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Descargo de responsabilidad

Este informe ha sido desarrollado como un recurso para agencias federales estadounidenses y
partes interesadas que buscan establecer confianza en nuevos enfoques que reemplacen, reduzcan
o refinen el uso de animales en pruebas. Los principios descritos en este informe se desarrollaron
con insumos de personal de 17 dependencias federales, multiples grupos de trabajo
interinstitucionales, el publico y el Comité Cientifico Asesor sobre Métodos Toxicoldgicos
Alternativos. Como tal, este informe no refleja necesariamente las opiniones o politicas de
ninguna agencia o grupo de trabajo. Este documento no crea derechos para ninguna persona o
parte y no debe ser considerado como compromiso por ningin organismo federal. El presente
informe no establece ninguna responsabilidad exigible por ley. Mas bien, este informe describe
la postura actual del Comité Coordinador Interinstitucional para la Validacién de Métodos
Alternativos (ICCVAM) sobre un tema y se debera considerar solo como recomendaciones, a
menos que se citen requisitos regulatorios o legales especificos. El uso de la palabra “deberd”
significa que se sugiere o recomienda algo, pero no constituye un requisito.

Resumen Ejecutivo

Cada vez mas se estan desarrollando Metodologias de Nuevo Enfoque (MNE) y se estan
utilizando para proporcionar evaluaciones reglamentarias y no reglamentarias de los posibles
efectos toxicos de sustancias y productos quimicos en la salud humana y el medio ambiente. Estas
MNE se estan utilizando para investigar los mecanismos bioldgicos subyacentes en procesos
toxicoldgicos, para ayudar en la evaluacion de productos nuevos y existentes, y para generar
informacion de identificacion de peligros y relacion dosis-respuesta, para los propositos de
clasificacion de peligros para la salud y el medio ambiente y evaluacion de riesgos. El presente
informe fue desarrollado por el ICCVAM para ayudar a los desarrolladores y usuarios finales a
generar confianza en las MNE. Esta confianza se puede lograr mediante la implementacion de
estrategias de validacion flexibles y adecuadas, que tomen en cuenta la aplicacion prevista de la
MNE. Este documento ayuda a generar confianza al describir conceptos como el contexto de uso,
la importancia bioldgica y la caracterizacion técnica de las MNE. El informe busca la aceptacion
regulatoria de las MNE por parte de las agencias federales de Estados Unidos y la potencial
armonizacion internacional de las mismas, y revisa las mejores practicas para las herramientas de
calidad y la evaluacion técnica de las MNE. El informe también enfatiza la necesidad de
comunicacion entre los desarrolladores, los usuarios finales y las agencias reguladoras. La
estrategia obsoleta de la validacion de una sirve para todas, no funciona en un campo avanzado
como las MNE. El ICCVAM es una organizacion que puede apoyar esta transicion hacia
enfoques més modernos, en calidad de asesor, a través de la coordinacion de los esfuerzos de
validacion y estableciendo oportunidades de colaboracion en investigacion. Por lo tanto, el
ICCVAM ha desarrollado este informe, en cooperacion con 17 agencias reguladoras federales y
laboratorios de investigacion, para ayudar a los desarrolladores, usuarios finales y agencias
reguladoras a generar confianza en las MNE, para que puedan implementarse de modo que
complementen o reemplacen a las pruebas en animales con fines regulatorios y no regulatorios.
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1.0 Introduccion

El Comité Coordinador Interinstitucional para la Validacion de Métodos Alternativos
(ICCVAM, segun sus siglas en inglés) esta integrado por representantes de 17 organismos
reguladores federales y de investigacion de los Estados Unidos, que requieren, utilizan, generan
o difunden, informacion sobre pruebas toxicologicas y de seguridad. El ICCVAM realiza
evaluaciones técnicas de métodos de prueba de seguridad nuevos, revisados y alternativos, y
estrategias de prueba integradas con aplicabilidad regulatoria. E1 ICCVAM también promueve la
validacion cientifica y la aceptacion o calificacion regulatoria, de métodos de prueba que evaltian
con precision la seguridad quimica y los peligros de productos relevantes, en un esfuerzo por
reemplazar, reducir o refinar (mejorar el bienestar de los animales y disminuir o evitarles dolor y
angustia) el uso de animales.

Poco después de su establecimiento como comité permanente en 1997, el ICCVAM publicé un
informe, “Validacioén y Aceptacion Regulatoria de Métodos de Pruebas Toxicoldgicas”
(ICCVAM, 1997), en el que se sefialaban criterios para la validacion y aceptacion regulatoria de
métodos de prueba nuevos y alternativos. Posteriormente se proporciond orientacion adicional en
la publicacion de 2003, “Directrices del ICCVAM para la Nominacion y Presentacion de
M¢étodos de Prueba Nuevos, Revisados y Alternativos” (ICCVAM, 2003). Los principios
senalados en estos documentos se llevaron més alla en la elaboracion de los criterios
internacionales descritos en el Documento de Orientacion (GD) 34 de la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Economicos (OCDE), “Documento de Orientacion sobre la
Validacion y Aceptacion Internacional de Métodos de Prueba Nuevos o Actualizados para la
Evaluacion de Peligros” (OCDE, 2005). Estos recursos describian un modelo de validacion que
es flexible en principio, pero que en la practica ha mostrado varias limitaciones, como ser largo y
consumir muchos recursos. Para algunos contextos de uso, es posible que los métodos no
necesiten someterse a cada uno de los pasos de este proceso de validacion, para que produzcan
datos valiosos para una agencia federal. Ademas, estos documentos no siempre son compatibles
con muchos enfoques modernos de pruebas de toxicidad, que ponen menos énfasis en la
sustitucion de las pruebas in vivo por un unico método alternativo y mas énfasis en la integracion
de resultados provenientes de multiples ensayos in vitro e in quimico y enfoques in silico (por
ejemplo, modelos computacionales). La publicacion del ICCVAM del 2018, “Hoja de ruta
estratégica para establecer nuevos enfoques para evaluar la seguridad de sustancias quimicas y
productos médicos en los Estados Unidos” (ICCVAM, 2018), proporciona un marco conceptual
que promueve una mejor comunicacion entre agencias y desarrolladores de métodos de prueba y
una mayor flexibilidad en el modo en que se establece la confianza, para ayudar a garantizar la
adopcion de nuevos métodos por parte de las agencias federales y las industrias reguladas, una
vez validados para una aplicacion o contexto de uso (CDU) especifico. El texto que sigue
proporciona informacion mas especifica sobre el establecimiento de confianza en las
metodologias de nuevo enfoque (MNE) basadas en los principios descritos en la Hoja de Ruta
ICCVAM 2018.

En el contexto de este informe, el término MNE se refiere a cualquier tecnologia, metodologia,
enfoque, o combinacién de los mismos, que pueda utilizarse para proporcionar informacion
sobre la evaluacion de riesgos y peligros quimicos, y que favorezca el reemplazo, reduccion o
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refinamiento (las 3R) del uso de animales. El presente informe se basa en los principios
articulados en las directrices y documentos existentes (Tabla 1) aceptados por los Estados
Unidos e internacionalmente, para abogar por un enfoque mas flexible para generar confianza en
las MNE. Aqui presentamos conceptos clave de validacion, calificacion y aceptacion regulatoria
tal como son aplicados en las MNE que incluyen pruebas en sistemas bioldgicos (por ejemplo, in
vitro, ciertos in quimico, organismos modelo pequefios), reconociendo que pueden ser necesarias
consideraciones adicionales para otros tipos de MNE, tales como predicciones mediante modelos
computacionales (OCDE, 2007).

Tabla 1. Ejemplos de documentos de Estados Unidos e internacionales existentes, relacionados
con la validacion, calificacion y uso regulatorio de MNE

Titulo del documento Referencias

Validacion y Aceptacion Regulatoria de Métodos de Pruebas Toxicologicas ICCVAM, 1997
(retirado a la fecha de publicacion de este informe)

Directrices del ICCVAM para la designacion y presentacion de métodos de ICCVAM, 2003
prueba nuevos, revisados vy alternativos

Serie OCDE sobre Pruebas y Evaluaciones No. 34: Documento de OCDE, 2005
Orientacion sobre la Validacion v Aceptacion Internacional de Métodos de
Prueba Nuevos o Actualizados para la Evaluacion de Peligros

Procedimientos recomendados en relacion con la politica de la CPSC sobre CPSC, 2012
pruebas en animales

Hoja de Ruta de Toxicologia Predictiva de la FDA FDA, 2017a

Calificacién de herramientas para el desarrollo de dispositivos médicos: FDA, 2017b
lineamientos para la industria, desarrolladores de herramientas vy personal de
la Administracion de Alimentos v Medicamentos

Plan Estratégico de la EPA para Promover el Desarrollo e Implementacion de | EPA, 2018
Métodos de Prueba Alternativos dentro del Programa TSCA

Hoja de Ruta Estratégica del ICCVAM para Establecer Nuevos Enfoques ICCVAM, 2018
para Evaluar la Seguridad de Sustancias Quimicas y Productos Médicos en
los Estados Unidos

Documento de Orientacion sobre las Buenas Practicas de Métodos In Vitro OCDE, 2018
(GIVIMP, segun sus siglas en inglés)



https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/subguidelines/sd_subg034508.pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://one.oecd.org/document/ENV/JM/MONO(2005)14/en/pdf
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.cpsc.gov/Business--Manufacturing/Testing-Certification/Recommended-Procedures-Regarding-the-CPSCs-Policy-on-Animal-Testing
https://www.fda.gov/science-research/about-science-research-fda/fdas-predictive-toxicology-roadmap
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/qualification-medical-device-development-tools
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2018-06/documents/epa_alt_strat_plan_6-20-18_clean_final.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/docs/roadmap/iccvam_strategicroadmap_january2018_document_508.pdf
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
https://doi.org/10.1787/9789264304796-en
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Titulo del documento Referencias

Lineamientos para la industria y desarrolladores de métodos de prueba: CPSC, 2020
Evaluacion del personal de la CPSC de métodos de prueba alternativos y

enfoques de prueba integrados y datos generados a partir de dichos métodos

para respaldar los requisitos de etiquetado de la FHSA

Guia del proceso de calificacion de herramientas de desarrollo de FDA, 2020
medicamentos, para la industria v el personal de la FDA

Plan de Trabajo de Métodos de Nuevo Enfoque de la EPA EPA, 2021a

Plan estratégico de la EPA para reducir el uso de animales vertebrados en EPA, 2021b
pruebas quimicas

Avance de las nuevas metodologias alternativas en la FDA FDA, 2021a

2.0 Conceptos clave en la validacion de MNE flexibles y aptas para
el proposito pretendido

Los principios subyacentes de validacion descritos en el GD 34 de la OCDE siguen siendo
esenciales, pero los procesos utilizados para la validacion deben permitir el desarrollo eficiente y
oportuno de los MNE que sean aptos para su propoésito, confiables y que proporcionen
informacion relevante para las especies de interés. En concreto, El DG 34 (Documento de
Orientacion 34) de la OCDE establece que “los nuevos métodos de prueba se someten a
validacion para asegurar que emplean ciencia solida y cumplen las necesidades regulatorias”, es
decir, que los métodos son aptos para su proposito, lo que ademas de informar las decisiones
regulatorias, podria incluir la seleccion y priorizacion de casos de uso. La guia también establece
que “el proceso de validacion debe ser flexible y adaptable” y que el desempefio debe
“demostrarse utilizando una serie de productos quimicos de referencia” y “evaluarse en relacion
con datos de toxicidad pertinentes existentes” (OCDE, 2005). Como tal, la confianza en las MNE
no debe considerarse un estatus universal otorgado después de finalizar un proceso especifico
(por ejemplo, considerar que una NAM ya esta “validada” después de completar con éxito un
estudio de prueba en anillo); mas bien, ganar confianza en las MNE debe considerarse como un
proceso de evolucion e iterativo, que requiere comunicacion entre los desarrolladores de
métodos, aquellos que toman decisiones regulatorias y las instituciones de validaciéon (ICCVAM,
2018).


https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.regulations.gov/document/CPSC-2021-0006-0001
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.fda.gov/media/133511/download
https://www.epa.gov/system/files/documents/2021-11/nams-work-plan_11_15_21_508-tagged.pdf
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.epa.gov/assessing-and-managing-chemicals-under-tsca/strategic-plan-reduce-use-vertebrate-animals-chemical
https://www.fda.gov/media/144891/download
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Independent RevieW

Figura 1. Conceptos clave a considerar durante el desarrollo e implementacion de estrategias de
validacion de MNE flexibles y aptas para su propoésito. Adaptado de van der Zalm et al. (2022).

Existen varios conceptos clave que es importante tener en cuenta al disefar e implementar
estrategias de validacion flexibles y aptas para su propoésito, representados en la Figura 1. Estos
conceptos son ampliamente aplicables al uso de MNE para diversos fines, pero deben adaptarse,
segun sea necesario, a las circunstancias y aplicacion especificas. Un concepto general a
considerar es el CDU, o el proposito al que se destina la MNE (por ejemplo, deteccion,
identificacion de peligros, evaluacion de potencia, punto de partida para la evaluacion
cuantitativa de riesgos, etc.). El CDU informara sobre la flexibilidad del proceso de validacion y
coémo se establece la aptitud de la MNE para un CDU especifico. Los conceptos clave
involucrados en ese proceso de validacion flexible y apto para su propdsito, son la importancia
bioldgica, la caracterizacion técnica, la integridad de los datos y la transparencia de la
informacion. Como se demuestra en la figura, estos aspectos estan relacionados y son
interdependientes. Por tltimo, todas las partes del proceso de validacion deberan estar sujetas a
revisiones independientes. Estos conceptos clave son similares a los elementos esenciales
propuestos por van der Zalm et al. (2022) en un marco para establecer la confianza cientifica en
las MNE, pero aqui los estamos adaptando para que sean utiles en una gama mas amplia de
aplicaciones de las MNE. Cada uno de estos conceptos clave se detalla mas en la Seccion 3.0.



