias de ensayo poco solubles.

1.8.3 Suelos
1.8.3.1 Seleccion de suelos

Para determinar la via de transformacién, podrd utilizarse un suelo representativo; se recomienda un suelo
franco arenoso o franco limoso o franco o arenoso franco [segln la clasificacién de FAO y USDA (18)| con un
pH de 5,5-8,0, un contenido de carbono orgdnico de 0,5-2,5% y una biomasa microbiana de al menos 1% del
carbono orgdnico total (10).

Para estudios de tasa de transformacién deberdn utilizarse al menos tres suelos adicionales representativos de la
gama de suelos relevante. Estos suelos deben variar en cuanto a contenido de carbono orgénico, pH, contenido
de arcilla y biomasa microbiana (10).

Deberin caracterizarse todos los suelos, cuando menos, en cuanto a textura (% arena, % limo, % arcilla) [segin
la clasificacion de FAO y USDA (18)], pH, capacidad de intercambio de cationes, carbono orgdnico, densidad
aparente, caracteristica de retencion de uguu: y biomasa microbiana (solo para estudios aerobios). Cualquier
otra informacién sobre las propiedades del suelo podria resultar de utilidad para la interpretacién de los
resultados. Para la determinacién de las caracteristicas del suelo, podran utilizarse los métodos recomendados
en las referencias (19)(20)(21)(22)(23). La biomasa microbiana se determinard utilizando el método de
respiracién inducida por el sustrato (SIR) (25)(26) o un método alternativo (20).

2 o .. . . . L.
La caracterfstica de retencidn de agua de un suelo puede medirse como capacidad de campo, como capacidad de retencién

de agua o como tensién de succién de agua (pF). Mds explicaciones en el anexo 1. Deberd consignarse en el informe del ensayo si las
caracterfsticas de retencion de agua y la densidad aparente de los suelos se determinaron en muestras no perturbadas o en muestras
perturbadas (procesadas).
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1.83.2 Recogida, manipulacion y conservacion de suelos

Deberid contarse con informacion detallada sobre la historia del lugar donde se haya recogido el suelo de
ensayo. En particular, localizacion precisa, cubierta vegetal, tratamientos con sustancias quimicas, tratamientos
con abonos orgidnicos e inorgdnicos, adicién de materiales bioldgicos u otro tipo de contaminacién. No deberan
utilizarse para estudios sobre transformacion suelos que hayan sido tratados con la sustancia de ensayo o un
andlogo estructural de la misma dentro de los cuatro afios precedentes (10)(15).

La muestra debera haber sido recogida recientemente (del horizonte A o capa superior de 20 cm) y su contenido
en agua deberd facilitar su tamizado. Salvo en el caso de los suelos de arrozales paddy, deberd evitarse la toma
de muestras durante o inmediatamente después de un largo periodo (> 30 dias) de sequia, helada o inundacién
(14). Las muestras deberin transportarse de manera que el contenido en agua del suelo varie lo menos posible y
mantenerse en la oscuridad y ventiladas en la mayor medida posible. Suele estar indicado el uso de una bolsa de
polietileno sin cerrar completamente.

Una vez tomada la muestra, deberd procesarse el suelo lo antes posible. Deberd retirarse la vegetacion, la fauna
eddfica de mayor tamafio y las piedras antes de hacer pasar el suelo por un tamiz. de 2 mm que permita retirar
los restos de vegetales y animales y pequefias piedras. Se procurard evitar el secado y aplastamiento excesivos
del suelo antes del tamizado (15).

Cuando resulte dificil tomar muestras en invierno (por hallarse el suelo helado o cubierto por una capa de
nieve), podrd extraerse de un lote de suelo almacenado en el invernadero bajo cubierta vegetal (p. ej., hierba o
mezcla de hierba y trébol). Pese a preferirse claramente los estudios con suelos recién recogidos del campo, si
es preciso almacenar el suelo recogido y procesado antes de comenzar el estudio, las condiciones de
conservacion deberdn ser las adecuadas y el plazo de almacenamiento limitado (4 + 2°C durante un miximo de
tres meses) para mantener la actividad microbiana’. Se encontrardn instrucciones detalladas sobre la recogida,
manipulaciéon y conservacion de suelos con vistas a su uso en experimentos de biotransformacién en
(8)(10)(15)(26)(27).

Antes de utilizar en este ensayo el suelo procesado, deberd preincubarse éste para hacer posible la germinacion
y eliminacién de las semillas y restablecer el equilibrio del metabolismo microbiano tras el paso de las
condiciones de muestreo o conservacion a las de incubacion. En general resulta adecuado un periodo de
preincubacién de entre 2 y 28 dias en condiciones de temperatura y humedad préximas a las del ensayo real
(15). La suma de los periodos de conservacion y de preincubacion no deberd exceder de tres meses.

1.9 REALIZACION DEL ENSAYO
1.9.1 Condiciones de ensayo
1.9.1.1 Temperatura del ensayo

Durante la totalidad del perfodo de ensayo, deberin incubarse los suelos en la oscuridad a una temperatura
constante que sea representativa de las condiciones climdticas en que tendrd lugar el uso o la liberacion. Se
recomienda una temperatura de 20 + 2 °C para todas las sustancias de ensayo que puedan llegar al suelo en
climas templados. Deberd controlarse esta temperatura.

Si se trata de sustancias quimicas aplicadas o liberadas en climas mds frios (p. ej., en paises septentrionales,
durante el otofio o el invierno), deberdn incubarse muestras de suelo adicionales pero a una temperatura inferior
(p. ej., 10£2°C).

Segdn los resultados de recientes investigaciones, los suelos de las zonas templadas pueden almacenarse también a —20°C durante
mis de tres meses (28) (29) sin pérdida significativa de actividad microbiana.
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1.9.1.2 Contenido de humedad

Para los ensayos de transformacién en condiciones aerobias, deberd ajustarse el contenido de humedad® del
suelo a un pF situado entre 2,0 y 2,5 y mantenerse en ese valor (3) El contenido de humedad del suelo se
expresa como cociente entre masa de agua y masa de suelo seco y debe ser controlado periédicamente (p. ej., a
intervalos de 2 semanas) pesando los recipientes de incubacién y compensando las pérdidas de agua mediante la
adicion de, preferiblemente, agua de grifo esterilizada por filtracion. Habrd que procurar evitar o reducir al
minimo las pérdidas de sustancia de ensayo yfo productos de transformacién por volatilizaciéon y/o
fotodegradacion (en su caso) durante la adicidon de humedad.

Para los ensayos de transformacién en condiciones anaerobias y de arrozal, se satura de agua el suelo mediante
inundacion.

1.9.1.3 Condiciones aerobias de incubacion

En los sistemas de flujo, se mantendrin las condiciones aerobias mediante baldeo intermitente o ventilacién
continua con aire himedo. En los matraces biométricos, se mantendrd el intercambio de aire mediante difusién.

1.9.1.4 Condiciones aerobias estériles

Con el fin de obtener informacién sobre la importancia de la transformacién abidtica de una sustancia de
ensayo, las muestras de suelo podrdn ser esterilizadas (sobre métodos de esterilizacion, véanse referencias 16 y
29), tratadas con una sustancia de ensayo estéril (p. ej., adicion de solucién a través de un filtro estéril) y
aireadas con aire humidificado estéril seglin se describe en el apartado 1.9.1.3. En el caso de los suelos de
arrozal, serd preciso esterilizar el suelo y el agua, y efectuar la incubacién segiin se describe en el apartado
1.9.1.6.

1.9.1.5 Condiciones anaerobias de incubacion

Para crear y mantener unas condiciones anaerobias, se procede a cubrir de agua (capa de 1-3 cm de agua) el
suelo previamente tratado con la sustancia de ensayo e incubado en condiciones aerobias durante 30 dias o una
semivida o DTsy (el valor que sea mds pequefio) y a inyectar un gas inerte (p. ej. nitrogeno o argon) en el

. . ... 5 . h T, A .. .
sistema de incubacion”. El sistema de ensayo deberd permitir la medicién del pH, la concentracion de oxigeno y
el potencial redox e incluir dispositivos de fijaciéon de productos volitiles. El sistema biométrico deberd estar
cerrado, para evitar la entrada de aire por difusion.

1.9.1.6 Condiciones de incubacion de arrozal

Para estudiar la transformacion en suelos de arrozal, se inundard el suelo con una capa de aguade 1 -5 cm y se
aplica la sustancia de ensayo a la fase acuosa (9). Se recomienda que la profundidad del suelo sea de al menos 5
cm. El sistema se ventila con aire como en condiciones aerobias. Deberdn controlarse y registrarse el pH, la
concentracion de oxigeno y el potencial redox de la capa acuosa. Serd necesario un periodo de preincubacion de
al menos dos semanas antes de dar comienzo a los estudios de transformacion (véase apartado 1.8.3.2).