Validacion, Calificacion y Aceptacion Regulatoria de MNE Marzo de 2024

3.0 Aplicacion de los conceptos clave para generar confianza en las
MNE

La validacién debe ser un proceso robusto pero flexible, en el que se establezca confianza
cientifica al determinar la aptitud de una MNE para un CDU especifico. Cuando sea posible y
apropiado, debe existir evidencia que respalde que el uso de un método alternativo proporcionara
informacion tan buena o mejor que el método existente y que hara que una revision regulatoria
conduzca a decisiones que sean igual de protectoras para la salud humana. E1 CDU determina los
criterios detallados y la implementacién de los conceptos clave. A fin de determinar si las MNE
son aptas para un proposito particular, deben definirse con claridad tanto el CDU como la
biologia relevante que la MNE pretende abarcar. La MNE se debera describir muy bien y
proporcionar informacidn técnicamente confiable que tenga importancia biologica y/o que
proteja la salud para el punto final o el proceso en cuestion. La composicion de la informacion
proporcionada por la MNE debera ser lo suficientemente transparente, como para permitir una
revision independiente que garantice la integridad y la fiabilidad. Cuando sea apropiado y
posible, el generar confianza en las MNE puede incluir demostrar que éstas proporcionan
informacion de calidad equivalente o mejor y relevancia para la especie de interés, para la toma
de decisiones reglamentarias, en comparacion, ya sea cuantitativa o cualitativa, con la
informacion proporcionada por el método tradicional de ensayo en animales. Para evitar verse
limitado por el status quo, debera reconocerse la posibilidad de que la MNE pueda proporcionar
informacion de mejor calidad y mayor importancia para la toma de decisiones regulatorias, que
el método tradicional de ensayo en animales. Esto requiere un marco de validacion que permita
esta posibilidad y tenga en cuenta las circunstancias en las que podria no ser posible una
comparacion con los datos de métodos tradicionales de ensayo en animales.

3.1 Contexto de Uso

El establecimiento del CDU, o la utilizacion prevista de una MNE, incluye la elaboracion de una
declaracion que describa completa y claramente la manera en que se pretende utilizar la MNE y
su propdsito regulatorio (si fuera aplicable). Las agencias federales de los Estados Unidos operan
bajo estatutos y regulaciones particulares de cada agencia (véase, por ejemplo, Shaffer, 2021) y,
por lo tanto, tienen diferentes criterios para que una MNE sea aceptable y aplicable a los
requisitos individuales de cada agencia. En algunos casos, incluso dentro de una agencia (por
ejemplo, diferentes centros de la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos [FDA], u oficinas de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos [EPA])
puede haber diferentes necesidades dependiendo del area de regulacion. Esto se complica atin
mas a nivel internacional, ya que las regulaciones en otros paises pueden diferir de aquellas de
los Estados Unidos, de modo que los métodos aceptables en un pais para un CDU en particular
podrian no ser aceptables en otro lugar. En consecuencia, aunque una MNE puede validarse para
abordar un criterio de valoracion especifico para uno (o varios) CDU bajo una
directriz/regulacion particular, podria no ser considerada aceptable bajo una directriz/regulacion
diferente, entre las diversas agencias, jurisdicciones reguladoras y paises. Para comprender mejor
este panorama regulatorio diverso, el ICCVAM ha recopilado informacion de una variedad de
agencias, tanto a nivel nacional como internacional, para caracterizar las necesidades de las
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agencias especificas para criterios de valoracion de toxicidad particulares (NIEHS, 2023a;
ejemplos mostrados en la Tabla 2).

Tabla 2. Manuscritos producidos por grupos de trabajo del ICCVAM, que proporcionan detalles
sobre las necesidades de pruebas de la agencia para temas seleccionados

Las pruebas deben centrarse Referencias

Pruebas de toxicidad aguda Strickland y col., 2018

Ensayos de ecotoxicidad Cegery col., 2022

Extrapolacion de in vitro a in vivo Chang y col., 2022

Pruebas de nanomateriales usando MNE Petersen y col., 2022a

Sensibilizacion de la piel Daniel y col., 2018; Strickland y col., 2019
Pruebas de irritacion de la piel y ojos Choksi y col., 2019

Las MNE con diferentes CDU tales como deteccion/priorizacion e identificacion de peligros,
pueden ser diferentes de aquellas que estan disefiadas para responder preguntas especificas
referentes a mecanismos toxicologicos y/o apoyar evaluaciones cuantitativas de riesgos, y como
tales, se pueden desarrollar y aplicar diferentes criterios para evaluar y validar las MNE para
cada proposito. Muchos métodos nuevos son desarrollados en entornos académicos, para abordar
cuestiones de investigacion basica que pueden ser de naturaleza especifica o exploratoria.
Ocasionalmente, se reconoce que uno de estos métodos podria tener el potencial de desempefiar
un papel distinto al de investigacion basica en areas mas aplicadas, tales como la toma de
decisiones regulatorias. Es importante que los desarrolladores de nuevos métodos se retinan con
agencias federales y/o usuarios previstos o partes interesadas, antes de validar una MNE, para
garantizar que los estudios de validacion disefiados para establecer confianza se adapten
adecuadamente al CDU previsto.

Otras MNE pueden ser mas utiles para el descubrimiento y desarrollo de productos. Se puede
adoptar una MNE para detectar nuevas moléculas en busca de actividades deseables (por ejemplo,
farmacoldgicas) o potencialmente indeseables (toxicas). Estos datos pueden ser utilizados para
tomar decisiones acerca de qué moléculas deben llevarse a un mayor desarrollo. La
estandarizacion (normalizacion) de los métodos de prueba puede apoyar la innovacion, al enfocar
los esfuerzos y recursos en nuevos descubrimientos tecnoldgicos o terapéuticos, en vez de en el
desarrollo o prueba de métodos. Estos usos de las MNE tienden a estar fuera de la autoridad
reguladora de la mayoria de las agencias federales. No obstante, aun se recomienda aplicar los
conceptos clave para establecer una confianza cientifica en las MNE, para asegurar que se estén
obteniendo datos de alta calidad . Se reconoce que estos usos de las MNE pueden respaldar las 3R
directamente y proporcionar datos preliminares y experiencia que puedan apoyar un mayor
desarrollo de alguna MNE, permitiendo potencialmente su uso con fines regulatorios.
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3.2 Relevancia biologica

La importancia de una MNE incluye la relacion entre la prueba y el efecto en la especie objetivo
y si el método de prueba es significativo y util para un proposito definido, habiendo ya
identificado las limitaciones. Una demostracion adecuada de la importancia de una MNE
contribuye de manera importante a la confianza en ella. La relevancia bioldgica puede
demostrarse de diversas maneras, dependiendo de la informacion disponible, tal como se detalla
a continuacion.

Las consideraciones en torno a la relevancia biologica que se detallan en las siguientes
subsecciones incluyen:

e ,Qué tipo de informacion proporciona la MNE? ; Existe una comprension de la biologia y
los mecanismos que conducen al resultado o punto final?

e ;Qué datos de referencia estan disponibles para la evaluacion comparativa del resultado
que la MNE pretende cuestionar?

e ,Cuales son las consideraciones sobre si se deben comparar los resultados de una MNE
con un método de laboratorio establecido y como hacerlo?

También pueden cobrar importancia consideraciones adicionales en torno a la relevancia
bioldgica, dependiendo de las circunstancias especificas de aplicacion de la validacion.

3.2.1 Comprension mecanicista

Es importante tomar en cuenta la biologia de la especie de interés (generalmente humana, pero
muchas veces otras especies) a la hora de evaluar la relevancia de una MNE. Las comparaciones
de la informacién proporcionada por la MNE con la biologia in vivo deberan estar respaldadas,
siempre que sea posible, por el conocimiento mecanicista existente (por ejemplo, una ruta de
resultado adverso [RRA] o un proceso bioldgico de importancia toxicologica). Anclar una MNE
auna RRA establecida a través de un evento de iniciacion molecular o uno o mas eventos clave,
puede ayudar a demostrar la relevancia biologica de la MNE. Por otro lado, la falta de una RRA
establecida para el resultado que predice una MNE, no necesariamente excluye que la MNE sea
potencialmente util y dicha informacién de apoyo puede provenir de los conocimientos
mecanicistas proporcionados por datos in vivo y de la comprension de la biologia de la especie
objetivo. Es importante que una MNE sea caracterizada de manera integral y describa claramente
qué evento bioldgico se esta midiendo y como se relaciona con el resultado adverso o peligro
preocupante.

Una descripcion de la MNE debe abordar la plausibilidad biologica del modelo para predecir
resultados in vivo y/o proporcionar un vinculo mecanicista con un proceso bioldgico, mecanismo
o RRA. Por ejemplo, si una MNE va a predecir la posibilidad de que un producto farmacéutico
de consumo humano induzca malformaciones fetales o letalidad embriofetal, debe haber una
comprension de los mecanismos de desarrollo embriofetal (por ejemplo, migracién celular,
diferenciacion, vasculogénesis, neurulacion, gastrulacion) y su conexion con los efectos adversos
del desarrollo posteriores estudiados con el modelo (FDA, 2021b). Si bien la relacion con el
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efecto in vivo que se predice puede ser de naturaleza correlativa, es mas desafiante generar
confianza en las predicciones de la MNE a partir unicamente de relaciones correlativas o
empiricas; por lo tanto, se prefieren las pruebas con relevancia bioldgica clara para el proceso
que se evalua. La falta de comprension de la relevancia bioldgica y mecanicista de una MNE
puede limitar su aplicabilidad a los limites estrictamente definidos por los datos utilizados para
validar la MNE y dificultar la extrapolacion de las MNE a clases quimicas fuera de las utilizadas
para establecer y validar la MNE.

Una RRA es un marco organizativo til para vincular perturbaciones moleculares y celulares con
resultados adversos para la salud y puede usarse para desarrollar y anclar MNE que representan
procesos toxicoldgicos importantes. Existen ejemplos de criterios de valoracion que si tienen
RRA bien establecidas, tales como la sensibilizacion de la piel (Kleinstreuer et al., 2018) Para
criterios de valoracion que carecen de RRA bien establecidas, en su lugar se puede tomar en
cuenta la relevancia mecanicista de la MNE, basdndose en factores tales como rutas o procesos
bioldgicos (Tabla 3).

Tabla 3. Ejemplos de criterios de valoracion en los que se ha demostrado la relevancia bioldgica
y mecanicista de las MNE*

Criterio de Resumen Referencias

Valoracion

Sensibilizaciéon | El criterio de valoracion tiene una RRA en Kleinstreuer y col., 2018;
de la piel seres humanos relevante bien desarrollada, OCDE, 2021a

para la cual se mapean enfoques definidos que
combinan varias MNE y se describen en la

Directriz 497 de la OCDE.
Alteraciones Hay disponibles modelos de rutas establecidas | Judson y col., 2015;
endocrinas que utilizan MNE complementarias como parte | Kleinstreuer y col., 2017;

de una estrategia integrada, para la actividad EPA, 2023
de receptores de estrégeno y androgenos. La
EPA acepta estas MNE para la deteccion de
Nivel 1 en el Programa de Deteccion de
Alteraciones Endocrinas.

Neurotoxicidad | Existen RRA limitadas para este complejo Crofton y Mundy, 2021;
del desarrollo criterio de valoracion. En cambio, se ha OCDE, 2022a; OCDE,
desarrollado una serie de MNE que abarcan 2023

procesos criticos del neurodesarrollo humano.
Se dispone de un DG de la OCDE sobre dicha
serie que incluye estudios de caso de Enfoques
Integrados para Pruebas y Evaluaciones
(IATA).
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Criterio de Resumen Referencias
Valoracion

Toxicidad por Se utiliz6 un enfoque alternativo empleando un | Corley y col., 2021; EPA,
inhalacion ensayo in vitro basado en células humanas y 2021¢c; OCDE, 2022b
modelado por computadora, para derivar un
punto de partida para su uso en la evaluacion
de riesgos para la salud humana de la EPA.
Este enfoque también fue publicado como un
estudio de caso de IATA de la OCDE.

Irritacion ocular | Documento de orientacion que describe un EPA, 2015; Clippinger y
marco de pruebas alternativo para evaluar el col., 2021

potencial de irritacién ocular de plaguicidas y
productos plaguicidas. Se revisaron los
métodos de prueba in vivo, in vitro ex vivo
disponibles con respecto a su relevancia para la
anatomia ocular humana y los mecanismos de

toxicidad.
Irritacion de la | Documento de orientacién que propone un OCDE, 2014
piel IATA para la corrosion e irritacion de la piel,

utilizando informacién existente, propiedades
fisicoquimicas y otros métodos que no son de
prueba.

* Consulte la guia especifica de la agencia para la aceptacion de diferentes MNE.

De manera ideal, la descripcion de la relacion de la MNE con el efecto bioldgico de interés, se
debe fundamentar en informacion disponible sobre la biologia 0 mecanismo de accion relevante,
para el criterio de valoracion en cuestion en las especies de interés. En algunos casos, esto puede
no ser posible y los datos de una especie diferente a la de interés pueden ser la Uinica base
disponible para comparacion. No obstante, la fisiologia de las especies de interés puede diferir de
las especies de prueba sustitutas existentes, lo cual enfatiza atin mas la necesidad de incorporar la
comprension mecanicista en la evaluacién de la MNE. Por ejemplo, los aspectos anatomicos y
fisioldgicos del ojo de conejo difieren de los humanos (Clippinger et al., 2021) y los intervalos
de susceptibilidad durante el desarrollo cerebral difieren entre especies (Smirnova et al., 2014;
Tsuji y Crofton, 2012). En consecuencia, la relevancia bioldgica para las especies de interés y las
consideraciones clave de exposicion deben reconocerse al evaluar tanto la MNE como el método
de prueba de referencia existente. Las evaluaciones de relevancia bioldgica y mecanicista
podrian considerar, por ejemplo, la relevancia del tipo de célula utilizado, las caracteristicas
fisiologicas del 6rgano/tejido relevante bajo investigacion, o la presencia de metabolitos de
importancia para la especie asociados con la sustancia que se esta probando (observando que los
metabolitos encontrados en una especie podrian ser diferentes de los encontrados en otra o
producidos en una MNE). Adicionalmente, se podria examinar la capacidad de un método para

10
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evaluar un modo de accidon o mecanismo en particular especifico de una especie (Hartung, 2010;
Madia et al., 2021; Parish et al., 2020).