El suelo no deberd estar ni demasiado himedo ni demasiado seco para mantener una aireacién y nutricion adecuadas de la

microflora eddfica. El contenido de humedad recomendado para un crecimiento microbiano éptimo se sitda entre 40-60% de
capacidad de retencién de agua (WHC) y entre 0,1-0,33 bar (6). Este tiltimo intervalo equivale a un pF comprendido entre 2,0 y 2.5.
En el anexo 2 se dan los contenidos de humedad tipicos de varios tipos de suelo.

> Las condiciones aerobias son dominantes en los suelos supertficiales e incluso en los situados debajo de la superficie, segiin

demuestra un proyecto de investigacién patrocinado por la UE [K. Takagi et al. (1992). Microbial diversity and activity in subsoils:
Methods, field site, seasonal variation in subsoil temperatures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects
Pesticides Microbiol., 270-277, 17-21 August 1992, Sigtuna, Sweden|. Las condiciones anaerobias se presentan tan solo
ocasionalmente con motivo de la inundacién del suelo tras lluvias intensas o cuando se establecen las condiciones de arrozal.
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1.9.1.7 Duracion del ensayo

Los estudios de tasa y via no deberdn exceder normalmente de 120 dfas® (3)(6)(8), porque transcurrido ese plazo
es de esperar un decrecimiento de la actividad microbiana del suelo con el tiempo en un sistema artificial de
laboratorio sin posibilidad de reconstitucién natural. Cuando resulte necesario para caracterizar el declive de la
sustancia de ensayo y la formacién y declive de los principales productos de transformacién, podrin
prolongarse los estudios durante periodos mds largos (p. ej., 6 o 12 meses) (8). El uso de un periodo de
incubacién mds largo deberd quedar justificado en el informe del ensayo y acompaiiarse de medidas de biomasa
durante y al final del periodo.

1.92 Realizacion del ensayo

Se colocan de 50 a 200 g de suelo (peso seco) en cada recipiente de incubacidn (véanse figuras | y 2 del anexo
3) y se trata el suelo con la sustancia de ensayo mediante uno de los métodos descritos en el apartado 1.8.2.
Cuando se utilicen disolventes orgdnicos para la aplicacion de la sustancia de ensayo, deberdn retirarse del suelo
por evaporacidén. A continuacién, se mezcla bien el suelo con una espdtula y/o agitando el recipiente. Si el
estudio se realiza en condiciones de arrozal, se mezclardn bien el suelo y el agua tras la aplicacion de la
sustancia de ensayo. Se analizardn pequefias partes alicuotas (p. ¢j., 1 g) de los suelos tratados para comprobar
la distribucion uniforme de la sustancia de ensayo. Mds adelante se presentan métodos alternativos.

La tasa de tratamiento debe corresponder a la tasa de aplicacion mds elevada de un producto fitosanitario
recomendada en las instrucciones de empleo y a incorporacion uniforme a una profundidad apropiada en el
campo (p. €j., capa su}oerior7 de 10 cm de suelo). Por ejemplo, para productos quimicos aplicados sobre el
follaje o el suelo sin incorporacion, la profundidad apropiada para calcular la cantidad de producto quimico que
debe afiadirse a cada recipiente es de 2,5 cm. Para productos quimicos incorporados al suelo, la profundidad
apropiada es la profundidad de incorporacién especificada en las instrucciones de empleo. Para productos
quimicos ordinarios, deberd calcularse la tasa de aplicacion sobre la base de la via de penetracion mds
importante; por ejemplo, cuando la via principal de penetracidn en el suelo sean los lodos de depuracién, deberd
dosificarse el producto quimico en el lodo a una concentracion que corresponda a la concentracion prevista en
el lodo y debera anadirse al suelo una cantidad de lodo que corresponda a su carga normal en los suelos
agricolas. Si esta concentracion no es suficientemente elevada para permitir la identificacion de los principales
productos de transformacién, podrd proceder la incubacién de muestras de suelo independientes que contengan
tasas superiores, pero deben evitarse las tasas excesivas que influyan en las funciones microbianas del suelo
(véanse apartados 1.5 y 1.8.2).

Alternativamente, se podra tratar un lote de suelo mayor (de 1 a 2 kg) con la sustancia de ensayo, mezclandolo
bien en una maquina mezcladora adecuada y transfiriéndolo luego en porciones pequeiias de 50 a 200 g a los
recipientes de incubacién (por ejemplo utilizando separadores de muestras). Se analizardn pequefas partes
alicuotas (p. ej., 1 g) del lote de suelo tratado para comprobar la distribucion uniforme de la sustancia de
ensayo. Resulta preferible este procedimiento porque hace posible una distribucidon mds uniforme de la
sustancia de ensayo en el suelo.

Por otra parte, se incuban muestras de suelo no tratadas en las mismas condiciones (aerobias) de las muestras
tratadas con la sustancia de ensayo. Estas muestras se utilizan para medicién de biomasa durante los estudios y
al finalizar éstos.

®  Los estudios aerobios podrian terminar mucho antes de estos 120 dias siempre que se haya establecido manifiestamente la via de

transformacion dltima y la mineralizacién ultima. Es posible asimismo la terminacion del ensayo a los 120 dias, o cuando se haya
transformado el 90% de la sustancia de ensayo, pero sélo si se ha formado al menos un 5% de CO,,
La concentracién inicial en una superficie se calcula utilizando la ecuacion siguiente:
Alkg/ha]-10°[mg/kg]
4,2 3
I[m]-107[m” /ha]-dkg,;;/m”|
Cooil = concentracion inicial en el suelo [mg-kg'll
A = tasa de aplicacién |kg-ha'[; 1 = espesor de la capa de suelo en el campo |m|; d = densidad aparente en seco
del suelo [kg-m"‘].
A titulo indicativo, una tasa de aplicacion de | kg-ha™ da por resultado una concentracién en el suelo de aproximadamente

Cyoillmg/kggoi | =

1 mg-kg™' en una capa de 10 ¢cm (supuesta una densidad aparente de 1 g - cm™),
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Cuando se aplica al suelo la sustancia de ensayo disuelta en uno o mds disolventes orgdnicos, se incuban
muestras de suelo tratadas con la misma cantidad de disolvente(s) en las mismas condiciones (aerobias) que las
muestras tratadas con la sustancia de ensayo. Estas muestras se utilizan para medir la biomasa al comienzo,
durante y al final de los estudios, con el fin de comprobar los efectos del disolvente o los disolventes en la
biomasa microbiana.

Los recipientes con el suelo tratado serdn conectados al sistema de flujo descrito en la figura 1 o cerrados con la
columna de absorcién mostrada en la figura 2 (véase el anexo 3).

1.9.3 Muestreo y medidas

Se retirardn los recipientes de incubacion duplicados a intervalos de tiempo apropiados, extrayéndose muestras
de suelo con disolventes adecuados de distinta polaridad y analizindose para medir la sustancia de ensayo y/o
los productos de transformacion. Un estudio bien disefiado deberd incluir recipientes suficientes, de manera que
puedan sacrificarse dos en cada toma de muestras. De la misma manera, se retirardn soluciones de absorcion o
materiales sélidos de absorcién a distintos intervalos temporales (de 7 dfas durante el primer mes y de 17 dias
posteriormente) durante y al final de la incubacion de cada muestra de suelo y se analizan para medir productos
voldtiles. Ademads de la muestra de suelo tomada directamente tras la aplicacién (muestra del dia cero), deberin
incluirse al menos 5 puntos de muestreo adicionales. Se escogerin los intervalos de tiempo de manera que se
pueda determinar el patrén de declive de la sustancia de ensayo y los patrones de formacion y declive de los
productos de transformacion (p. ej., 0, 1, 3, 7 dias; 2, 3 semanas; 1, 2, 3 meses, etc.).

. 14 . . . N .
Cuando se use una sustancia de ensayo marcada con ~C, se cuantificard la radiactividad no extraible mediante
combustion y se calculard un balance de materia para cada intervalo de muestreo.

En caso de incubacién anaerobia o de arrozal, se podrdn analizar conjuntamente las fases de suelo y agua para
medir la sustancia de ensayo y los productos de transformacion, o separarlas por filtracion o centrifugado antes
de la extraccidon y el andlisis.

1.94 Ensayos facultativos

Podria resultar de utilidad la realizacion de estudios aerobios no estériles para otros valores de temperatura y
humedad del suelo para estimar la influencia de la temperatura y la humedad del suelo sobre la tasa de
transformacion de una sustancia de ensayo y/o de sus productos de transformacién en el suelo.

Puede intentarse otra caracterizacion de la radiactividad no extraible utilizando, por ejemplo, extraccion
mediante fluido supercritico.

2 RESULTADOS

2.1 TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Las cantidades de sustancia de ensayo, productos de transformacion, sustancias volatiles (solo en porcentaje) y
no extraibles se expresarin en porcentaje de la concentracidn inicial aplicada y, cuando proceda, en mg-kgl de
suelo (sobre la base del peso del suelo en seco) para cada intervalo de muestreo. El balance de materia se
expresard en porcentaje de la concentracion inicial aplicada para cada intervalo de muestreo. La representacion
grifica de las concentraciones de la sustancia de ensayo en funcién del tiempo permitird estimar la semivida de
su transformacion o DTsy Deberdn identificarse los principales productos de transformacion y se representarin
graficamente sus concentraciones en funcion del tiempo para mostrar sus tasas de formacion y declive. Se
considerard producto de transformacién principal cualquier producto que represente = 10% de la dosis aplicada
en cualquier momento del estudio.

Los productos volitiles fijados dan una indicacion de la volatilidad potencial de la sustancia de ensayo y de sus
productos de transformacion a partir del suelo.
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Se obtendrdn determinaciones mds exactas de las semividas o valores DTsg y, si procede, valores DTys y DTy,
mediante cilculos con los modelos cinéticos apropiados. Se consignarin los valores de semivida y DTsp junto
con la descripcidn del modelo utilizado, el orden de la cinética y el coeficiente de determinacién (). Se prefiere
la cinética de primer orden salvo que < 0,7. Si procede, se aplicardn los cilculos asimismo a los principales
productos de transformacion. En las referencias 31 a 35 se describen ejemplos de modelos adecuados.

Si se trata de estudios de tasas efectuados a varias temperaturas, las tasas de transformacién deberdn describirse
como funcién de la temperatura dentro del intervalo de temperaturas experimental utilizando la relacién de
Arrhenius de la forma:

k=A-e®" o ]nkz]nA—%,

donde In A y B son constantes de regresion que corresponden a la ordenada en el origen y la pendiente,
respectivamente, de una recta de mejor ajuste generada por regresion lineal de In k frente a /T, k es la
constante de tasa a temperatura T y T es la temperatura en Kelvin. Deberd prestarse atencién al intervalo
limitado de temperaturas en el que serd vilida la relacién de Arrhenius en el caso de que la transformacion esté
gobernada por la accién microbiana.

22 EVALUACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Aunque los estudios se realizan en un sistema artificial de laboratorio, los resultados permitirdn estimar la tasa
de transformacion de la sustancia de ensayo e igualmente la tasa de formacién y declive de los productos de
transformacion en condiciones de campo (36)(37).

El estudio de la via de transformacion de una sustancia de ensayo aporta informacion sobre la transformacion
estructural de la sustancia aplicada en el suelo por reacciones quimicas y microbianas.

3 INFORME
INFORME DEL ENSAYO
El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:
Sustancia de ensayo:

— nombre comiin, nombre quimico, nimero CAS, férmula estructural (indicando la(s) posicion(es) del
marcador(es) cuando se usa material marcado radiactivamente) y propiedades fisicoquimicas de interés
(véase apartado 1.5);

— pureza (impurezas) de la sustancia de ensayo;

— pureza radioquimica de la sustancia quimica marcada y actividad especifica (si procede);

Sustancias de referencia:

— nombre quimico y estructura de las sustancias de referencia utilizadas para caracterizar y/o identificar los
productos de transtormacion;

Suelos de ensayo:

— detalles del lugar donde se recogieron;

— fecha y procedimiento de muestreo;

— propiedades de los suelos, tales como pH, contenido de carbono orgénico, textura (% arena, % limo, %
arcilla), capacidad de intercambio de cationes, densidad aparente, caracteristica de retencion de agua y
biomasa microbiana

— duracién del almacenamiento y condiciones de conservacion (si se ha almacenado);
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Condiciones de ensayo:

— fechas de realizacion de los estudios;

— cantidad de la sustancia de ensayo aplicada;

— disolventes utilizados y método de aplicacién de la sustancia de ensayo;

— peso del suelo tratado inicialmente y muestreado a cada intervalo para su andlisis;

— descripcidn del sistema de incubacién utilizado;

— tasas de flujo de aire (solo para sistemas de flujo);

— temperatura de la configuracién experimental;

— contenido de humedad del suelo durante la incubacidn;

— biomasa microbiana al comienzo, durante y al final de los estudios aerobios;

— pH, concentracién de oxigeno y potencial redox al comienzo, durante y al final de los estudios anaerobios
y de arrozal;

— método(s) de extraccion;

— métodos de cuantificacion e identificacion de la sustancia de ensayo y de los principales productos de
transformacidn en el suelo y los materiales de absorcion;

— numero de duplicados y niimero de controles.

Resultados:

— resultado de la determinacién de la actividad microbiana;

— repetibilidad y sensibilidad de los métodos analiticos utilizados;

— tasas de recuperacion (en el apartado 1.7.1 se dan los valores porcentuales para un estudio vilido);

— cuadros de resultados expresados como porcentaje de la dosis inicial aplicada y, si procede, en mg-kg'l de
suelo (sobre la base del peso en seco);

— balance de materia durante y al tinal de los estudios;

— caracterizacion de la radiactividad no extrafble (ligada) o los residuos en el suelo;

— cuantificacién del CO» y otros compuestos volitiles liberados;

— representacion grifica de concentracion en el suelo en funcion del tiempo de la sustancia de ensayo y, si
procede, de los principales productos de transtormacion;

— semivida o DTsg , DTys y DTy de la sustancia de ensayo y, si procede, de los principales productos de
transformacion, incluyendo limites de confianza;

— estimacion de la tasa de degradacion abidtica en condiciones estériles;

— valoracion de la cinética de transformacion de la sustancia de ensayo y, si procede, de los principales
productos de transformacion;

— vias de transformacion propuestas, si procede;

— evaluacion e interpretacion de los resultados;

— datos en bruto (muestras de cromatogramas, muestras de cilculos de tasas de transformacion y medios
utilizados para identificar los productos de transformacion).
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ANEXO 1

TENSION DE AGUA, CAPACIDAD DE CAMPO (FC) Y CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (WHC)(1)

Altura de la columna de agua

[em] pF®¥ bar®™ Observaciones

10 7 107 Suelo seco

1,6 - 10t 4,2 16 Punto de marchitamiento
10} 4 10

10° 3 1

6+ 107 2,8 0,6

33107 2,5 0,339

107 2 0,1 Gama de

60 1,8 0,06 Capacidad de cumpo(d)
33 1,5 0,033

10 1 0,01 WHC (aproximacién)

1 0 0,001 Suelo saturado de agua

(a) pF = log de la altura en cm de la columna de agua.

(b) 1 bar = 10° Pa.

(c) Corresponde a un contenido de agua aproximado de 10% en arena, 35% en suelo franco y 45% en arcilla.
(d) La capacidad de campo no es constante, sino que varia con el tipo de suelo entre pF 1,5 y 2,5,

La tension de agua se mide en cm de columna de agua o en bar. Dada la amplia gama de valores posibles, la tension de
suceion se expresa sencillamente como el valor pF equivalente al logaritmo de la altura en cm de la columna de agua.

La capacidad de campo se define como la cantidad de agua que puede almacenar un suelo natural contra la gravedad 2 dfas
después de un largo periodo de lluvia o tras una irrigacién suficiente. Se determina sobre el terreno en un suelo no perturbado.
Por ello, la medida no es aplicable a muestras de suelo de laboratorio perturbadas. Los valores de FC determinados en suelos
perturbados pueden mostrar grandes varianzas sistematicas.

La capacidad de retencion de agua (WHC) se determina en el laboratorio con suelo perturbado y no perturbado mediante
saturacién con agua de una columna de suelo por transporte capilar. Resulta especialmente ttil para suelos perturbados y
puede ser hasta un 30% superior a la capacidad de campo (1). Ademds, experimentalmente es mas ficil determinar la WHC
que valores de FC fiables.