Mas alla de la traslacion de especies, la variacion entre individuos (por ejemplo, donantes de
células o tejidos utilizados en ensayos in vitro ) también puede ser subyacente a la variacion
biologica que puede afectar la respuesta medida, asi como potencialmente agregar informacion
adicional sobre la variabilidad entre individuos en una poblacion (Harill, 2020). Si bien no se
cubre a profundidad en el presente documento, los usuarios y desarrolladores de MNE deben ser
conscientes de que la observacion de un efecto (con respecto a la magnitud y en algunos casos, la
presencia del efecto observado) asi como el punto de partida o dosis a la que se produce el
efecto, pueden ser modulados por la variacion de secuencia genética presente en un panel de
lineas celulares (Chiu et al., 2017). El uso de paneles de lineas celulares genéticamente diversas
en pruebas basadas en células, puede ofrecer ventajas en la comprension de la dindmica
poblacional de la toxicidad y la respuesta fenotipica (Harill y McAllister, 2017), descubriendo
variantes de secuencia genética que confieren susceptibilidad (Frick et al., 2015), lo cual permite
la identificacién de subpoblaciones singularmente susceptibles (Church et al., 2015), y facilita la
medicion de la variabilidad toxicocinética y toxicodinamica (Rusyn et al., 2022). Aunque a veces
se utilizan lineas celulares derivadas de tumores en modelos in vitro, su composicion genética
podria no representar adecuadamente la variacion genética en la poblacion. Las recomendaciones
especificas para incorporar la diversidad en las MNE dependeran del contexto. En consecuencia,
el disefio de estudios adecuados para el proposito se debe desarrollar en cooperacioén con
genetistas, para garantizar una cobertura adecuada de la variacion de las especies objetivo, asi
como con bioeticistas y grupos de partes interesadas pertinentes si se va a cuestionar la variacion
genética humana (véase por ejemplo ICCVAM, 2022). Las recomendaciones especificas para
evaluar la variacion entre individuos estan fuera del alcance de este informe y probablemente
continuaran evolucionando con la ciencia emergente en este ambito.

En algunos casos, las RRA complejas o los resultados que surgen de mas de una RRA, pueden
requerir la evaluacién de multiples aspectos del mecanismo del resultado adverso, para obtener
una prediccion adecuada del resultado global. Las MNE generalmente tienen limitaciones que no
les permiten ser predictivos o técnicamente aplicables a todas las clases quimicas. La MNE
también puede estar limitada con respecto a la complejidad de la biologia que pudiese
representar. La combinacion de mas de una MNE con diferentes desempefios, aplicabilidad y
coberturas biologicas en enfoques definidos (ED) puede mejorar su capacidad para predecir
resultados (OCDE, 2017). Esto se puede lograr mediante el mapeo de MNE apropiadas a eventos
clave a lo largo de una RRA, para asegurar una representacion mecanicista suficiente para
predecir el resultado adverso relevante para las especies de interés. Un ejemplo de mapeo de
MNE a eventos clave a lo largo de una RRA que da como resultado un ED para abordar un
criterio de valoracion regulatorio, se encuentra en la “Directriz No. 497: Enfoques definidos
acerca de la sensibilizacion de la piel” de la OCDE (OCDE, 2021a).

3.2.2 Compuestos de referencia

Los compuestos de referencia pueden tener una amplia gama de propositos potenciales, que
abarcan desde la ejecucion de un ensayo hasta la evaluacion de su calidad técnica y relevancia
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biologica, tal como se muestra en la Tabla 4. Un compuesto de referencia podria funcionar bien
para un proposito pero no ser adecuado para otro. Por ejemplo, un compuesto de referencia
puede funcionar bien para un determinado método como control positivo (por ejemplo, un
ensayo de neurotoxicidad del desarrollo), incluso si no diera como resultado el efecto adverso
implicado en la especie objetivo (por ejemplo, debido a la incapacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica) y, por lo tanto, podria no ser adecuado como compuesto de referencia de
criterio de valoracion biologico. Dependiendo del CDU, los compuestos de referencia pueden
incluir productos quimicos de un solo componente, mezclas o extractos complejos (por ejemplo,
suministrados por dispositivos médicos).

Tabla 4. Usos Seleccionados de Compuestos de Referencia

Conjuntos de Proposito(s) Criterios para la Seleccion de
Compuestos Compuestos

Discretos®

Control(es) Verifique si el método esta Compuestos que se ha verificado que
Positivo(s) funcionando como se esperaba. causan un cambio confiable, medible

y estadisticamente significativo en
una lectura de ensayo especifico bajo
las condiciones del método.

Compuestos de
Desempeiio

Evaluar la medida en que un método
nuevo o modificado se compara con
un método establecido similar - “yo

también”.

Conjunto de compuestos que inducen
de manera confiable una respuesta (o
ninguna respuesta) en el método ya
establecido.

Compuestos de
Competencia

Evaluan el desempefio de un nuevo
laboratorio utilizando un método
establecido.

Compuestos que inducen de manera
confiable una respuesta (o ninguna
respuesta) en el método establecido;
pueden ser un subconjunto de los
compuestos de desempeiio.

Compuestos de
Referencia de
Criterio de
Valoracion
Biolégica

1) Evaltan la relevancia biologica de
un método.

2) Comparan la concordancia de
métodos diseniados para medir un
resultado relevante para el mismo
criterio de valoracion in vivo, pero
utilizando un contexto diferente (por
ejemplo, una diferente especie,
método o modalidad de medicion).

1) Compuestos con evidencia de
efecto in vivo (positivo) o ningiin
efecto (negativo) para el criterio de
valoracion de interés (idealmente del
organismo objetivo de interés o de
una especie comparativa adecuada).

2) Conjunto comun de compuestos
que han sido probados para el criterio
de valoracion de interés, en al menos
un método confiable.

* Puede haber superposicion de los compuestos elegibles en estos conjuntos.
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Un aspecto clave para demostrar la validez cientifica de una MNE es evaluar su desempefio
frente a métodos de prueba existentes y en uso, a menudo mediante el ensayo de compuestos de
referencia de criterios de valoracion bioldgicos, cuyas actividades bioldgicas estan bien
caracterizadas y son bien comprendidas. Los compuestos de referencia de criterio de valoracion
biologico generalmente incluyen compuestos que se ha demostrado que producen efectos

adversos, de manera ideal con un rango de potencias, o que no producen tales efectos (Browne et
al., 2019).

La identificacion de compuestos de referencia de criterio de valoracion bioldgico con efectos
conocidos para resultados apicales particulares, puede ser un desafio. Esto es particularmente
cierto en seres humanos, en donde a menudo faltan datos, ya que el campo de la toxicologia se ha
aplicado para prevenir la exposicion humana a sustancias quimicas potencialmente peligrosas. El
éxito en este esfuerzo significa que se dispone de datos limitados en seres humanos, o que tales
sustancias no se han caracterizado o medido adecuadamente en poblaciones humanas. Cuando se
dispone de tales datos en seres humanos, pueden provenir de exposiciones accidentales o de bajo
nivel, las cuales a menudo proporcionan datos cuantitativos limitados sobre los niveles de
exposicion o los resultados. Los estudios de caso pueden proporcionar indicaciones de peligro,
pero con frecuencia no son adecuados para establecer correlaciones claras de causa-efecto.

A pesar de estos desafios, se deben hacer esfuerzos para identificar compuestos con efectos en
seres humanos relacionados con el resultado o mecanismo predicho por la MNE en desarrollo.
Incluso si dichos datos son limitados en su capacidad para respaldar la evaluacion cuantitativa
del método, si pueden proporcionar una verificacion cualitativa sobre la importancia de la MNE.
También puede ser dificil obtener datos epidemiologicos de alta calidad en seres humanos y
alinearlos con datos toxicologicos; sin embargo, los datos epidemiologicos son tutiles para
identificar sustancias quimicas ambientales con fuertes asociaciones con efectos adversos para la
salud humana. Se han desarrollado marcos basados en evidencia para permitir la compilacion de
grandes cantidades de informacion, seguida por una seleccidn transparente y objetiva de
conjuntos de datos mas estrechos e importantes (Wikoff et al., 2020), mejorando asi la
accesibilidad de los datos. Estos marcos incluyen mapas sistematicos de evidencia, que
proporcionan una vision general amplia de una base de evidencia, y revisiones sistematicas
posteriores, que proporcionan una evaluacion mas estrecha y completa de una cuestion en
investigacion en particular, permitiendo una integracion mas rapida de los datos epidemioldgicos
en seres humanos con otras fuentes de informacion existentes (Wolffe et al., 2019). En
combinacion con lineas mecanicistas de evidencia y datos en animales heredados, estos datos
podrian usarse para definir compuestos de referencia de criterio de valoracion biologico, para
ayudar a establecer confianza cientifica en las MNE (ver Krishna et al., 2021 para un ejemplo).

Siempre que sea posible, los compuestos que se ha demostrado que causan efecto(s) relevante(s)
en las especies de interés, deben utilizarse como controles positivos durante la evaluacion de la
robustez y relevancia de una MNE. Petersen (2021) ha descrito caracteristicas a considerar al
elegir controles positivos (por ejemplo, sustancias quimicas probadas utilizando medidas de
control en proceso cada vez que se ejecuta el ensayo) y muchas de las mismas consideraciones
seran relevantes para compuestos de referencia que evalian una MNE. Deben incluirse
compuestos de referencia de criterio de valoracion biologico tanto positivo como negativo,
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compuestos de desempeio y compuestos de competencia, y deberdn ser seleccionados con el
mismo cuidado. Debido al sesgo histdrico en la literatura cientifica que enfatiza los resultados
positivos (reconociendo que no todos los positivos reportados en la literatura son verdaderos
positivos), los compuestos de referencia confiables que son negativos para el criterio de
valoracion objetivo, pueden ser mas dificiles de identificar. Los esfuerzos de curacioén de datos
centrados en resultados negativos deberan ser tomados muy en cuenta para su publicacion, y los
esfuerzos que prueben compuestos hasta concentraciones relativamente altas en una amplia gama
de objetivos, pueden proporcionar informacién valiosa para ayudar a resolver este problema.

Es posible que no todos los CDU sean abarcados por una lista definitiva, y la seleccion de
compuestos de referencia debe tener en cuenta las necesidades regulatorias particulares de ese
CDU. En algunos casos, también puede ser apropiado definir subconjuntos de compuestos de
referencia de criterio de valoracion bioldgico con respecto al mecanismo que se estd evaluando
(en lugar del criterio de valoracion o punto final apical) para cada NAM dentro de una bateria.
Por ejemplo, pocos compuestos califican como compuestos de referencia para la neurotoxicidad
del desarrollo y, en su lugar, cada proceso evaluado en la bateria (por ejemplo, proliferacioén o
excrecion de neuritas) tiene sus propios compuestos de referencia de criterio de valoracion
biologico especificos del ensayo. En consecuencia, un compuesto de referencia de criterio de
valoracion biologico puede ser positivo en un ensayo, pero negativo en otro ensayo que esté
evaluando diferentes mecanismos o procesos.

Se requieren listas de compuestos de referencia (por ejemplo, para evaluar la capacidad de
transferencia) en el proceso de validacion formal delineado por la OCDE. Sin embargo, la
compilacion de compuestos de referencia confiables requiere mucho tiempo y muchos recursos.
Los esfuerzos para facilitar el rapido desarrollo de listas curadas de compuestos de referencia,
mediante revisiones sistematicas rigurosas y procesos de automatizacion cuando es factible, han
permitido una evaluacion mas robusta de la sensibilidad y especificidad de las MNE (Judson et
al., 2019; Thomas et al., 2019). Un ejemplo de una lista de compuestos de referencia de criterio
de valoracion biolédgico para la calificacion de MNE, se puede encontrar en la revision de 2021
de la FDA del Consejo Internacional para la Armonizacion (ICH) de Requisitos Técnicos para
Productos Farmacéuticos de Consumo Humano, S5 (R3) Deteccion de Toxicidad Reproductiva y
del Desarrollo para la Guia de Productos Farmacéuticos de Consumo Humano para la Industria
(FDA, 2021b). La lista incluye compuestos con resultados positivos y negativos. Dicha guia
sefala que estos compuestos, asi como otros, pueden usarse para respaldar la calificaciéon de un
ensayo alternativo o bateria de ensayos para CDU particulares.

3.2.3 Comparacion con Métodos Existentes en Animales de Laboratorio

La norma para establecer confianza cientifica en una MNE y obtener aceptacion regulatoria ha
incluido generalmente la consideracion de si la MNE puede proporcionar informacion sobre una
utilidad equivalente o mejor, calidad cientifica y/o relevancia, que el método de prueba existente
utilizado para la toma de decisiones regulatorias (segin corresponda dentro del marco regulatorio
de cada organismo). Por ejemplo, un criterio en el DG 34 de la OCDE para validar cualquier
nuevo método de prueba es: “el método genera datos para fines de evaluacion de riesgos que son
al menos tan ttiles como, y preferiblemente mejores que, los obtenidos utilizando métodos
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existentes. Esto dara un nivel comparable o mejor de proteccion para la salud humana o el medio
ambiente” (OCDE, 2005). La Ley de Control de Sustancias Toxicas de los Estados Unidos
enmendada (seccion 4(h)(1)(B)) incluye consideraciones especificas para las MNE y ordena que
la EPA fomente y facilite el “uso de métodos y estrategias de prueba cientificamente validos, que
reduzcan o reemplacen el uso de animales vertebrados, a la vez que proporcionen informacion de
calidad cientifica equivalente o mejor y relevancia, que respaldaran decisiones regulatorias™ (15
USC §2601, 2016).