(1) Miickenhausen, E. (1975). Die Bodenkunde und ihre geologischen, geomorphologischen, mineralogischen und
petrologischen Grundlagen. DLG-Verlag, Frankfurt, Main.
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ANEXO 2

CONTENIDO DE HUMEDAD DEL SUELO (g de agua por 100 g de suelo seco) DE VARIOS TIPOS DE SUELO DE

DIVERSOS PAISES

Contenido de humedad del suelo a

Tipo de suelo Pais

WHC! pF=1,8 pF=25
Arena Alemania 28,7 8,8 39
Suelo arenoso franco Alemania 50,4 17,9 12,1
Suelo arenoso franco Suiza 44,0 35,3 9,2
Suelo franco limoso Suiza 72,8 56,6 28,4
Suelo franco arcilloso Brasil 69,7 38,4 27,3
Suelo franco arcilloso Japoén 74,4 57,8 314
Suelo franco arenoso Japdn 82,4 59,2 36,0
Suelo franco limoso EE. UU. 47,2 33,2 18,8
Suelo franco arenoso EE. UU. 40,4 25,2 13,3

| . -
Capacidad de retencién de agua
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ANEXO 3
Figura 1

Ejemplo de aparato de flujo para estudiar la transformacion de las sustancias quimicas en el suelo (1)(2)

I:  vialvula de aguja 4:  frasco de metabolismo del suelo 7, 8: fijador de hidréxido de sodio
(encharcado solo para  para CO,; y compuestos dcidos
condiciones anaerobias o de  voldtiles
arrozal)

2: lavador de gas que contiene agua 5: fijador de glicol etileno para 9: caudalimetro
compuestos orgdnicos voldtiles

3: ultramembrana (solo en 6: fijador de dcido sulfirico para

condiciones estériles), tamafio de compuestos alcalinos volatiles

poro de (0,2 um

Figura 2

Ejemplo de matraz biométrico para el estudio de la transformacion de las sustancias quimicas en el suelo (3)

‘?’ 5y

Ry Cal sodada para absorber CO»

Lana de vidrio tratada con
aceite o espuma de poliureta-
no para absorber COV

Suelo + sustancia de ensayo

(1) Guth, J.A. (1980). The study of transformations. In Interactions between Herbicides and the Soil (R.J. Hance, Ed.),
Academic Press, 123-157.

(2) Guth, J.A. (1981). Experimental approaches to studying the fate of pesticides in soil. In Progress in Pesticide Biochemistry.
D.H. Hutson, T.R. Roberts, Eds. J. Wiley & Sons. Vol [, 85-114.

(3) Anderson, J.P.E. (1975). Einfluss von Temperatur und Feuchte auf Verdamptung, Abbau und Festlegung von Diallat im
Boden. Z. PflKrankh Pflschutz, Sonderheft VII, 141-146.
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C.24. TRANSFORMACION AEROBIA Y ANAEROBIA EN SISTEMAS DE SEDIMENTOS ACUATICOS

1. METODO

El presente método reproduce las directrices de ensayo de la OCDE TG 308 (2002).

1.1 INTRODUCCION

Los productos quimicos pueden llegar a las aguas superficiales a nivel profundo o poco profundo por vias como
la aplicacién directa, los aerosoles errdticos, la escorrentfa, la eliminacion de residuos, los efluentes domésticos
o agricolas y la deposicién atmostérica. Este método de ensayo consiste en un método de laboratorio para
evaluar la transformacion aerobia y anaerobia de las sustancias quimicas orgdnicas en los sistemas de
sedimentos acudticos. El método se basa en directrices ya existentes (1)(2)(3)(4)(5)(6). En un seminario de la
OCDE sobre seleccion de suelos y sedimentos celebrado en Belgirate (Italia) en 1995 (7) se alcanzé un acuerdo,
en particular, sobre el niimero y tipos de sedimentos que deben utilizarse en este ensayo. Dicho seminario
formuldé asimismo recomendaciones sobre recogida, manipulacién y conservacién de muestras de sedimentos,
basadas en la Directriz ISO correspondiente (8). Estos estudios son necesarios para las sustancias quimicas que
se apliquen directamente al agua o que tengan probabilidades de llegar al medio ambiente acudtico por las vias
mencionadas anteriormente.

Las condiciones en los sistemas de sedimentos acudticos naturales son a menudo aerobias en la fase acuosa
superior. La capa superficial del sedimento puede ser o bien aerobia o bien anaerobia, mientras que el
sedimento mds profundo normalmente es anaerobio. Para abarcar todas estas posibilidades, en el presente
documento se describen tanto ensayos aerobios como anaerobios. El ensayo aerobio simula una columna de
agua aerobia sobre una capa de sedimento aerobio a la que subyace una gradiente anaerobio. El ensayo
anaerobio simula un sistema de sedimento acuatico completamente anaerobio. Si las circunstancias indican que
es necesario desviarse significativamente de estas recomendaciones, por ejemplo utilizando nicleos de
sedimentos intactos o sedimentos que haya estado expuestos a las sustancia de ensayo, se dispone de otros
métodos con este fin (9).

1.2 DEFINICIONES
En cualquier caso deben utilizarse unidades internacionales (Standard International (ST) units).

Sustancia de ensayo: cualquier sustancia, sea el compuesto original o los correspondientes productos de
transformacion.

Productos de transformacion: todas las sustancias resultantes de las reacciones de transformacion bidtica o
abidtica de la sustancia de ensayo, incluido el CO, y los residuos ligados.

Residuos ligados: compuestos del suelo, la planta o el animal que persisten en la matriz en forma de sustancia
original o de sus productos de transformacion /metabolitos tras la extraccion. El método de extraccion no debe
modificar sustancialmente ni los propios compuestos ni la estructura de la matriz. La naturaleza del vinculo
puede aclararse parcialmente mediante métodos de extraccién que alteren la matriz y técnicas analiticas
sofisticadas. Asi por ejemplo, hasta la fecha se han identificado de esta manera enlaces covalentes, idnicos y de
sorcidn, asi como atrapamientos. En general, la formacion de residuos ligados reduce de manera significativa la
bioaccesibilidad y la biodisponibilidad (10) [modificado de [UPAC 1984 (11)].

Transformacidén aerobia: (oxidacion) reacciones que se producen en presencia de oxigeno molecular (12).
Transformacion anaerobia: (reduccién) reacciones que se producen en ausencia de oxigeno molecular (12).
Aguas naturales: aguas superficiales obtenidas de estanques, rios, arroyos, etc.

Sedimento: mezcla de constituyentes quimicos minerales y orgdnicos; estos liltimos contienen compuestos de

elevado contenido en carbono y en nitrégeno y de peso molecular elevado. El sedimento es depositado por las
aguas naturales y forma una interfaz con el agua.
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Mineralizacion: degradacién completa de un compuesto orginico a CO, y H,O en condiciones aerobias y a
CH4, CO> y H,O en condiciones anaerobias. En el contexto del presente método, cuando se utiliza un
compuesto radiomarcado, mineralizacion significa la amplia degradacién de una molécula durante la cual se
oxida un dtomo de carbono marcado o se reduce cuantitativamente con liberacion de la cantidad apropiada de
14 14 .

CO, 0 "CHy, respectivamente.

Semivida: tgs, es el tiempo que tarda la transformacién del 50% de una sustancia de ensayo cuando puede
describirse dicha transtormacion mediante una cinética de primer orden; es independiente de la concentracion
inicial.

DTs (Tiempo de desaparicion 50): es el tiempo que tarda la concentracidn inicial de la sustancia de ensayo en
reducirse en un 50%.

DT75 (Tiempo de desaparicion 75): es el tiempo que tarda la concentracion inicial de la sustancia de ensayo en
reducirse en un 75%.

DTy (Tiempo de desaparicion 90): es el tiempo que tarda la concentracion inicial de la sustancia de ensayo en
reducirse en un 90%.

1.3 COMPUESTOS DE REFERENCIA

Deben utilizarse sustancias de referencia para la cuantificacion e identificacion de los productos de
transformacidén por métodos espectroscépicos o cromatogréficos.

1.4 INFORMACION SOBRE LA SUSTANCIA DE ENSAYO

Para medir la tasa de transformacién podrd utilizarse una sustancia de ensayo no marcada o marcada con un
isdtopo, aunque se prefiere el material marcado. Para estudiar la via de transformacion y establecer un balance
de materia se requiere material marcado. Se recomienda el marcado con e, pero también puede resultar de
utilidad el uso de otros isétopos, tales como 13C, ISN, *H o **P. El marcador debers ubicarse, en la medida de lo
posible, en la parte o las partes mds estables de la molécula’. La pureza quimica y/o radioquimica de la
sustancia de ensayo debe ser de al menos el 95%.

Antes de llevar a cabo el ensayo, debe disponerse de la informacidn siguiente sobre la sustancia de ensayo:

a) solubilidad en agua (Método A.6)

b) solubilidad en disolventes orginicos;

¢) presion de vapor (Método A.4) y constante de la ley de Henry;

d)  coeficiente de reparto n-octanol/agua (Método A.8);

e) coeficiente de adsorcion (Kg, Kro Kq, en su caso) (Método C.18);

f)  hidrdlisis (Método C.7);

g) constante de disociacion (pK,) |Directriz OECD 112] (13);

h) estructura quimica de la sustancia de ensayo y posicion de la marca o marcas isotdpicas, en su caso.
Nota: debe indicarse la temperatura a la que se hicieron estas mediciones.
Ademis, puede incluirse otra informacion de utilidad como datos sobre la toxicidad de la sustancia de ensayo

para los microorganismos, sobre la biodegrabilidad inherente o inmediata, y sobre la transformacion aerobia y
anaerobia en el suelo.