Historicamente, el concepto de “equivalente o mejor” se ha basado en una comparacion directa
con los tradicionales datos de pruebas en animales. No obstante, para lograr la meta de “mejor”
informacion, debe reconocerse que las MNE podrian no proporcionar la misma informacion
generada por el método tradicional de prueba en animales y los resultados de la MNE podrian
no alinearse directamente con los resultados de la tradicional prueba en animales (para ejemplos,
véanse Clippinger et al., 2021; Hoffmann et al., 2018; ICCVAM, 2018; Kolle et al., 2017;
Petersen et al., 2022b; Piersma et al., 2018; Prior et al., 2019; Sewell et al., 2017). En algunos
casos, la MNE puede proporcionar informacion biologicamente relevante, conocimientos
mecanicistas o criterios de valoracion suficientemente sensibles, adecuados para el proceso de
toma de decisiones regulatorias y puede que no sea necesaria una comparacion con los datos de
los tradicionales métodos de ensayo en animales. Por ejemplo, algunos objetivos farmacolédgicos
o toxicologicos podrian no existir en especies no humanas, por lo que los estudios en animales
podrian no ser relevantes para evaluar los posibles efectos en seres humanos mediados por
dichos objetivos. Las MNE basadas en seres humanos podrian proporcionar informacion
bioldgicamente relevante en estos casos. Ademads, las MNE a menudo proporcionan informacion
mecanicista en lugar de datos sobre los criterios de valoracion apicales medidos con métodos de
prueba en animales (por ejemplo, mientras que una reduccion observada del peso corporal en un
animal podria no dilucidar el mecanismo de toxicidad subyacente, las MNE podrian ser capaces
de proporcionar estos conocimientos mecanicistas). También hay circunstancias en las que el
modelo animal podria estar midiendo un criterio de valoracion bioldgico complejo que es
relevante para el CDU, pero que no esta adecuadamente cubierto por la MNE en cuestion. En
estos casos, una comparacion con los métodos tradicionales de prueba en animales puede ser la
opcidon mas conveniente, en particular cuando el mecanismo no se entiende por completo. El
objetivo de la evaluacion de la MNE es demostrar que ésta proporciona informacion que conduce
a una decision regulatoria similar a la que se tomaria con base en los métodos existentes.

Las comparaciones entre las MNE y los métodos existentes en animales de laboratorio, segin
corresponda, deben considerar la confiabilidad y reproducibilidad de los métodos de prueba de
referencia en animales, incluida la comprension de las razones de la varianza observada en
ambos tipos de métodos, si es posible. Cuando estan disponibles, el uso de datos de referencia de
las especies de interés permite la evaluacion de una MNE frente a la respuesta relevante para la
especie. Si se dispone de datos de tiempo-curso in vivo, se pueden usar MNE tales como sistemas
microfisiologicos, para simular la toxicocinética y luego la extrapolacion por computadora del
sistema microfisiologico puede ser comparada con los datos provenientes de animales o seres
humanos. El modelado farmacocinético fundamentado fisiolégicamente permite la estimacion de
concentraciones internas a partir de dosis de referencia y la comparacion con concentraciones de
actividad in vitro. Estos modelos también pueden aplicarse en un enfoque de dosimetria inversa,
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para realizar una extrapolacion de in vitro a in vivo (EIVIV) y predecir dosis administradas
equivalentes que resultarian en concentraciones plasmaticas, o en el tejido objetivo, en donde se
observa bioactividad en la MNE. Cuando los seres humanos son la especie de interés, la
evidencia de alta calidad epidemioldgica, clinica o por observacion, de los efectos, puede ser ttil
para proporcionar informacion sobre la generacion de confianza cientifica para la MNE. Sin
embargo, esos datos de referencia en seres humanos rara vez estan disponibles para la mayoria
de los criterios de valoracion y productos quimicos, y las comparaciones a menudo deben
fundamentarse en datos de una especie diferente. Los datos de estudios en animales se pueden
curar y comparar para obtener listas de estdndares de referencia con resultados reproducibles,
robustos y relevantes. En algunos contextos, como las aplicaciones ecoldgicas, la homologia de
secuencia de objetivos moleculares o la conservacion de mecanismos biologicos, pueden ser
utiles para apoyar una comparacion con datos provenientes de diferentes especies (Farmahin et
al., 2013; LAlone et al., 2016).

Diversas publicaciones han evaluado los resultados de métodos de prueba de referencia basados
en animales, para una variedad de criterios de valoracion y han demostrado que los resultados de
estas pruebas demuestran un grado variable de reproducibilidad (Browne et al., 2018; Dumont et
al., 2016; Karmaus et al., 2022; Kleinstreuer et al., 2018; Luechtefeld et al., 2016; Pham et al.,
2020; Rooney et al., 2021). La variabilidad observada podria reflejar, por ejemplo, factores
biologicos inherentes, errores al reportar, diferencias de protocolo o variaciones en la pureza de
la sustancia de prueba. Siempre que sea posible, deben explicarse los resultados contradictorios
entre el método de prueba en animales de referencia y los datos de la MNE, incluyendo hacer
referencia a la biologia de la especie de interés. Esto es necesario para proporcionar un contexto
realista sobre las capacidades de los datos de animales de laboratorio, y por lo tanto, establecer
expectativas adecuadas en torno a la capacidad maxima de desempeio de las MNE que se
comparan con el método de prueba de referencia (Browne et al., 2019).

El valor relativo de comparar las MNE con las pruebas en animales heredadas y la relevancia
biologica y mecanicista para las especies de interés de las MNE, deben considerarse con base en
la calidad de los datos disponibles. Siendo realistas, en muchos casos aquellos que buscan
establecer confianza en una MNE necesitan considerar el uso historico de estudios en animales y
el requisito de comparacion con los métodos existentes como una importante linea de evidencia.
Bajo muchos requisitos legales y reglamentarios, la informacion derivada de las MNE no debe
ser menos protectora que los métodos existentes. Idealmente, el método serd mas predictivo y
podria permitir una generacion mas rapida y completa de datos relevantes en muchos productos
quimicos, en donde de otro modo los datos podrian ser escasos o ausentes, generando de este
modo confianza entre los reguladores y las comunidades de interesados. Puede haber CDU
especificos que permitan excepciones a esta regla; sin embargo, la aceptacion de tales MNE
como métodos calificados estaré sujeta a los requisitos especificos de la institucidon u organismo
regulador correspondiente. El alcance de dichas comparaciones puede variar dependiendo de la
cantidad y calidad de los datos disponibles y de la profundidad de comprension de la relevancia
para la especie de interés, tanto de la MNE como del método de referencia. Cuando el
desempefio de la MNE se evaltia con base en el método de prueba en animales de referencia, la
cantidad de varianza aceptable en la MNE debe considerarse en relacion con a la varianza
observada en los datos in vivo y en funcion del CDU previsto.
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3.3 Caracterizacion Técnica

La caracterizacion técnica es un componente clave del desarrollo de MNE para uso generalizado.
Incluye una evaluacion de las fuentes de variabilidad en la MNE, disefiar el ensayo para incluir
medidas de control relevantes, evaluar el rango de sustancias de prueba para las cuales se puede
utilizar el ensayo (es decir, el dominio de aplicabilidad), y desarrollar un enfoque adecuado de
analisis estadistico de los datos. Un aspecto clave para demostrar la validez cientifica de una
MNE, es que el ensayo esté suficientemente bien caracterizado desde una perspectiva técnica
para asegurar que sea robusto, confiable y reproducible. La MNE incluye tanto el sistema de
prueba mismo, como el método de cuantificacion del criterio de valoracion. Existen aspectos de
caracterizacion técnica que se solapan con conceptos clave previos, tales como la relevancia
biologica, lo que informa la seleccion de compuestos de referencia para diferentes propdsitos
(Tabla 4). Ya se ha presentado (en la Seccion 3.2.2) el examen de desempefio de una MNE frente
a un conjunto bien definido de compuestos de referencia de criterio de valoracidon bioldgico con
bioactividades relevantes, por lo que esta seccion se enfocard en aspectos técnicos tales como las
herramientas de calidad (Ishikawa, 1985), el desarrollo de métodos, la documentacion y normas.

3.3.1 Incorporacion de Herramientas de Calidad Seleccionadas

En general, la caracterizacion técnica de las MNE encaja en un marco con pasos generales
(Figura 2): 1) examen inicial de la relevancia cientifica de la MNE, 2) evaluacion conceptual, 3)
evaluacion en laboratorio, 4) analisis estadistico de datos y presentacion de informes, y 5)
evaluacion interlaboratorios (si fuera necesario).! Los resultados de los pasos 2 a 5 estan
interrelacionados, y los resultados de cada paso pueden tener impacto en todos los demaés. Por
ejemplo, los resultados de las pruebas interlaboratorios podrian revelar que se deben realizar
pruebas adicionales en laboratorio o que es necesario revisar el protocolo para incluir una nueva
medicion de control.

"Podria haber ejemplos de métodos para los que la evaluacién interlaboratorios no es necesaria o no es factible, tales
como ensayos de deteccion robotizados de alto rendimiento a gran escala y enfoques in silico basados en aprendizaje
automatico.
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[ Scientifically relevant NAMs ]

[ Conceptual evaluation of sources of technical variability in the assay ]4 ---------------- A

[ Within laboratory evaluation of assay performance ]4 ............... ,-

[ Statistical data analysis ]n --------------- >.
* :

[ Determination of method transferability (if needed) ] ----------------- >
v

[ High quality, robust method ]

Figura 2. Entorno para el desarrollo de MNE robustas. Las lineas continuas indican los pasos
que deben seguirse en el orden sugerido. Las lineas punteadas indican una direccion que se
puede tomar, si es necesario, para reevaluar cualquiera de los pasos anteriores. Adaptado y
reimpreso con permiso de Petersen et al. (2022b).

El paso de examen inicial incluye una evaluacion de la relevancia biologica de un ensayo, su
potencial CDU y el potencial de alcanzar un nivel suficiente de calidad técnica. Si la MNE
carece de un CDU claro o de relevancia bioldgica o presenta importantes problemas técnicos de
calidad que potencialmente no pueden resolverse, es posible que la MNE no sea adecuada para
uso regulatorio. En la fase de evaluacion conceptual, se revisa la MNE para evaluar las fuentes
esperadas de variabilidad y disefiar medidas de control. En la evaluacion intralaboratorio, se
pueden realizar experimentos para evaluar la robustez del ensayo, establecer un rango tipico para
las medidas de control (por ejemplo, controles negativos, vehiculares y positivos), e identificar si
existen interacciones entre las medidas de control y el resultado de la prueba. La informacion de
la evaluacion conceptual y la evaluacion intralaboratorio permiten disefiar un modelo estadistico
para evaluar el resultado medio del ensayo, caracterizar la variabilidad y establecer criterios para
una respuesta positiva o negativa y la confianza estadistica de esta determinacion.

Por ultimo, puede ser necesario que algunas MNE sean sometidas a una evaluacion de
transferibilidad mediante pruebas interlaboratorios. Las pruebas interlaboratorios pueden revelar
potencialmente los pasos de un protocolo que se interpretan de manera diferente entre los
laboratorios y las revisiones que se pueden hacer para mejorar la calidad técnica de la MNE. Los
estudios de transferibilidad también pueden identificar problemas que surgen de diferencias en la
implementacion técnica o ejecucion de un protocolo (por ejemplo, pipeteo en un laboratorio
versus automatizacion en otro) que necesitan cambios.

En la Tabla 5 se listan varias herramientas de calidad que pueden ser utiles en la caracterizacion
técnica de una MNE. Un tratamiento mas detallado de este tema esta disponible en Petersen et al.
(2022b). Parte de la informacion generada a partir de estas herramientas puede permanecer
interna con el desarrollador del método de prueba, mientras que otra informacion puede ser
solicitada para apoyar la revision de una agencia.
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Tabla 5. Herramientas de Calidad Utilizadas con Frecuencia en la Caracterizacion Técnica de las

MNE*

Herramienta de
calidad

Descripcion

Beneficio/Utilidad

Diagramas de
flujo

Analisis de Causa
y Efecto

Graficos de
Control

Hojas de
Verificacion

Graficas de
Dispersion

Diagrama de cada paso en un
protocolo.

Revisar literatura y antecedentes
del ensayo; hacer diagrama de todas
las fuentes esperadas de
variabilidad.

Medidas de control para evaluar el
desempefio técnico, incluyendo
experimentos preliminares de
ejecucion unica, mediciones
periodicas a una frecuencia
predeterminada y medidas de
control en proceso realizadas cada
vez que se ejecuta el ensayo. Los
graficos de control monitorean las
medidas de control a lo largo del
tiempo.

Registran datos clave, metadatos y
medidas de control.

Grafican todos los datos de las
medidas de control y los resultados
de la sustancia de prueba.

*Consulte detalles y ejemplos en el Apéndice B.

Optimizar la identificacion y
cobertura de los pasos del protocolo
que pueden ser monitoreados por
medidas de control.

Identifica fuentes clave de
variabilidad y aspectos de un
método que pueden ser dificiles de
estandarizar. Orienta las pruebas de
robustez y la seleccion de medidas
de control.

Prueban posibles sesgos, evaltian el
rendimiento y la calibracion del
instrumento y miden las fuentes
clave de variabilidad a lo largo del
tiempo y entre experimentos.

Monitorean las medidas de control
en el proceso y sirven de respaldo
para la resolucion de problemas
cuando surjan, apoyan el andlisis de
datos y la reproducibilidad.

Evaluan si existe una interaccion
entre diferentes medidas de control
en proceso o entre estas medidas de
control y los resultados de la
sustancia de prueba.
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3.3.2 Mejores Practicas de Control de Calidad

En esta seccion se describen los factores técnicos que las agencias federales pueden considerar
como mejores practicas para la evaluacion de MNE, incluyendo los ED y los Enfoques
Integrados para Pruebas y Evaluaciones (IATA, Integrated Approaches to Testing and
Assessment). Los factores listados aqui pueden aplicarse o no a todas las MNE. Ademas, otros
factores que no figuran en la guia, como informacién adicional o pruebas, pueden ser necesarios
para una agencia al evaluar la MNE. Se alienta a los desarrolladores y/o patrocinadores a
comunicarse directamente con la agencia federal a la que pretenden presentar métodos o datos,
para determinar factores adicionales que pueda ser necesario revisar.

La presentacion de una MNE para su evaluacion reglamentaria debe incluir una descripcion de
cualquier estudio intralaboratorio o interlaboratorios, si es que fueron realizados. Debe precisar si
la MNE se comparé con un método de referencia: otra MNE, datos in vivo en animales, o datos
en seres humanos. También puede ser necesaria informacion sobre el método de referencia
utilizado para la comparacion (es decir, el conjunto de datos de referencia) durante la evaluacion.
La evaluacion de una MNE se puede lograr a través de varios procesos diferentes e implica
documentacion, uso de investigaciones de laboratorio especificas, que las caracteristicas de
desempefio de un método sean adecuadas y confiables para la(s) aplicacion(es) prevista(s). La
aceptabilidad de los datos se relaciona directamente con los criterios utilizados para evaluar el
método.