1 . . . . . . . . . . .

Por ejemplo, si la sustancia de ensayo contiene un anillo, es preciso marcar ese anillo: si contiene dos o mds anillos, puede resultar
necesario efectuar estudios separados para evaluar el destino de cada anillo marcado y obtener informacion adecuada sobre la
formacion de los productos de transformacion.
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Debe contarse con métodos analiticos (incluidos métodos de extraccion y depuracion) para la cuantificacion e
identificacién de la sustancia de ensayo y de sus productos de transtormacidn en el agua y los sedimentos (véase
el apartado 1.7.2).

1.5 PRINCIPIO DEL METODO DE ENSAYO

El método descrito en este ensayo emplea un sistema de sedimento acudtico aerobio y anaerobio (véase el anexo

1) que permite:

(1) la medicién de la tasa de transformacion de la sustancia de ensayo en un sistema de sedimento-agua,

(i) la medicién de la tasa de transformacion de la sustancia de ensayo en el sedimento,

(iii) la medicién de la tasa de mineralizacion de la sustancia de ensayo y/o sus productos de transformacién
(cuando se utiliza una sustancia de ensayo marcada con l4C),

(iv) la identificaciéon y cuantificacién de los productos de transformacién en las fases acudtica y de
sedimentaria incluido el balance de materia (cuando se utilice una sustancia de ensayo marcada),

(v)la medicion de la distribucion de la sustancia de ensayo y sus productos de transformacion entre las dos fases
durante un perfodo de incubacién en la oscuridad (para evitar, por ejemplo, floraciones de algas) a
temperatura constante; las semividas y los valores DTsg, DTys y DTy se determinardn cuando los datos lo
permitan, pero no deben extrapolarse mucho mis alld del periodo experimental (véase el apartado 1.2).

Se requieren al menos dos sedimentos y sus aguas asociadas para cada uno de los estudios aerobio y anaerobio
(7). Sin embargo, puede haber casos en los que se usen mis de dos sedimentos acudticos, por ejemplo, para una
sustancia quimica que pueda estar presente en entornos de aguas dulces y/o marinas.

1.6 APLICABILIDAD DEL ENSAYO

El método es aplicable en general a todas las sustancias quimicas (no marcadas o marcadas) para las que se
disponga de un método analitico de suficiente exactitud y sensibilidad. Es aplicable a compuestos ligeramente
volitiles, no volitiles, solubles en agua o poco solubles en agua. El ensayo no deberd aplicarse a sustancias
quimicas que sean muy volatiles a partir del agua (p. ej., fumigantes o disolventes orgdnicos) y, por tanto, no se
puedan mantener en el agua y/o el sedimento en las condiciones experimentales del presente ensayo.

Este método se ha aplicado hasta ahora para estudiar la transformacion de sustancias quimicas en aguas dulces y
sedimentos, pero, en principio, se puede aplicar también a sistemas marinos/de estuarios. No es adecuado para
simular las condiciones de aguas corrientes (por ejemplo, rios) o el mar abierto.

1.7 CRITERIOS DE CALIDAD

1.7.1 Recuperacion

La extraccién y el andlisis de muestras de agua y sedimento, cuando menos duplicadas, inmediatamente después
de la adicion de la sustancia de ensayo dan una primera indicacion de la repetibilidad del método analitico y de
la uniformidad del procedimiento de aplicacién de la sustancia de ensayo. Los valores de recuperacién para
fases posteriores del experimento los dan los balances de materia respectivos (cuando se utiliza material
marcado). Dichos valores deben situarse entre el 90% y el 110% para sustancias quimicas marcadas (6) y entre
el 70% y el 110% para sustancias quimicas no marcadas.

1.7.2 Repetibilidad y sensibilidad del método analitico

La repetibilidad del método analitico (excluida la eficiencia de extraccidn inicial) para cuantificar la sustancia
de ensayo y los productos de transformacion puede comprobarse realizando un andlisis por duplicado del
mismo extracto de las muestras de agua o sedimento que fueron incubadas durante tiempo suficiente para que se
formaran productos de transformacion.
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El limite de deteccion (LOD) del método analitico de la sustancia de ensayo y de los productos de
transformacién debe alcanzar, como minimo, el menor de los siguientes valores: 0,01 mg-kg'1 de agua o
sedimento (como sustancia de ensayo) o un 1% de la cantidad inicial aplicada a un sistema de ensayo. También
debe especificarse el limite de cuantificacion (LOQ).

1.7.3 Exactitud de los datos de transformacion

El anilisis de regresion de las concentraciones de la sustancia de ensayo en funcién del tiempo facilita la
informacién apropiada sobre la fiabilidad de la curva de transformacién y permite calcular los limites de
confianza de las semividas (en el caso de la cinética de pseudo primer orden) o los valores DTy y, si procede,
DTss y DTyq.

1.8 DESCRIPCION DEL METODO
1.8.1 Sistema de ensayo y equipo

El estudio debe hacerse en recipientes de vidrio (por ejemplo, frascos, tubos de centrifugacion), a menos que se
disponga de informacion preliminar (como el coeficiente de reparto n-octanol/agua, datos sobre adsorcion, etc.)
que indiquen que la sustancia de ensayo puede adherirse al vidrio, en este caso tendrd que estudiarse la
posibilidad de emplear un material alternativo (como Teflon). Cuando se sepa que la sustancia de ensayo se
adhiere al vidrio, podrd paliarse el problema recurriendo a uno o varios de los métodos siguientes:

— determinar la masa de la sustancia de ensayo y los productos de transformacion que adsorbe el vidrio,
— hacer un lavado con disolvente de todos los recipientes de vidrio al final del ensayo;
— utilizar productos formulados (véase también el apartado 1.9.2);

— utilizar una cantidad mayor de co-disolvente para afiadir la sustancia de ensayo al sistema; si se emplea
un co-disolvente debe tratarse de uno que no solvate la sustancia de ensayo.

En los anexos 2 y 3, respectivamente, se muestran ejemplos de aparatos de ensayo habituales, por ejemplo,
sistemas de flujo de gas y biométricos (14). En la referencia 15 se describen otros sistemas ttiles de incubacion.
El disefio del aparato experimental debe permitir el intercambio de aire o nitrégeno y la fijacién de los
productos volitiles. Las dimensiones del aparato deben ser tales que se cumplan los requisitos del ensayo (véase
el apartado 1.9.1). Podri ventilarse o bien mediante un burbujeo suave o bien haciendo pasar aire o nitrégeno
sobre la superficie del agua. En este (ltimo caso puede ser aconsejable agitar suavemente el agua desde arriba
para una mejor distribucidn del oxigeno o el nitrégeno en ésta. No debe usarse aire sin CO- ya que puede
aumentar el pH del agua. En cualquiera de los dos casos, no es conveniente remover el sedimento, cosa que
debe evitarse todo lo posible. Las sustancias quimicas ligeramente volditiles deben ensayarse en sistema
biométrico con una agitacidn suave de la superficie del agua. También pueden utilizarse recipiente cerrados con
un espacio libre o bien de aire atmosférico o bien de nitrégeno y frascos internos para la fijacion de productos
voldtiles (16). En el ensayo aerobio se requiere un intercambio regular del gas del espacio libre a fin de
compensar el consumo de oxigeno de la biomasa.

Entre los fijadores adecuados para recoger productos de transformacién voldtiles cabe citar, de manera no
exhaustiva, las soluciones Tmol-dm™ de hidréxido de potasio o hidréxido de sodio para el diéxido de carbono®
y el etileno glicol, la etanolamina o la paratina al 2% en xileno para los compuestos orgdnicos. Los compuestos
voldtiles formados en condiciones anaerobias, como el metano, pueden recogerse, por ejemplo, mediante
tamices moleculares. Estos compuestos volitiles pueden convertirse, por ejemplo, en CO, por combustion
haciendo pasar el gas por un tubo de cuarzo lleno de CuO a una temperatura de 900°C y captando el CO,
formado en un absorbedor con una base (17).