Ademas de servir para documentar el desempefio y caracterizar la aplicabilidad de la MNE, las
buenas practicas cientificas, técnicas y de calidad aseguran que el proceso de evaluacion general
sea eficiente y efectivo, lo que conduce a una mayor confianza en el método propuesto. Los
desarrolladores deben conservar toda la informacion necesaria para calibrar, operar y mantener
cualquier equipo, tal como manuales de equipo y software, certificados y garantias de
confirmacion de calidad y seguridad, documentacion de versiones de software, algoritmos de
modelado, bases de datos curadas y materiales de capacitacion. Los desarrolladores también
deben mantener documentacion de los proveedores de materiales, células y reactivos, siempre
que esta informacion sea relevante para la evaluacion de una MNE (discutido en detalle en la
Seccion 3.3.3). Para obtener mas detalles sobre practicas de calidad, procedimientos de equipos y
documentacion a retener, consulte el Documento de Orientacion de la OCDE sobre Buenas
Précticas de Métodos In Vitro (GIVIMP; OECD, 2018). Se recomienda un informe de Calidad
de Instalacién/Calidad de Operacion/Calidad de Desempefio (IQ/OQ/PQ, segtn sus siglas en
inglés) para cada instrumento utilizado y constituye un requerimiento si se pretende que los
estudios cumplan con las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).

3.3.2.1 Informacion Relevante para los Métodos en Células/Tejidos

Debe mantenerse la documentacion del origen de las células y tejidos empleados en cualquier
método de prueba. La informacidn retenida para revision, de manera ideal deberia incluir (pero
no limitarse a):

e Consideraciones éticas, legales y de seguridad
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Especie/raza/sexo

Informacion demografica (si es de importancia)

Fuente/proveedor

Numero de donantes

Organo/tejido de origen

Tipo(s) de célula(s) aisladas

Secuencias de objetivos moleculares manipulados por ingenieria genética, cuando
corresponda

Técnica y fecha de aislamiento

Clasificacion de bioseguridad

Identificacion y autenticacion de lineas celulares

Pruebas seroldgicas para agentes infecciosos (por ejemplo, pruebas de micoplasma)
Numero de pases/duplicacion de poblacion de cultivo celular

Tiempo de duplicacion

Estabilidad genética

Informacién de expresion genética y proteica (si es relevante)

Tratamiento previo

Para obtener informacion mas detallada, consulte el DG sobre Buenas Practicas de Cultivo
Celular y Tisular 2.0 (Pamies et al., 2022) y el documento GIVMP de la OCDE (OECD, 2018).

Se debe proporcionar documentacion sobre la cuarentena de nuevas células y tejidos bajo
condiciones de almacenamiento adecuadas en el laboratorio antes de su uso en pruebas. Los
ensayos que utilizan células o tejidos vivos deben incluir un ensayo de viabilidad celular.

Todos los laboratorios participantes deben mantener los registros y documentacion de
desempefio de todo el equipo de laboratorio (lectores de placas, incubadoras,
refrigeradores/congeladores, etc.)

El registro de células en bancos celulares puede contribuir a la rastreabilidad y disponibilidad a
largo plazo. Los bancos celulares deben incluir documentacion sobre la densidad celular y el
numero de pases de las células. Se deben mantener registros de preparacion de reactivos (por
ejemplo, utilizando hojas de verificacion para rastrear cualquier reactivo o consumible utilizado).
Esto también es relevante para métodos in vitro que no utilizan células/tejidos. Algunos ejemplos
son (pero no se limitan a):

Proveedor

Numero de catdlogo
Numero de partida/lote
Fechas de preparacion
Fechas de caducidad
Nombre del analista
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El patrocinador o desarrollador del estudio debe proporcionar toda la informacion de seguridad
en lo que respecta al método o metodologia que se estd desarrollando, asi como todas las
regulaciones referentes al uso, transporte y eliminacion de todos los materiales peligrosos.

3.3.2.2 Evaluacion del Método Analitico Utilizado en la MNE

El desarrollador debera proporcionar datos que demuestren claramente que la sustancia detectada
o cuantificada es la sustancia quimica o analito pretendido de interés. En la Tabla 6 se enumeran
y describen las mejores practicas de control de calidad relacionadas con los métodos analiticos.

Tabla 6. Evaluacion de Métodos Analiticos*

por encima del blanco de reactivos o
dentro de la curva estandar. La
concentracion mas alta en la curva
estandar determina el limite de
cuantificacion superior.

Evaluacion del Descripcion Beneficio/Utilidad

Método Analitico

Limites de Es la menor cantidad o concentraciéon | Establece el rango de un método
Deteccion y de un analito que puede detectarse o | analitico.

Cuantificacion cuantificarse de manera confiable,

Identificacion de
Interferencias

Identifica cuando los componentes
del método alteran falsamente la
sefial detectada.

Determina si hay interacciones
entre los componentes del
método y evita el reporte de
resultados artificiales.

Evaluacion de la
Precision Analitica

Caracteriza la precision del método
analitico utilizado y cualesquiera
otras pruebas de precision, tales como
aquellas que evaliian la variabilidad
del desempeiio cuando diferentes
personas utilizan el método propuesto
o cuando se emplea instrumentacion
diferente para el método. Esto puede
ser evaluado mediante estudios de
comparacion interlaboratorios.

Genera confianza en la
confiabilidad del método
analitico y evalua fuentes de
variabilidad de laboratorio.
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Evaluacion del Descripcion Beneficio/Utilidad

Método Analitico

Estabilidad de los | Es la capacidad de los materiales Caracteriza los materiales del
Materiales utilizados en la MNE (por ejemplo, método y asegura que se

Utilizados en las
MNE

sustancias de prueba, aparatos de
prueba, sistema de exposicion,
reactivos y analitos) para producir
resultados similares y aceptables
durante un periodo de tiempo, en un
ambiente determinado.

obtengan datos confiables de
manera consistente para un
método en particular.

Pruebas de
Robustez

Prueba la capacidad de un método
para ser reproducido bajo diferentes
condiciones o circunstancias, sin que
se produzcan diferencias inesperadas
en los resultados obtenidos.

Determina el rango de
parametros en los que el ensayo
funciona de manera aceptable.

Analisis de
Recuperacion

Prueba un método de extraccion
mediante la comparacion de los
resultados de las muestras extraidas
con los de muestras sembradas en una
matriz similar y/o en blancos
sembrados.

Verifica la eficiencia y
reproducibilidad de un método
de extraccion.

Analisis Técnico
del Dominio de
Aplicabilidad

Obtiene datos adecuados del método
de prueba para sustancias quimicas
y/o productos representativos de
aquellos relevantes para el CDU
especifico para el que se propone la
prueba y describe con claridad las
propiedades fisicoquimicas del
dominio de aplicabilidad.

Reduce la incertidumbre con
respecto al desempefio del
ensayo para su uso con
diferentes sustancias y/o
productos quimicos, y
proporciona métodos y criterios
para determinar cuando una
sustancia quimica se encuentra
dentro del dominio de
aplicabilidad.
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Evaluacion del Descripcion Beneficio/Utilidad

Método Analitico

Control Positivo Identifica el o los compuestos de Proporciona una base
control positivo relevantes para el consistente y confiable para la
criterio de valoracion y dentro del comparacion de los resultados
intervalo de deteccion del ensayo. de la sustancia de prueba.

Estandares de Se utilizan para calibrar instrumentos | Asegura mediciones confiables e

Referencia para la | usando estandares de calibracion y/o | identifica posibles fuentes de

Calibracion de muestras de control de calidad. incertidumbre.

Instrumentos

Configuracion de | Establece las especificaciones para Asegura criterios

Especificaciones medidas de control en proceso suficientemente estrictos de
basadas en resultados de pruebas medidas de control, que
intralaboratorio y/o interlaboratorios, | conducen a resultados de prueba
mediante el uso de un enfoque robustos de la sustancia de
estadistico. prueba y carencia de sesgos.

*Puede consultar detalles y ejemplos en el Apéndice C.

3.3.2.3 Evaluacion de la Exactitud y/o Concordancia de la MNE con los Estandares de
Desempeiio

La exactitud y concordancia son muy similares en definicion y a menudo se consideran
intercambiables, dependiendo del contexto en un documento o pasaje determinado. La
concordancia a menudo se define como la comparacion de dos métodos o pruebas
fundamentadas en los resultados obtenidos, mientras que la exactitud a menudo se define como
la comparacion de un método o prueba con un método o resultado de prueba de referencia. En la
evaluacion estadistica de métodos de prueba y datos asociados, a menudo se utiliza una
evaluacion de exactitud y/o concordancia. En este contexto, la exactitud se define como la
proporcion de predicciones correctas entre el numero total de resultados. Otros parametros
estadisticos utilizados al discutir la exactitud o concordancia de métodos incluyen la sensibilidad,
especificidad, predictividad positiva y negativa, y la tasa de falsos positivos y falsos negativos.

Siempre que sea posible, se pueden utilizar normas de desempeio bien definidas (por ejemplo,
un conjunto equilibrado de sustancias de referencia que se sabe producen resultados positivos y
negativos) para verificar la respuesta y la validez del método. Se deben reportar las medidas
cuantitativas de concordancia (es decir, la sensibilidad, especificidad, predictividad positiva y
negativa, y la tasa de falsos positivos y negativos). Al comparar un método de prueba propuesto
con un método con normas de desempefio establecidas (por ejemplo, métodos tipo “yo también”
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para las directrices de prueba de la OCDE [TG]) que produce datos funcional y mecanicamente
similares, la concordancia (incluyendo los datos discordantes) de ambos métodos debera
evaluarse uno frente al otro y contra un método de referencia.

3.3.2.4 Procedimientos Normalizados de Operacion y Detalles del Método

Se recomienda que el método de prueba propuesto cuente con procedimientos Normalizados de
Operacion (PNO) bien documentados, para respaldar el desempeio consistente del método y las
actividades de laboratorio relacionadas, tales como el manejo del sistema de prueba y la
calibracion del equipo. Los PNO deben abarcar todos los aspectos de las pruebas y analisis. Los
PNO deben incluir:

e Sistemas de rendicidén de cuentas que aseguren la integridad de los articulos de prueba
(por ejemplo, mantenimiento de registros, seguridad y cadena de custodia de las
muestras).

e Preparacion de muestras y herramientas analiticas, tales como métodos, reactivos
(incluyendo, cuando corresponda, el fabricante, nimero de catdlogo, nimero de lote,
etc.), equipo e instrumentacion.

e Procedimientos de control de calidad y verificacion de resultados.

e Detalles del método, incluyendo la descripcion y formulacion completa del producto,
el sistema de exposicion, el volumen/peso/solubilidad/protocolo de dosificacion de la
sustancia de prueba y el rango de exposicion/dosis apropiado.

La parte que presenta la solicitud también debe proporcionar una lista de caracteristicas y
criterios operativos, para evaluar el desempefio de la prueba y los resultados. La informacion
operativa y los criterios para los sistemas técnicos que integran la MNE pueden variar, pero los
criterios podrian incluir graficas de control de calidad u otros estdndares de desempefio para
todos los controles, estandares, exposiciones (dosis y duracion) y grupos experimentales. Debe
incluirse una descripcion de los métodos estadisticos utilizados para evaluar los datos. Ademas,
los desarrolladores deben describir como se evaluaron la incertidumbre experimental,
incertidumbre estadistica, interferencia y los antecedentes.

3.3.3 Documentacion

En esta seccion se describen las mejores practicas para la documentacion de las MNE (incluidos
EDs e IATA). Los factores aqui listados pueden aplicarse o no a todas las MNE. Ademaés, una
agencia podria necesitar documentacion adicional para evaluar la MNE. Se alienta a los
desarrolladores y/o patrocinadores a comunicarse directamente con la agencia federal a la que
pretenden presentar métodos o datos, para determinar factores adicionales que pudiera ser
necesario revisar. Para algunas instituciones, es posible que pudiera ser necesaria una revision
por colegas independientes de la MNE y datos asociados, antes de la revision por parte de dichas
instituciones.

Para los nuevos métodos, la documentacioén debe incluir una descripcion del método de prueba
propuesto y como puede ser relevante para fines reglamentarios o como encajaria en un CDU
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especifico. La informacion relevante incluiria (pero no se limitaria a) cualquier informacion
mecanicista y de relevancia bioldgica del método de prueba y cualquier CDU propuesto (por
ejemplo, aplicada a la evaluacion de riesgos). En la documentacion se debe incluir el dominio de
aplicabilidad de taxones humanos o apropiados. A continuacion se detallan otros aspectos
importantes para la documentacion.

Se dispone de recursos adicionales que proporcionan orientacion sobre la documentacion. Para
los métodos in vitro, los desarrolladores pueden consultar el documento GIVMP de la OCDE
(OECD, 2018).

3.3.3.1 Identidad y Pureza de la Sustancia de Prueba

Para todas las sustancias probadas en la MNE (por ejemplo, controles, compuestos de referencia,
otras sustancias de prueba), como minimo, se debe reportar la identidad de la(s) sustancia(s),
idealmente un identificador tnico (por ejemplo, CASRN, SMILES, InChlKey) e informacion
sobre la pureza de la sustancia proporcionada por el proveedor. Si el laboratorio cuenta con las
capacidades necesarias, se agrega beneficio al realizar medidas de control de calidad adicionales
empleando métodos analiticos para evaluar la pureza e identidad de la sustancia. La capacidad de
recopilar esta informacion también puede depender del CDU, ya que algunas sustancias de
prueba (por ejemplo, muestras ambientales que representan mezclas complejas de composicion
desconocida o variable), podrian no estar bien caracterizadas.

3.3.3.2 Desarrollo de Métodos

Debe elaborarse una descripcion especifica, detallada y por escrito, del método con base en los
datos producidos a partir de ese método. Esto puede ser en forma de un protocolo, plan de
estudio, informe, y/o PNO. Cada paso del método debe investigarse para determinar en qué
medida las variables ambientales, matriciales o de procedimiento, podrian afectar la deteccion
y/o cuantificacion de los analitos.