Como estas soluciones de absorcion alcalinas absorben también el diéxido de carbono del aire de la ventilacién y el formado por
la respiracion en los experimentos aerobios, tienen que cambiarse a intervalos regulares para evitar su saturacion y, asi, la pérdida
de su capacidad de absorcion.
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Se requiere un equipo de laboratorio para el andlisis quimico de la sustancia de ensayo y los productos de
transformacién (por ejemplo, cromatografia liquida de gases (GLC), cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC), cromatografia de capa fina (TLC), espectroscopia de masas (MS), cromatografia de gases-
espectroscopia de masas (GC-MS), espectrometria de masas-cromatograffa liquida (LC-MS), resonancia
magnética nuclear (RMN), etc.), incluidos sistemas de deteccién para sustancias quimicas radiomarcadas o no
radiomarcadas, segiin corresponda, Cuando se utilice material radiomarcado se necesitard también un contador
de centelleo de liquidos y una cdmara de combustién oxidante (para la combustién de muestras de sedimento
antes del andlisis de radiactividad).

Ademads se necesitard, segiin corresponda, otro equipo de laboratorio estindar para andlisis fisicoquimicos y
biolégicos (véase el cuadro 1, apartado 1.8.2.2), asi como recipientes de vidrio, sustancias quimicas y reactivos.

1.8.2 Seleccion y niimero de sedimentos acuaticos

Los lugares donde se tomen las muestras deberin seleccionarse con arreglo a la finalidad del ensayo en
cualquier situacion dada. Al seleccionar los lugares donde se tomen las muestras, se tendrd en cuenta su historia
en cuanto a posibles aportaciones de origen agricola, industrial o doméstico a la cuenca o los rios o arroyos
aguas arriba. No deben usarse sedimentos si han sido contaminados con la sustancia de ensayo o sus andlogos
estructurales durante los 4 afios anteriores.

1.8.2.1 Seleccion de sedimentos

Para los estudios aerobios se utilizardn normalmente dos sedimentos (7). Los dos sedimentos seleccionados
tienen que ser distintos en cuanto a contenido de carbono orgdnico y textura. Un sedimento ha de tener un
elevado contenido de carbono orgdnico (2.5-7.5%) y una textura fina, y el otro, un bajo contenido de carbono
orginico (0.5-2.5%) y una textura gruesa. La diferencia en cuanto al contenido de carbono orgénico debe ser
normalmente, al menos, del 2%. Se entiende por "textura fina" un contenido de [arcillatlimo]’ >50% y por
"textura gruesa”, un contenido de |arcilla+limo] de <50%. La diferencia en cuanto al contenido de
|arcilla+limo| debe ser normalmente, al menos, del 20%. En los casos en que una sustancia quimica pueda
llegar también a las aguas marinas, al menos uno de los sistemas de sedimentos acudticos deberd ser de origen
marino.

Para el estudio estrictamente anaerobio, deben tomarse muestras de dos sedimentos (incluidas sus aguas
asociadas) de las zonas anaerobias de las masas de agua superficiales (7). Tanto el sedimento como las fases
acudticas tienen que manejarse y transportarse cuidadosamente en condiciones de exclusién de oxigeno.

Puede haber otros pardmetros que sean importantes para la seleccion de los sedimentos y que deban
considerarse caso por caso. Por ejemplo, el pH de los sedimentos serfa importante para ensayar sustancias
quimicas cuando su transtormacion y/o adsorcion pueda depender de éste. La dependencia de la adsorcion con
respecto al pH podrfa venir dada por la pK, de la sustancia de ensayo.

1.8.2.2 Caracterizacion de las muestras sedimento-agua
En el cuadro a continuacién se resumen los parimetros clave que deben medirse e indicarse (con referencia al
método utilizado) tanto para el agua como para el sedimento, y la fase del ensayo en la que deben determinarse.
En el apartado de referencias, puntos (18)(19)(20) y (21), se dan, a titulo informativo, los métodos de
determinacion de estos parametros.

Ademis, puede ser necesario medir e indicar caso por caso otros pardmetros (por ejemplo, para las aguas
dulces: particulas, alcalinidad, dureza, conductividad y NO3/PO4 (proporcion y valores de cada compuesto);
para los sedimentos: capacidad de intercambio de cationes, capacidad de retencién de agua, carbonatos, fésforo
y nitrégeno totales; y para los sistemas marinos: salinidad. El andlisis de los sedimentos y el agua para detectar
nitratos, sulfatos, hierro biodisponible y posiblemente otros aceptadores de electrones puede ser titil también al
valorar las condiciones redox, especialmente en relacion con la transformacion anaerobia.

*  [Arcilla+limo] es la fraccién mineral del sedimento con un tamafio de particula < 50 pm.
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Medicién de pardmetros para la caracterizacion de las muestras agua-sedimentos (7)(22)(23)
Parametro Fase del procedimiento de ensayo
muestreo manejo inicio de la al inicio durante al final
in situ posterior | aclimatacion | del ensayo el ensayo del ensayo

Origen/fuente

Temperatura

pH * X X X X

COT

Concentracion X X X X X

de Oz

Potencial X X X X

redox*

Sedimentlo

Origen/fuente

Protundidad de

la capa

pH * X X X X X

Distribucion del X

tamaiio de las

particulas

COT X X X

Biomasa X X

microbiana**

Potencial redox* Observacion X X X X

(color/olor)

* Los resultados de investigaciones recientes han mostrado que las mediciones de las concentraciones de oxigeno
en el agua y los potenciales redox no tienen un valor mecinico ni predictivo en lo que se refiere al crecimiento y
desarrollo de poblaciones microbianas en aguas superficiales (24)(25). La determinacion de la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO en la toma de muestras, el inicio y el final del ensayo) y de las concentraciones de
los micro/macronutrientes Ca, Mg y Mn (al inicio y al final del ensayo) en el agua, y la medicion del Ny el P
totales en los sedimentos (en la toma de muestras y al final del ensayo) pueden ser instrumentos mejores para
interpretar y evaluar las tasas y las vias de biotransformacién aerobia.

wE Método de la tasa de respiracién microbiana (26), método de la fumigacién (27) o mediciones de recuento en
placas (por ejemplo, bacterias, actinomicetos, hongos y colonias totales) para estudios anaerobios; tasa de
metanogénesis para estudios anaerobios.

1.8.3 Recogida, manejo y almacenamiento
1.8.3.1 Recogida

Para la toma de muestras de sedimentos, deberd utilizarse el proyecto de Directriz ISO sobre la toma de
muestras de sedimentos de fondo (8). Las muestras de sedimento se tomaran de toda la capa superior de 5 a 10
cm del sedimento. El agua asociada debe recogerse del mismo lugar y al mismo tiempo que el sedimento. Para
el estudio anaerobio, las muestras de sedimento y agua asociada deben tomarse en condiciones de exclusion de
oxigeno (28) (véase el apartado 1.8.2.1). En la bibliografia se describen algunos aparatos de toma de muestras

(8) (23).
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1.83.2 Manejo

El sedimento se separa del agua por filtracion y se tamiza por via himeda a través de una criba de 2 mm
utilizando el agua del lugar de recogida sobrante que luego se tira. A continuacién, las cantidades conocidas de
sedimentos y agua se mezclan en la proporcién deseada (véase el apartado 1.9.1) en los recipientes de
incubacion y se preparan para el periodo de aclimatacion (véase el apartado 1.8.4). Para el estudio anaerobio,
todas las etapas del manejo tiene que llevarse a cabo en condiciones de exclusién de oxigeno (29)(30)(31)(32)
y (33).

1.8.3.3 Almacenamiento

Se recomienda encarecidamente utilizar sedimentos y agua recién recogidos, pero, si es necesario el
almacenamiento, el sedimento y el agua tiene que tamizarse como se ha descrito anteriormente y almacenarse
juntos, empapados en agua ( en una capa de agua de 6-10 cm), en la oscuridad ya 4 £ 2°C* durante un maximo
de 4 semanas (7)(8)(23). Las muestras utilizadas par estudios aerobios tienen que almacenarse de manera que el
aire pueda acceder libremente (por ejemplo, en recipientes abiertos), mientras que las de estudios anaerobios
tiene que estar en condiciones de exclusion de oxigeno. No debe haber congelacion del sedimento y el agua ni
secado del sedimento durante el transporte y el almacenamiento.

1.8.4 Preparacion de las muestras de sedimento/agua para el ensayo

Tiene que haber un periodo de aclimatacion antes de afiadir la sustancia de ensayo, teniendo en cuenta que cada
muestra de sedimento/agua ha de colocarse en el recipiente de incubacién que se vaya a usar en el ensayo
principal, y que la aclimatacion ha de llevarse a cabo exactamente en las mismas condiciones que la incubacion
para el ensayo (véase el apartado 1.9.1). El periodo de aclimatacion es el tiempo necesario para alcanzar una
estabilidad razonable del sistema, expresada mediante el pH, la concentracién de oxigeno en el agua, el
potencial redox del sedimento y el agua, y la separacion macroscopica de las fases. El periodo de aclimatacion
debe durar normalmente entre una y dos semanas y no debe superar las cuatro semanas. Se indicardn los
resultados de las determinaciones efectuadas durante este periodo.