Durante el desarrollo se debe prestar mucha atencién a factores como:

e Seleccion de reactivos (con relevancia bioldgica, especificidad y estabilidad
apropiadas).

e M:¢étodo de deteccion o instrumentacion (es decir, procedimientos de desempefio y
calibracion disponibles con facilidad).

e (Compatibilidad de los desechables (es decir, placas de microtitulacion y otros
plasticos) con las mediciones del ensayo y las sustancias de prueba.

e M:¢étodo de analisis/Método estadistico.

e Pasos o procesos que podrian introducir variabilidad en el ensayo.

Se deben tomar las medidas adecuadas para minimizar los efectos externos o matriciales (o al
menos caracterizar dichos efectos) en el rango de aplicacion del método, especialmente si los
compuestos, la matriz o los equipos utilizados durante el desarrollo son diferentes de los
empleados durante la caracterizacion técnica del método.
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3.3.3.3 Mediciones de Criterios de Valoracion y Parametros

Las mediciones de cada criterio de valoracion o analito deberan estar satisfactoriamente probadas
y documentadas. El desarrollo del método para una MNE novedosa debe incluir la demostracion
de que éste puede medir con éxito todos los parametros relevantes. Se deben capturar y registrar
metadatos relevantes de cada experimento para vincular datos cuantitativos con informacion
cualitativa, tales como condiciones experimentales o sustancias quimicas de prueba y
concentraciones, y para rastrear factores externos (como la fecha o el técnico que realiza el
experimento) que pudieran contribuir a la variacion del ensayo o a los efectos relacionados con
el lote. Estos datos y metadatos deben exportarse y guardarse en un formato accesible para que
puedan ser consultados durante revisiones independientes de la validacion. Este tema también se
trata en las secciones del Apéndice B sobre graficas de control y hojas de verificacion.

3.3.3.4 Limites de Uso

Se deben identificar y describir claramente las fortalezas y limitaciones especificas del método
de prueba. Se debe listar cualquier fuente potencial de interferencia e identificar cualquier
sustancia quimica o clase de producto quimico que pudieran interferir con la prueba. La
documentacion también debe identificar cualquier limite conocido sobre qué materiales se
pueden probar utilizando la MNE.

3.3.3.5 Ciriterios de Valoracion bien Definidos

Los datos generados por el método de prueba deben medir o predecir adecuadamente el criterio
de valoracion de interés, y dicho criterio de valoracion debe definirse claramente con una
explicacion de la relevancia bioldgica, tal como se describe en la Seccion 3.2. Un ejemplo de
esto seria una MNE que proporciona informacion sobre un evento clave especifico en una RRA.
Los datos también deben describir cualquier vinculacion entre el nuevo método de prueba y un
método de prueba existente, o entre el nuevo método de prueba y los efectos en la especie
objetivo. Los criterios para un resultado positivo, negativo o no concluyente en la MNE, deben
definirse con claridad y evaluarse respecto al tiempo para garantizar la estabilidad del sistema.

3.3.3.6 Construccion de un Modelo Estadistico

Pueden construirse modelos estadisticos empleando datos de las pruebas intralaboratorio. Estos
modelos se pueden construir mediante el uso de enfoques estadisticos Bayesianos o frecuentistas.
Es posible emplear histogramas para evaluar la distribucion de los datos obtenidos para medidas
de control en proceso y para evaluar qué tipo de distribucion (por ejemplo, distribucion normal)
se ajusta a los datos (ver Petersen et al., 2022b para mas detalles). Es util desarrollar modelos
para calcular la variabilidad acumulativa de la MNE a partir de mediciones tanto de las
sustancias de prueba como de las medidas de control en el proceso, en lugar de utilizar
unicamente datos sobre la variabilidad de las sustancias de prueba. Esta informacion se puede
utilizar para construir un modelo estadistico que pueda producir una decision (por ejemplo, si la
sustancia de prueba es positiva o negativa) y la confianza estadistica para tomar esa decision.
Una simple comparacion del valor de la media de una evaluacion de la sustancia de prueba con
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un umbral, no toma en cuenta la variabilidad de los resultados de la prueba y no puede
proporcionar confianza estadistica para la decision.

Una de las preocupaciones medulares al desarrollar modelos estadisticos para MNE, es como
diferenciar entre resultados “negativos” y los “débilmente positivos”. El umbral del modelo
estadistico puede ser informado por datos in vivo cuando los haya disponibles (Friedman et al.,
2023; Karmaus et al., 2022; Pham et al., 2020). Esto puede requerir pruebas repetidas de
compuestos “limite” para evaluar la reproducibilidad de la MNE; véase por ejemplo la Directriz
497 (OCDE, 2021a). Por ejemplo, un modelo estadistico que evalta una relacion dosis-respuesta,
puede usarse para evaluar el punto de partida o la concentracion que causa un efecto definido
(por ejemplo, el valor de la CEso) y los intervalos de confianza asociados basados en los datos,
alrededor de esos valores. También puede ser importante evaluar la calidad de una MNE
utilizando enfoques estadisticos tales como una prueba T, el factor Z, u otros criterios
estadisticos apropiados (Zhang et al., 1999; Zhang, 2011).

3.3.3.7 Reproducibilidad de los Resultados del Ensayo

Se debera incluir documentacion de reproducibilidad técnica con la informacidn presentada,
cuando sea aplicable. La reproducibilidad del método se puede evaluar mediante mediciones
replicadas, incluyendo controles de calidad y muestras. Esta evaluacion debe incluir la discusion
de los fundamentos para la seleccion de las sustancias utilizadas para evaluar la reproducibilidad
(posiblemente en cualquier estudio intra- e interlaboratorios realizado) y la medida en que
representan el rango de posibles resultados de la prueba. Se deberan identificar y discutir los
valores atipicos. Debe incluirse un analisis estadistico cuantitativo de la extension de cualquier
variabilidad intra- y/o interlaboratorios o un analisis del coeficiente de variacion. Las medidas de
tendencia central y variabilidad deben resumirse en los datos de control historico (negativos,
positivos y vehiculares en su caso). Cuando se prueba el (los) mismo(s) compuesto(s) varias
veces, las comparaciones pueden ser cuantitativas (por ejemplo, los valores CEso obtenidos) o
cualitativas (por ejemplo, la clasificacion de peligro). En casos en los que el método de prueba
propuesto sea mecanica y funcionalmente similar a un método de prueba establecido, con
estandares de desempefio existentes (por ejemplo, de una GP de la OCDE), se debe comparar la
confiabilidad de los dos métodos de prueba y discutir el impacto potencial de cualquier
diferencia.

3.3.3.8 Procedimiento de Interpretacion de datos

El procedimiento de interpretacion de datos, incluidos los criterios para respuestas positivas y
negativas, debe describirse claramente para cada MNE. La combinacion de MNE en EDs
requiere procedimientos fijos de interpretacion de datos que sean objetivos y no incluyan un
juicio pericial, los cual asegura que producirdn el mismo resultado cuando sean aplicados por
diferentes grupos (OCDE, 2017). El uso de algoritmos computacionales, por ejemplo, modelos
de aprendizaje automatico y software (incluyendo el nimero de version), debe estar bien
documentado para garantizar la reproducibilidad de las conclusiones.
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34 Integridad de los datos

La integridad de los datos es un aspecto clave para garantizar que la informacion derivada de las
MNE sea creible y confiable. Se aconseja a los desarrolladores de métodos realizar una
evaluacion interna de los procesos empleados para la adquisicion, transferencia y procesamiento
de datos sin procesar, antes de que dichos datos sean presentados a partes externas e
independientes para su evaluacion y revision por colegas, para garantizar la integridad de los
datos y la credibilidad de los resultados. Los estudios deben realizarse en la medida de lo posible
de acuerdo con los principios de las BPL (21 CFR § 58; 40 CFR § 160; 40 CFR § 792; OCDE,
1998), cuando sea necesario. Por otra parte, los organismos evaluadores, como el Programa
Nacional de Toxicologia del Centro Interinstitucional para la Evaluaciéon de Métodos
Toxicologicos Alternativos (NICEATM, segun sus siglas en inglés) pueden facilitar las
evaluaciones de calidad e integridad del proceso de desarrollo de las MNE (NIEHS, 2023b). Hay
otros recursos disponibles que proporcionan orientacion sobre la maximizacion de la integridad
de datos. Para métodos in vitro, los desarrolladores pueden consultar el documento GIVMP de la
OCDE (OECD, 2018). Para las herramientas digitales y la gestién de datos digitales, los
desarrolladores pueden seguir los “Principios de Guia FAIR para la gestion y administracion de
datos cientificos”, publicados en 2016 (Wilkinson et al., 2016).

3.5 Transparencia de la Informacion

La transparencia facilita la confianza en el uso de las MNE y por lo tanto acelera el ritmo del
proceso de toma de decisiones regulatorias de una institucion y la potencial aceptacion o
calificacion regulatoria. La relevancia de una MNE para la especie, el CDU y la caracterizacion
técnica, debe comunicarse de manera transparente a colegas revisores, a la comunidad cientifica
y al publico. Cuando corresponda, los articulos revisados por colegas y la informacion que
describa el CDU, la relevancia biologica y la caracterizacion técnica de la MNE, deben ser
publicados en revistas de acceso abierto y/o resumidos en documentos regulatorios publicos. De
manera ideal, los principios de la MNE, el protocolo, los archivos de datos sin procesar y los
textos utilizados para analizar y graficar datos, ademas de las normas de elaboracion de informes,
deben comunicarse al publico. Para MNE que contienen propiedad intelectual, la OCDE
proporciona herramientas para mantener la transparencia, incluyendo términos razonables y no
discriminatorios para los compromisos de otorgamiento de licencias (OCDE, 2021b). El uso de
técnicas o equipos propietarios o patentados en un método, potencialmente puede realizarse para
satisfacer las necesidades de pruebas reglamentarias. Para algunas agencias puede ser necesario
que el desarrollador de la MNE transmita informacion propietaria o patentada para respaldar la
aceptacion o calificacion regulatoria; una guia especifica para una institucion puede orientar a los
desarrolladores de métodos de prueba acerca de las necesidades de informacién de dicha
institucion.

Los socios de la Cooperacion Internacional sobre Métodos de Prueba Alternativos (ICATM;
NIEHS, 2023c) publican informacién sobre la evaluacion de MNE y su revision por colegas, a
través del Sistema de Seguimiento de Métodos Alternativos con miras a la Aceptacion
Regulatoria (TSAR, seglin sus siglas en inglés) (EURL ECVAM, 2021). El TSAR indica las
etapas que las MNE han alcanzado en términos de aceptacion como estdndar reconocido para su
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uso en un contexto regulatorio, junto con una descripcion resumida y protocolo(s) o PNO(s)
aceptados. En caso de estar disponibles, el TSAR también incluye registros y documentos
relevantes asociados a una MNE vinculados a las diferentes etapas de todo el proceso:
presentacion, validacion, revision por colegas, recomendaciones y aceptacion o calificacion
regulatoria. El modo de interpretar los datos que genera una MNE vy los criterios de aceptacion
asociados, deben comunicarse claramente para que los usuarios finales entiendan el proceso y
puedan aplicarlo en un entorno practico.

3.6  Revision Independiente

La informacioén y los datos que sustentan el CDU de la MNE, la relevancia bioldgica y la
caracterizacion técnica. pueden ser revisados cientificamente por terceros independientes (cuyos
miembros no tengan conflictos de intereses); sin embargo, el nivel necesario de revision
dependera de la normativa y politica de cada institucion.

La evaluacion de una MNE se puede lograr a través de varios procesos diferentes e implica
documentar las caracteristicas de desempeno de un método para determinar si son adecuados y
confiables para la(s) aplicacion(es) prevista(s). La confiabilidad de un método con frecuencia
incluye (pero no se limita a) la reproducibilidad, repetibilidad y robustez. No obstante, puede
haber informacion adicional no presentada en este informe, que pudiera ser necesaria para la
revision de algunos métodos. Ademas del desempefio y aplicabilidad de 1a MNE, las buenas
practicas cientificas, técnicas y de calidad aseguran que el proceso de revision independiente sea
eficiente y eficaz y conduzca a una mayor confianza en el método propuesto. Los laboratorios
deben conservar toda la informacion relevante para la evaluacion de una MNE, tal como la
informacion necesaria para operar y mantener el equipo utilizado en la ejecucion de una MNE
(por ejemplo, manuales de equipo y software y certificados de conformidad de calidad y
seguridad), asi como documentacién de los proveedores de materiales, células y reactivos. Para
estudios destinados a cumplir con las BPL, también puede ser relevante un informe de
1Q/OQ/PQ de cada instrumento utilizado. Para estudios no-BPL, se debe conservar la
documentacién de la instalacion y pruebas adecuadas, para demostrar que el equipo funciona
segun lo previsto.

Los datos sin procesar y la informacion que describe a la MNE deben ser accesibles para su
revision por terceros independientes y/o por los responsables de la toma de decisiones de
organismos reguladores. La evaluacion y revision de las MNE por colegas independientes, puede
ser organizada por instituciones de validacion, tales como el NICEATM, el Laboratorio de
Referencia de la Unidon Europea para Alternativas a Pruebas en Animales (EURL ECVAM,
segun sus siglas en inglés) y su Comité de Asesoria Cientifica, y el Centro Japonés para la
Validacion de Métodos Alternativos (JaCVAM, segun sus siglas en inglés). Otras instituciones u
organizaciones internacionales que pueden revisar de manera independiente las MNE, incluyen
el Panel de Asesoria Cientifica de la Ley Federal de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas de
los Estados Unidos, el Comité Cientifico de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria y la
OCDE. Alternativamente, el desarrollador puede financiar (pero no dirigir directamente la
administracioén de) una revision independiente del método. Las publicaciones revisadas por
colegas son utiles para compartir informacién de ensayos con la comunidad cientifica y pueden
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complementar una revision mas formal por parte de terceros independientes para respaldar la
aceptacion y uso del método en un contexto regulatorio.

El alcance de la revision independiente variard segun el CDU, el marco regulatorio y el método
especifico que se estd evaluando. Parte de la informacion enviada por el desarrollador para su
revision independiente incluiria registros de cualquier estudio intra- o interlaboratorios,
incluyendo si la MNE fue comparada o no con otra MNE, con datos in vivo en animales o datos
en seres humanos. Estas evaluaciones pueden ayudar potencialmente a la transferibilidad
interlaboratorios de la MNE.

4.0 Aceptacion de MNE por Agencias Federales de los Estados
Unidos

4.1 Comprension de las Necesidades Regulatorias y Contextos de Decision

Las agencias federales tienen diferentes autoridades para solicitar, obtener y usar datos
toxicologicos. Estas difieren segtin los estatutos, regulaciones y la clasificacion del producto.
Una MNE puede ser util y adecuada en algunos contextos estatutarios o reglamentarios, pero no
en otros. En consecuencia, los desarrolladores y usuarios de una MNE deberan considerar el
contexto en el que sera utilizada. Algunos contextos potenciales incluirian, pero no se limitan a,
EDs, IATAs o métodos independientes.

Siuna MNE seré aceptable para un proposito regulatorio o de otro tipo, depende de la naturaleza
de la decision que se tome, la idoneidad de la MNE para su uso previsto y la medida en que la
presentacion reglamentaria depende de los resultados de la MNE para respaldar la seguridad,
eficacia y/o la(s) determinacion(es) de riesgo. Un NAM con alta sensibilidad y baja especificidad
que identifique una sefial de preocupacion puede ser util para aplicaciones en las que se cribara
una gran cantidad de compuestos para priorizar evaluaciones adicionales. Tal NAM puede ser de
utilidad limitada al decidir qué dosis de un solo compuesto es segura para su exposicion. En
algunos casos, las instituciones podrian buscar sefiales de preocupacion en situaciones de escasez
de datos (identificacion de peligros). En otros casos, las instituciones pueden necesitar tomar
decisiones mas cuantitativas sobre los compuestos (evaluacion de riesgos) y podrian no estar
dispuestas a aceptar un alto nivel de incertidumbre en los resultados provenientes de las MNE
que se utilizan para informar tales decisiones. La implementacion de las caracteristicas de
desempefio debe reflejar como la NAM sera empleada e individualizada, para cada MNE y su
CDU.

Para facilitar este proceso, es posible que algunas instituciones deseen evaluar las MNE antes de
su uso en un proceso de toma de decisiones regulatorias. Es probable que la evaluacion se centre
en que la MNE tenga un CDU bien definido. Uno de los propositos de la evaluacion es hacer
posible que los reguladores apliquen los resultados generados usando la MNE, sin necesidad de
volver a revisar todos los datos de respaldo subyacentes de dicha MNE (véanse los documentos
citados en la Tabla 1).
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4.2 Consideraciones sobre el Contexto de Uso

El proposito de la MNE debe comunicarse claramente (por ejemplo, identificacion de peligros,
evaluacion de potencia, punto de partida para evaluacion cuantitativa del riesgo, etc.), y la MNE
debe evaluarse en funcion de ese propdsito.6 Conviene centrar la aplicacion de una MNE
recientemente desarrollada en un tnico CDU. Sin embargo, se pueden agregar CDU adicionales
en momentos posteriores con los datos de respaldo adecuados. Por lo general, un CDU debe
centrarse en una necesidad regulatoria particular. Los esfuerzos iniciales para calificar a una
MNE pueden ser mas exitosos si el CDU es estrecho. Un CDU podria ampliarse con datos
adicionales, segun sea apropiado. Las necesidades regulatorias difieren segun las instituciones,
por lo que un CDU para una MNE en particular también podria diferir. Es esencial establecer un
CDU adecuado para una MNE propuesta antes de llevar a cabo un proceso completo de
calificacion.

Por lo general, la determinacién de un CDU apropiado debe ser discutida entre el desarrollador
de la MNE vy la(s) institucion(es) para la(s) cual(es) el CDU es relevante. Pueden ser necesarias
varias iteraciones de un CDU antes de definir uno aceptable. Un CDU puede incluso cambiar
durante la recopilacion de datos, a medida que se definan con mayor detalle la aplicabilidad y las
limitaciones de una MNE.

4.3 Evolucion de la Confianza Basada en la Experiencia Adquirida

La incorporacion de una MNE al uso regulatorio requiere una confianza suficiente en el método,
por parte de los reguladores y de la industria regulada. La validacion y la calificacion respaldan
esta confianza, pero podrian no ser suficientes para garantizar la implementacion. Por lo general,
es necesaria una educacion sobre y experiencia con una MNE, antes de obtener una aceptacion
generalizada para su proposito. El costo, la complejidad, disponibilidad de reactivos y personal
capacitado en la ejecucion e interpretacion de una MNE, son algunos factores que pueden limitar
la adopcion de la misma, incluso si se dispone de datos de validacion y calificacion.

Por lo general, serd necesario comparar el desempefio de una MNE destinada a complementar o
reemplazar un enfoque existente, con dicho enfoque existente. A menudo existe una gran
confianza en los enfoques existentes con los cuales se tiene una sustancial experiencia. Es
posible que dichos enfoques existentes no hayan sido objeto de validacion formal, pero el uso
exitoso repetido del enfoque existente junto con la supuesta validez inherente de las pruebas en
animales, a menudo generan una confianza sustancial en el mencionado enfoque. Los usuarios
necesitan saber que una MNE serd tan buena o mejor que los enfoques existentes, cuando los
resultados se emplean para tomar decisiones sobre seguridad. Pueden ser aceptables diferentes
niveles de incertidumbre para diferentes CDU, en donde es necesaria una mayor confianza a
medida que se avanza a través de la priorizacion y seleccion, hasta la caracterizacion de peligros
y evaluacion de riesgos, por ejemplo.

Un mecanismo para generar confianza en una MNE es que los usuarios proporcionen datos de la
MNE en paralelo con datos del método existente que la MNE pretende reemplazar o
complementar. El intercambio voluntario de informacion sobre las MNE dentro y entre
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industrias, puede ayudar a establecer un volumen de datos suficientemente grande para respaldar
la confianza en los métodos. Con el tiempo, las instituciones y la industria pueden darse cuenta
como la MNE puede encajar en los paradigmas de evaluacion existentes, sin comprometer las
normas de seguridad.

5.0 Estados Unidos y la armonizacion internacional

La coordinacion entre las instituciones federales de los Estados Unidos y méas ampliamente con
las autoridades reguladoras internacionales, ayudara a garantizar la armonizacion de los enfoques
para validar las MNE y respaldar su aplicacion e implementacion. El ICCVAM y NICEATM
desempefian un papel importante en la facilitacion de la comunicacion y colaboracion, tanto a
nivel nacional como global.

5.1 Armonizacion de Estados Unidos: papel del ICCVAM y del NICEATM

La Ley de Autorizacioén del ICCVAM sefiala los siguientes propositos del mismo (42 U.S.C
2851-3, 2000; NIEHS, 2023d):

e Aumentar la eficiencia y efectividad de la revision de métodos de prueba de la agencia
federal de los Estados Unidos.

¢ Eliminar la duplicacion innecesaria de esfuerzos y compartir experiencias entre las
instituciones reguladoras federales de los Estados Unidos.

o Esto se logra a través de diversos medios, como reuniones mensuales, grupos de
trabajo, reuniones abiertas al publico (Foro Publico) y grupos de asesoria
cientifica (Comité de Asesoria Cientifica sobre Métodos Toxicoldgicos
Alternativos).

e Optimizar el uso de la experiencia cientifica fuera del Gobierno Federal de los Estados

Unidos.

o Esto con frecuencia se logra mediante la organizacion de reuniones y talleres con
asociados de la ICATM, asi como con numerosos cientificos en conferencias.

e Asegurar que los métodos de prueba nuevos y revisados sean validados para satisfacer las
necesidades de las agencias federales de los Estados Unidos.

o Los cientificos y reguladores de agencias federales cooperan con los
desarrolladores para garantizar que los métodos que se estan produciendo
atiendan una necesidad regulatoria.

Reducir, refinar o reemplazar el uso de animales en pruebas, cuando sea posible.

El ICCVAM facilita colaboraciones interinstitucionales e internacionales promoviendo el
desarrollo, aceptacion o calificacion regulatoria y uso de pruebas alternativas que fomenten la
reduccion, refinamiento o sustitucion de métodos de prueba en animales. EIl ICCVAM brinda
orientacion a los desarrolladores de métodos de prueba, evaliia recomendaciones de revisiones
realizadas por colegas expertos sobre métodos alternativos de pruebas toxicoldgicas y hace
recomendaciones sobre el uso de métodos de prueba revisados, a las instituciones federales
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apropiadas. El ICCVAM desempeia sus funciones a través de grupos de trabajo técnicos ad hoc,
gestionados por el NICEATM, para realizar tareas especificas importantes para el desarrollo o
validacion de alternativas a las pruebas en animales. Un ejemplo en curso es el apoyo del
ICCVAM en la coordinacion de un estudio de prevalidacion interlaboratorios, para una MNE
desarrollada por la EPA basada en un ensayo in vitro de microtejido tiroideo humano para
deteccion quimica (Deisenroth et al., 2020).

El NICEATM, que es una oficina de la Division de Toxicologia Traslacional del Instituto
Nacional de Ciencias de la Salud Ambiental (NIEHS, segun sus siglas en inglés), brinda apoyo
técnico, cientifico y operativo al ICCVAM vy a las actividades de grupos de trabajo del
ICCVAM, paneles de revision por colegas, paneles de expertos, talleres y esfuerzos de
validacion. Ademas de apoyar al ICCVAM, el NICEATM:

e Realiza andlisis y evaluaciones de métodos de prueba y coordina estudios de validacion
independientes, sobre enfoques de prueba alternativos novedosos y de alta prioridad.

e Proporciona informacién a desarrolladores de métodos de prueba, reguladores y la
industria regulada, a través del sitio web del NICEATM, el Entorno Quimico Integrado y
talleres sobre temas de interés.

e Apoya actividades de la Division de Toxicologia Traslacional del NIEHS, especialmente
aquellas que contribuyen con el consorcio Interinstitucional de Toxicologia en el Siglo
XXI (Tox21) del gobierno de los Estados Unidos.

El foro de comunicacion interinstitucional proporcionado por el ICCVAM vy el apoyo brindado
por NICEATM, sirven para garantizar que los recursos limitados se estén aprovechando de
manera efectiva para coordinar los esfuerzos de las instituciones federales de los Estados Unidos
para validar y calificar MNE para aplicacion regulatoria.

5.2 Armonizacion de Estados Unidos: Colaboraciones Federales Adicionales para
Avanzar las 3Rs

Las agencias federales de los Estados Unidos colaboran en las MNE de muchas maneras, ademas
de su participacion en el ICCVAM. Por ejemplo, Tox21 (Tox21, n.d.) es una colaboracion
federal entre la EPA, la Division de Toxicologia Traslacional del NIEHS, el Centro Nacional
para el Avance de las Ciencias Traslacionales (NCATS) dentro de los Institutos Nacionales de
Salud, y la FDA. El objetivo de Tox21 es desarrollar mejores métodos de evaluacion de
toxicidad, para probar de manera eficiente si ciertos compuestos quimicos pueden tener el
potencial de interrumpir procesos bioldgicos en el cuerpo humano y conducir a efectos negativos
para la salud. Tox21 ha producido una serie de publicaciones y andlisis seminales que se han
puesto en uso regulatorio, por ejemplo en el Programa de Deteccion de Disruptores Endocrinos
de la EPA (EPA, 2023). El NICEATM y la EPA también han trabajado estrechamente en
multiples estudios para reducir o reemplazar el uso de animales en pruebas regulatorias. Esto
incluye analisis retrospectivos para eliminar el uso de animales para: 1) toxicidad aguda dérmica
de plaguicidas y formulaciones plaguicidas (EPA, 2020); 2) determinar si el uso de datos in vitro
por si solos sera suficiente para la derivacion del factor de absorcion dérmica, para evaluacion de
riesgos para la salud humana de los plaguicidas (Allen et al., 2021); y 3) determinar si se puede
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lograr el mismo nivel de proteccioén de vertebrados acuaticos no-objetivo, con pruebas de
toxicidad aguda in vivo en menos de tres especies de peces (Ceger et al., 2023). La FDA también
colabora con el NCATS para desarrollar aun méas tecnologias de sistemas microfisioldgicos, para
promover su avance y acelerar el uso traslacional (FDA, 2023).

5.3 Armonizacion Internacional

Ademas de los esfuerzos de colaboracion internacional facilitados a través de ICCVAM, las
instituciones estadounidenses colaboran de manera independiente a nivel internacional para
avanzar en la aceptacion de las MNE. Algunos ejemplos incluyen el compromiso del ICATM de
los Estados Unidos con el subcomité de expertos de las Naciones Unidas sobre el Sistema
Globalmente Armonizado (GHS, segun sus siglas en inglés) de Clasificacion y Etiquetado de
Sustancias Quimicas, la colaboracion con el ICH para elaborar directrices que describan el uso
de las MNE y la participacion en el Programa de Directrices de Prueba de la OCDE y en el
Grupo de Trabajo sobre Evaluacion de Peligros.

El ICATM fue establecido como una asociacion entre organizaciones de validacion de los
Estados Unidos (ICCVAM), Japon (JaCVAM), la Union Europea (EURL ECVAM) y Canada
(Ciencias de la Salud Ambiental y Oficina de Investigacion, dentro de Salud Canad4d). Otras
organizaciones participantes incluyen el Centro Coreano para la Validacién de Métodos
Alternativos, el Centro Brasilefio para la Validacion de Métodos Alternativos, y la
Administracion China de Alimentos y Medicamentos, y el Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades de Guangdong. Los objetivos generales de este grupo han sido:

e Establecer la cooperacion internacional en areas criticas de estudios de validacion, la
revision independiente por colegas y el desarrollo de recomendaciones armonizadas,
para asegurar que los métodos/estrategias alternativos sean mas facilmente aceptados
en todo el mundo.

e Establecer la cooperacion internacional necesaria para garantizar que los nuevos
métodos/estrategias de prueba alternativos adoptados para uso regulatorio, brinden
una proteccion equivalente o mejorada a personas, animales y el medio ambiente, a la
vez que reemplazan, reducen o refinan (causando menos dolor y angustia) el uso de
animales, siempre que sea cientificamente factible.