1.9 REALIZACION DEL ENSAYO
1.9.1 Condiciones del ensayo

El ensayo deberi hacerse en el aparato de incubacion (véase el apartado 1.8.1) con una proporcién
agua/sedimento en volumen entre 3:1 y 4:1, y una capa de sedimento de 2,5 em (£ 0.5 cm). Se recomienda una
cantidad minima de sedimento de 50 g (en peso seco) por recipiente de incubacion.

El ensayo se hard en la oscuridad a una temperatura constante dentro de un intervalo de 10 a 30 °C. Se considera
apropiada una temperatura de 20 + 2°C. En su caso, podrfa considerarse otra temperatura mas baja (por ejemplo,
10°C) en determinados casos concretos, segin la informacion que desee obtenerse del ensayo. Deberi
controlarse e indicarse la temperatura de incubacion.

Estudios recientes han mostrado que el almacenamiento a 4°C puede dar lugar a una disminucién del contenido de carbono
orgdnico del sedimento lo cual, a su vez, puede provocar una disminucién de la actividad microbiana (34).
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1.92 Tratamiento y aplicacion de la sustancia de en

Se utilizard una dnica concentracién para el ensayos. Para productos fitosanitarios aplicados directamente a las
masas de agua, la dosificacién mdxima indicada en la etiqueta debe tomarse como la tasa de aplicacién maxima
calculada basindose en la superficie del agua en el recipiente de ensayo. En todos los demas casos, la
concentracion que ha de emplearse tiene que basarse en las previsiones de emisiones medioambientales. Se
procurard aplicar una concentracion adecuada de la sustancia de ensayo a fin de caracterizar la via de
transformacién y la formacién y la desaparicién de productos de transformacién. Puede resultar necesario
aplicar dosis superiores (por ejemplo, 10 veces mas) cuando las concentraciones de la sustancia de ensayo estén
préximas a los limites de deteccién al inicio del estudio y/o cuando no puedan detectarse facilmente productos
de transformacién importantes que estén presentes al 10% de la tasa de aplicacién de la sustancia de ensayo. Sin
embargo, si se usan concentraciones de ensayo mds altas, no deberdn tener un efecto perjudicial significativo en
la actividad microbiana del sistema sedimento-agua. Para conseguir una concentracién constante de la sustancia
de ensayo en recipientes de diferentes dimensiones puede considerarse adecuado un ajuste segin la cantidad del
material aplicado, basdndose en la altura de la columna de agua en el recipiente en relacién con la profundidad
del agua en el campo (que se supone que es 100 cm, aunque pueden utilizarse otras alturas). En el anexo 4 se da
un ejemplo de cilculo.

El procedimiento ideal es aplicar la sustancia de ensayo como una solucidn acuosa en la fase acuosa del sistema
de ensayo. Si es inevitable, se permite el uso de cantidades pequeiias de disolventes miscibles con agua (como
la acetona y el etanol) para la aplicacion y distribucién de la sustancia de ensayo, pero estas cantidades no deben
superar el 1% v/v ni tener efectos perjudiciales para la actividad microbiana del sistema de ensayo. Debe
procederse con cuidado al generar la solucion acuosa de la sustancia de ensayo: puede resultar necesario utilizar
aparatos de columnas y pre-mezclado para asegurar una homogeneidad completa. Tras afiadir la solucién
acuosa al sistema de ensayo, se recomienda mezclar suavemente la fase acuosa, removiendo el sedimento lo
menos posible.

No se recomienda por lo general el uso de productos formulados ya que los ingredientes de la formula pueden
atectar a la distribucién de la sustancia de ensayo y/o los productos de transformacién entre las fases acuosa y
sedimentaria. No obstante, en el caso de sustancias de ensayo poco solubles en agua, su utilizacion puede
constituir una alternativa apropiada .

El nimero de recipientes de incubacién depende del nimero de tiempos de muestreo (véase el apartado 1.9.3).
Debe incluirse un niimero suficiente de sistemas de ensayo de manera que puedan sacrificarse dos sistemas en
cada tiempo de muestreo. Cuando se empleen unidades de control de cada sistema de sedimento acudtico, éstas
no deben tratarse con la sustancia de ensayo. Las unidades de control pueden utilizarse para determinar la
biomasa microbiana del sedimento y el carbono orginico total del agua y del sedimento al final del estudio. Dos
de las unidades de control (es decir, una unidad de control de cada sedimento acuatico) pueden utilizarse para
controlar los pardmetros requeridos en el sedimento y el agua durante el periodo de aclimatacién (véase el
cuadro del apartado 1.8.2.2). Hay que incluir dos unidades de control adicionales en caso de que la sustancia de
ensayo se aplique mediante un disolvente para medir los efectos negativos del sistema de ensayo en la actividad
microbiana.

193 Duracion del ensayo y muestreo

La duracién del experimento no superard normalmente los 100 dias (6). El experimento ha de continuar hasta
que queden establecidas la via de degradacion y el modelo de distribucién sedimento/agua o cuando el 90% de
la sustancia de ensayo se haya disipado por transformacion y/o volatilizacion. El nimero de tiempos de
muestreo debe ser seis, como minimo, (incluido el tiempo 0), teniendo en cuenta que deberd hacerse un estudio
opcional preliminar (véase el apartado 1.9.4) para establecer un régimen de muestreo adecuado y la duracién del
ensayo, a menos que se disponga de datos suficientes sobre la sustancia de ensayo a partir de estudios previos.
Para las sustancias de ensayo hidrofébicas, puede ser necesaria la inclusién de otros puntos de muestreo durante
el periodo inicial del estudio a fin de determinar la tasa de distribucién entre las fases acuosa y sedimentaria.

Puede ser dtil un ensayo con una segunda concentracién para sustancias quimicas que lleguen a las aguas superficiales por
diferentes vias de entrada en concentraciones significativamente diferentes, siempre que la concentracién mds baja pueda
analizarse con suficiente exactitud.
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A los tiempos de muestreo adecuados, se separan los recipientes de incubacion completos (copias) para su
andlisis. Se analizan por separado el sedimento y el agua que sobrenada®. El agua superficial tiene que separarse
con cuidado procurando remover el sedimento lo menos posible. La extraccion y caracterizacion de la sustancia
de ensayo y los productos de transformacién deben hacerse conforme a procedimientos analiticos adecuados. Se
pondrd cuidado en separar el material que pueda haber sido adsorbido en el recipiente de incubacién o los tubos
de interconexion utilizados para atrapar sustancias volitiles.

1.94 Ensayo preliminar opcional

Si no puede calcularse la duracion ni el régimen de muestreo a partir de otros estudios sobre la sustancia de
ensayo, puede resultar adecuado un ensayo preliminar opcional, que debe hacerse en las mismas condiciones de
ensayo propuestas para el estudio definitivo. Si se lleva a cabo el ensayo preliminar, se informard brevemente
sobre sus condiciones experimentales y sus resultados.

1.9.5 Mediciones y anilisis

Se medird y se indicard la concentracion de la sustancia de ensayo y los productos de transformacion en cada
tiempo de muestreo en el agua y el sedimento (como concentracién y como porcentaje de la sustancia aplicada).
En general, deberdn identificarse los productos de transformacién detectados a 210% de la radiactividad
aplicada en todo el sistema agua-sedimento en cualquier tiempo de muestreo, a no ser que esté razonablemente
justificado no hacerlo. Habrd de tomarse en consideracidén la identificacién de los productos de transformacién
cuyas concentraciones aumenten continuamente durante el estudio, aunque las concentraciones no superen los
limites indicados anteriormente, ya que este aumento puede indicar persistencia. Este aspecto se considerara
caso por caso, justificindolo debidamente en el informe.

Los resultados de los sistemas de fijacion de gases/sustancias voldtiles (CO, y otros, por ejemplo, compuestos
orgdnicos volatiles) deberdn indicarse en cada tiempo de muestreo. Se indicardn las tasas de mineralizacion.
Asimismo, se indicardn los residuos no extraibles (ligados) en el sedimento en cada punto de muestreo.

2 RESULTADOS
2.1 TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

En cada tiempo de muestreo se calculara el balance total de materia o la recuperacion (véase el apartado 1.7.1)
de la radiactividad afadida. Los resultados deberdn indicarse en porcentaje de la radiactividad afiadida. La
distribucion de la radiactividad entre el agua y el sedimento se expresard en concentraciones y porcentajes en
cada tiempo de muestreo.

La semivida, el DTy vy, en su caso, el DTss y el DTy deberdn calcularse junto con sus limites de confianza
(véase el apartado 1.7.3) Podra obtenerse informacion sobre la tasa de disipacion de la sustancia de ensayo en
el agua y el sedimento mediante el uso de instrumentos de evaluacion adecuados. Estos instrumentos pueden ir
desde la aplicacion de cinética de pseudo primer orden a técnicas empiricas de ajuste de curvas con soluciones
graficas o numéricas y evaluaciones mds complejas utilizando, por ejemplo, modelos unicompartimentales o
multicompartimentales. Para mds informacidn puede consultarse la bibliografia correspondiente (35)(36)(37).

6 - . L, L. - .y . <
Cuando pueda darse ficilmente una reoxidacion rdpida de los productos de la transformacién anaerobia, se mantendrin las

condiciones anaerobias durante el muestreo y el andlisis.



30.4.2004 Diario Oficial de la Unién Europea L 152/308

Todos los planteamientos al respecto tienen sus ventajas e inconvenientes y varfan considerablemente en
cuanto a complejidad. El supuesto de una cinética de primer orden puede ser una simplificacién excesiva de
los procesos de degradacion y distribucion, pero, cuando es posible, da un término (constante de velocidad o
semivida) que es facilmente comprensible y valioso en la modelizacién por simulacién y en los célculos de las
concentraciones previstas en el medio ambiente. Los planteamientos empiricos o las transformaciones lineales
pueden dar lugar a un mejor ajuste de las curvas a los datos y, por tanto, permitir una mejor estimacion de las
semividas, los valores DTsq y, en su caso, los DT7s y DTy. Sin embargo, el uso de las constantes derivadas es
limitado. Los modelos compartimentales pueden generar una serie de constantes de valor dtiles en la
evaluaciéon de riesgos que describen la velocidad de degradacién en diferentes compartimentos y la
distribucion de la sustancia quimica. Asimismo, estos modelos deben utilizarse para el cilculo de constantes
de velocidad en la formacién y degradacién de los principales productos de transtormacién. En todos los
casos, el método elegido debe justificarse y el experimentador ha de demostrar gréfica o estadisticamente la
correccion del ajuste.

3 INFORME
3.1 INFORME DEL ENSAYO

El informe debe comprender la siguiente informacién:

Sustancia de ensayo:

— nombre comin, nombre quimico, nimero CAS, férmula estructural (indicando la posicion del marcador
cuando se usa material marcado radiactivamente) y propiedades tisicoquimicas de interés;

— pureza (impurezas) de la sustancia de ensayo;

— pureza radioquimica de la sustancia quimica marcada y actividad molar (si procede).
Sustancias de referencia:

— Nombre quimico y estructura de las sustancias de referencia utilizadas para caracterizar y/o identificar los
productos de transformacion.

Sedimentos y aguas del ensayo:
— ubicacién y descripcion de los lugares donde se han tomado las muestras de sedimentos acudticos
incluyendo, si se puede, un historial de la contaminacién;

— toda la informacion sobre la recogida, almacenamiento (si lo hay) y aclimatacion de los sistemas agua-
sedimento;

— caracteristicas de las muestras agua-sedimento segln lo indicado en el cuadro del apartado 1.8.2.2.

Condiciones de ensayo:

— sistema de ensayo utilizado (por ejemplo, sistema de flujo, sistema biométrico, forma de ventilacién,
método de agitado, volumen de agua, masa del sedimento, grosor de la capa de sedimento y agua,
dimension del recipiente de prueba, etc.)

— aplicacion de la sustancia de ensayo al sistema de ensayo: concentracién de ensayo utilizada, nimero de
copias y testigos, forma de aplicacion de la sustancia de ensayo (por ejemplo, utilizacion de disolventes,
en su caso) etc.

— temperatura de incubacidn;
—  tiempos de muestreo;
— métodos de extraccidn y sus rendimientos, asi como métodos analiticos y limites de deteccion;

— meétodos de caracterizacion/identificacion de productos de transformacion;
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— desviaciones del protocolo de ensayo o de las condiciones de ensayo durante el estudio.
Resultados:

— cifras en bruto de los andlisis representativos (todos los datos en bruto tienen que almacenarse en el
archivo BPL);

— repetibilidad y sensibilidad de los métodos analiticos utilizados;
— tasas de recuperacion (en el apartado 1.7.1 se dan los valores porcentuales para un estudio vilido);

— tablas de resultados expresada en % de la dosis aplicada y en mg-kg'1 en el agua, el sedimento y el
sistema completo (s6lo %) para la sustancia de ensayo y, si procede, para los productos de
transformacidn y la radiactividad no extraible;

— balance de materia durante y al tinal de los estudios;

— representacién gréifica de la transformacién en las fracciones acuosa y sedimentaria y en el sistema
completo (incluida la mineralizacion);

— tasas de mineralizacion;

— semivida, DTsq, vy, en su caso, DTys y DTy de la sustancia de ensayo vy, si procede, de los principales
productos de transformacion, incluyendo limites de confianza en el agua, el sedimento y el sistema
completo;

— valoracién de la cinética de transformacion de la sustancia de ensayo y, si procede, de los principales
productos de transformacion;

— via de transformacién propuesta, si procede;

— discusidn de los resultados.
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ANEXO 1

DIRECTRIZ SOBRE LOS SISTEMAS DE ENSAYO AEROBIOS Y ANAEROBIOS

Sistema de ensayo aerobio

El sistema de ensayo aerobio descrito en este método de ensayo consiste en una capa de agua aerobia (cuyas concentraciones
de oxigeno oscilan normalmente entre 7 y 10 mg-l'l) y una capa de sedimento, aerobio en la superficie y anaerobio por debajo
de la superficie (cuyos potenciales redox medios (E;) oscilan normalmente en la zona anaerobia del sedimento entre —80 y —
190 mV). Se hard circular aire hiimedo sobre la superficie del agua en cada unidad de incubacion para mantener suficiente
oxigeno en el espacio libre.

Sistema de ensayo anaerobio

Para el sistema de ensayo anaerobio, el procedimiento del ensayo es esencialmente el mismo que el descrito para el sistema
aerobio con la excepcidn de que el nitrégeno humedecido se pasa por la superficie del agua en cada unidad de incubacidn para
mantener un espacio libre de nitrégeno. El sedimento y el agua se consideran anaerobios cuando el potencial redox (Ey) sea

inferior a —100 mV.

En el ensayo anaerobio, la valoracion de la mineralizacion incluye la medicion del diéxido de carbono y el metano liberados.
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ANEXO 2

EJEMPLO DE APARATO DE FLUJO
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Aquatic sediment degradation rig design: Esquema del equipo para el estudio de la degradacion en
sedimentos acudticos

Air or Nitrogen: Aire o nitrégeno Deionised water : Agua desionizada
Inlet traps : Fijadores de entrada Safety trap: Fijador de seguridad
Inlet manifold : Distribuidor de entrada Surface water : Agua superticial
Sediment: Sedimento Incubation unir: Unidad de incubacion
Safety trap : Fijador de seguridad Trap I: Fijador |

Trap 2 : Fijador 2 Trap 3 Fijador 3

Trap 4 : Fijador 4

Aquarium valves outlet manifold : Distribuidor de salida con vélvulas de acuario
Vacuum line.: Linea de vacio Deionised water : Agua desionizada
Outlet traps : Fijadores de salida
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ANEXO 3

EJEMPLO DE APARATO BIOMETRICO
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System for absorption of CO; and for adsorption of organic volatile compounds (O permeable): Sistema para la absorcién de CO, y
la adsorcidn de compuestos orgdnicos voldtiles (permeable al O,)

Device for CO; extraction : Dispositivo para la extraccion de CO,

Opening for oxygen determination in H,O : Abertura para la determinacién de oxigeno en el agua

Opening for gas determination (with septum closed):Abertura para la determinacién de gases (con el septum cerrado)

Stirrer :Agitador

Water : Agua

Sediment : Sedimento

Magnetic stirrer : Agitador magnético
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ANEXO 4

EJEMPLO DE CALCULO DE LA DOSIS QUE DEBE APLICARSE A LOS RECIPIENTES DE ENSAYO

Didmetro interno del cilindro: =8cm
Altura de la columna de agua sin incluir el sedimento: =12 cm
Area de la superficie: 3,142 x 47 =50,3 cm?

Tasa de aplicacion: 500 g de la sustancia de ensayo/ha corresponde a 5 pg/cm2

Total ug: 5 x 50,3 =251,5 pg
Ajuste de la cantidad en relacién con una altura de 100 cm.

12 x 251,5 + 100 =30,18 pg
Volumen de la columna de agua: 50,3 x 12 =603 ml

Concentracion en el agua: 30,18 + 603 = 0,050 pg/ml o 50 pg/l