Dentro de las Naciones Unidas, el subcomité del GHS ha establecido un grupo de trabajo para
actualizar varios capitulos del GHS, a fin de establecer criterios especificos para el uso de MNE
en diversas clases de peligros (por ejemplo, irritacién/corrosion en la piel, irritacion ocular/dafio
ocular grave, sensibilizacion cutanea). Estos esfuerzos han sido fructiferos en el avance de las
MNE a nivel internacional y han establecido EDs como métodos aceptables para la
determinacion de peligros. Estos esfuerzos internacionales son importantes no solo para
promover las MNE, sino también para proporcionar conocimientos especializados a regiones
internacionales que tal vez no dispongan de recursos suficientes en este campo.

El valor de armonizar los enfoques al uso de MNE también se ilustra en las actividades del ICH.
Varias guias desarrolladas por el ICH describen el uso de métodos alternativos que son
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considerados enfoques aceptables por multiples autoridades reguladoras y grupos de la industria
en todo el mundo. Estos métodos fueron evaluados por grupos de trabajo de expertos dentro del
proceso del ICH e incorporados a las directrices, segun corresponda. Algunos ejemplos incluyen
el uso de métodos in quimico e in vitro para la evaluacion de fototoxicidad (ICH, 2013).
Ademas, la guia del ICH sobre toxicidad reproductiva y del desarrollo incluye algunos contextos
de uso de ensayos alternativos, asi como recomendaciones sobre el enfoque para calificar tales
ensayos y una lista de compuestos de referencia de criterio de valoracion biologico (FDA,
2021b).

La OCDE es un foro internacional para armonizar las directrices de pruebas regulatorias y los
documentos de orientacidn, y se centra cada vez mas en la validacion y el uso de MNE. El
ICCVAM desempefia un papel importante en la coordinacion y contribucion a la postura de
Estados Unidos sobre el Programa de Guias de Pruebas de Efectos en la Salud de la OCDE. El
Coordinador Nacional de los Estados Unidos representa a dicho pais en la reunioén anual del
Grupo de Trabajo de Coordinadores Nacionales y en otras actividades de desarrollo de
directrices de pruebas. En papel, el Coordinador Nacional de Estados Unidos solicita aportes de
instituciones pertinentes del ICCVAM, para las actividades de GP de la OCDE que involucren
cualquier aspecto de las 3Rs. Expertos en la materia de las agencias del ICCVAM prestan
servicio en multiples grupos de expertos de la OCDE, para proporcionar orientacion cientifica
sobre el desarrollo de productos de la OCDE tales como directrices de prueba, EDs y
documentos de guia. Las directrices de prueba de la OCDE son utilizadas por las partes
interesadas de los 38 paises miembros de la OCDE, para evaluar la seguridad quimica. La
clausula de Aceptacion Mutua de Datos de la OCDE garantiza que los datos de seguridad
generados mediante una guia de prueba de la OCDE, seran aceptados por todos los paises
miembro, lo cual evita pruebas redundantes. Las agencias del ICCVAM también contribuyen al
Proyecto de Estudios de Casos de IATA de la OCDE, que permite a los paises compartir y
colaborar en el uso de metodologias novedosas en los IATA para evaluar la seguridad quimica
dentro de un contexto regulatorio.

6.0 Comunicacion y Capacitacion para Fomentar el Uso de MNE

La comunicacion de las instituciones sobre la aceptabilidad de MNE especificas y la
capacitacion sobre las MNE pueden facilitar su uso. Cuando sea apropiado y factible, las
instituciones podrian comunicar publicamente cuando y cémo una MNE es aceptable,
dependiendo de las normas y politicas especificas de cada institucion. Por ejemplo, las MNE
pueden describirse en DG o en sitios web disponibles al publico. Las instituciones reguladoras
pueden usar programas de capacitacion existentes o implementar nuevos programas para el
personal y proporcionar capacitacion disponible al publico, cuando sea posible, sobre los nuevos
métodos. La creacion de confianza en nuevos enfoques puede comenzar incluso antes de que una
MNE sea validada o calificada, mediante la educacion de la comunidad cientifica. Estos
esfuerzos de educacion temprana pueden centrarse en la ciencia bésica de los nuevos enfoques.
A medida que los enfoques maduran y los datos que respaldan la validez de un enfoque se
acumulan, los esfuerzos educativos pueden familiarizar a la comunidad sobre estos datos. La
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capacitacion sobre el uso especifico e interpretacion de MNE puede llevarse a cabo cuando las
MNE han sido evaluadas para CDU particulares. Entidades como la OCDE, el ICCVAM vy otras
organizaciones de validacion y sociedades cientificas, también pueden brindar capacitacion y
acceso a informacion sobre MNE, lo cual respaldara la confianza en su uso.

La interaccion entre desarrolladores de MNE, usuarios de la industria y reguladores puede
facilitar el desarrollo y la adopcion de las metodologias. Dichas interacciones pueden ocurrir a
través de la participacion de todas las partes en reuniones cientificas, en donde se discutan dichos
métodos y a través de interacciones regulatorias més formales de acuerdo con los procesos
especificos de la agencia. Como se sefal6 anteriormente, el desarrollo de CDU apropiados y
conjuntos de datos de calificacion puede ser un proceso iterativo. Los CDU y los dominios de
aplicabilidad pueden cambiar durante el desarrollo y exploracion de una MNE a medida que se
acumulan los datos. La comunicacion continua entre todas las partes durante este proceso, puede
ayudar a asegurar que se tome un camino adecuado para la aceptacion de una MNE.

Incluso si se dispone de una MNE para un criterio de valoracion y es aceptada por una
institucion reguladora, el patrocinador de una solicitud puede optar por utilizar otros enfoques,
tales como una prueba tradicional en animales, por lo que la MNE no siempre puede presentarse
en una solicitud reglamentaria. Podria haber varias razones para ello que estan fuera del control
de las autoridades reguladoras. Aunque una agencia reguladora puede sugerir o recomendar la
sustitucion de una prueba tradicional por una o varias MNE, el patrocinador de un compuesto
podria no estar siempre obligado a seguir la sugerencia. La educacion y familiaridad con las
MNE entre todas las partes interesadas, son necesarias para generar suficiente confianza para la
adopcion de las MNE.

7.0 Conclusion e implementacion

El presente informe esta destinado a ayudar a los desarrolladores de métodos, a las partes
interesadas de las industrias reguladas y a las instituciones federales, en el desarrollo, validacion,
calificacion y aceptacion de MNE cientificamente relevantes. Aqui, hemos descrito conceptos
clave que se deben tomar en cuenta para permitir el desarrollo eficiente y oportuno de MNE
aptas para su propoésito, confiables y que proporcionen informacion relevante para las especies de
interés. Toda la informacion puede aplicarse o no a cualquier método especifico, ED o IATA.
También puede haber otros conceptos que se apliquen a un método, ED o IATA, que no fueron
discutidos en este informe. Es importante que los desarrolladores trabajen en estrecha
colaboracion con las instituciones federales y los usuarios finales, con la vista puesta en el uso
previsto de la MNE, particularmente para aplicaciones de evaluacion de riesgos en una revision
regulatoria. Establecer la confianza cientifica en las MNE y validar o calificar métodos para fines
y CDU especificos, deben ser procesos iterativos que evolucionen a través de una comunicacion
multidireccional entre las partes interesadas.

El campo de las MNE esta en evolucion y pueden surgir nuevas consideraciones sobre la
validacion y calificacion de MNE que no se habian anticipado en el momento de la redaccion de
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este informe. En consecuencia, es posible que las partes interesadas que participan en el
desarrollo, validacion y calificacion de las MNE, deban permanecer flexibles y abiertas a
incorporar consideraciones no descritas en el presente documento. Este informe se actualizara
periodicamente y segliin sea necesario.
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APENDICE A: GLOSARIO

DESCARGO DE RESPONSABILIDAD: Este glosario esta destinado a respaldar el uso de
terminologia en este informe. El significado o uso de un término en particular puede variar
segun las agencias reguladoras.

3Rs: Principios de la técnica experimental humana, especificamente con respecto a la reduccion
(es decir, minimizar el numero de animales utilizados), reemplazo (es decir, uso de una especie
de orden inferior o prueba no animal), o refinamiento (es decir, minimizar el dolor o angustia que
los animales de investigacion podrian soportar debido a una técnica particular) del uso de
animales en investigacion y pruebas de seguridad quimica.

Adecuado para el proposito: Hacer coincidir el tipo y certeza de la informacion proporcionada
por una MNE (o conjunto de MNE) con el tipo y certeza de informacion necesaria para una
decision determinada (EPA, 2021a).

Base de datos/lista curada: Es un conjunto estructurado de informacién bien caracterizada y
confiable, que se compila y conserva cuidadosamente.

Buenas Practicas de Cultivo Celular (BPCC): Conjunto de principios desarrollados para uso
practico en el laboratorio, para asegurar la reproducibilidad del trabajo in vitro (basado en
células) y mejorar la calidad de los datos cientificos (Pamies et al., 2022).

Buenas Practicas de Laboratorio (BPL): Reglamentos promulgados por autoridades como la
EPA de los Estados Unidos, la FDA de los Estados Unidos y la OCDE que describen los
procedimientos de mantenimiento de registros y garantia de calidad para los registros de
laboratorio que seran la base para la presentacion de datos a las agencias reguladoras nacionales.

Buenas Practicas de Métodos In Vitro (BPMIV): Marco integral descrito en el Documento de
Orientacion de la OCDE sobre Buenas Practicas de Métodos In Vitro (OCDE, 2018), que
proporciona recomendaciones para el desarrollo, validacion, aceptacion o calificacion regulatoria
y uso, de métodos in vitro .

Calificacion: Conclusion de que se puede confiar en los resultados de una evaluacion utilizando
un modelo o ensayo validado, para tener una interpretacion y aplicacion especificas en el
desarrollo de productos y la toma de decisiones regulatorias.

Clasificacion de peligros: Asignacion de un peligro por una sustancia o producto quimico a una
categoria, con base en los resultados de un método de prueba estandar de un criterio de
valoracion de toxicidad especifico; mas cominmente utilizado para fines de etiquetado.

Compuestos de referencia: Sustancias quimicas seleccionadas para su uso durante la
investigacion, desarrollo o evaluacion de un método de prueba propuesto, debido a que se conoce
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su respuesta en el método de prueba de referencia o en la especie de interés (véase “método de
prueba de referencia”).

Concordancia: Es la cercania de acuerdo o consistencia entre dos variables. La concordancia
puede usarse para describir cualitativamente la relevancia bioldgica de una MNE en comparacion
con el método de prueba en animales de referencia y/o los datos de referencia en seres humanos,
cuando los hay disponibles. La concordancia también se puede utilizar para describir
cuantitativamente la proporcion de todas las sustancias quimicas analizadas que se clasifican
correctamente como positivas o negativas y el término a menudo se usa indistintamente con
“exactitud” en este contexto.

Confiabilidad: Medida del grado en el que un método de prueba se puede realizar de manera
reproducible dentro y entre laboratorios, a lo largo del tiempo. Se evalua calculando la
reproducibilidad intra- e interlaboratorios y la repetibilidad intralaboratorio.

Contexto de uso (CDU): Es una descripcion claramente articulada que delinea la manera y
propdsito de uso de un método, enfoque o aplicacion particular.

Control de calidad: Conjunto de actividades o muestras que se utilizan para verificar que la
calidad del producto o método se mantenga segun lo previsto.

Criterio de valoracion: Es el proceso bioldgico o quimico, respuesta, o efecto, evaluado por un
método de prueba.

Curva estandar: Método cuantitativo de graficacion de datos de ensayo para determinar la
concentracion de una sustancia en una muestra desconocida, comparando dicha muestra con una
muestra estandar de concentracion conocida (a menudo con el uso del material de control
positivo).

Desarrollador de métodos de prueba: Organizacion o individuo que inicialmente disefia un
método de prueba y asegura su reproducibilidad e idoneidad para el uso previsto.

Desempeiio: Son las caracteristicas de exactitud y confiabilidad de un método de prueba (véanse
“exactitud”, “confiabilidad”).

Discordancia: Es la proporcion de todas las sustancias quimicas analizadas que fueron
incorrectamente clasificados como positivos o negativos.

Dominio de aplicabilidad: Los tipos de sustancias quimicas que se pueden probar utilizando un
método, o los tipos de sustancias quimicas para las cuales se consideran aceptables los resultados
producidos por ese método.

Enfoque definido (ED): Consiste en datos de entrada generados con un conjunto definido de
fuentes de informacion y un procedimiento fijo de interpretacion de datos, para obtener un
resultado que puede ser usado por si mismo o junto con otras fuentes de informacion dentro de
una IATA, para satisfacer una necesidad regulatoria especifica. Se puede utilizar un enfoque
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definido para las pruebas y la evaluacion para respaldar la identificacion de peligros, la
caracterizacion de peligros y/o la evaluacion de la seguridad de sustancias quimicas (OCDE,
2017).

Enfoque Integrado para Pruebas y Evaluaciones (IATA): Enfoque basado en multiples
fuentes de informacion utilizadas para la identificacion de peligros, caracterizacion de peligros
y/o evaluacion de seguridad de sustancias quimicas (OCDE, 2017).

Ensayo: El sistema experimental utilizado. A menudo se usa indistintamente con “prueba” y
“método de prueba”.

Especie objetivo: Especie para la cual se busca informacion sobre la toxicidad potencial de una
sustancia quimica.

Especificidad: Proporcion de todas las sustancias quimicas negativas clasificadas correctamente
como negativas en un método de prueba. Es una medida de la exactitud del método de prueba.
Este término también se utiliza para describir la capacidad de un método analitico para detectar
un analito especifico.

Estabilidad: Capacidad de un material de ensayo (por ejemplo, una sustancia de prueba, aparato
de ensayo, reactivo o analito), para producir resultados similares y aceptables durante un periodo
de tiempo en un ambiente determinado.

Estandares de desempeiio: Estandares, basados en un método de prueba validado, que
proporcionan una base para evaluar la comparabilidad de un método de prueba propuesto
mecénica y funcionalmente similar. Se incluyen (1) componentes esenciales del método de
prueba; (2) una lista de sustancias quimicas de referencia seleccionadas de entre las sustancias
quimicas utilizadas para demostrar el desempefio aceptable del método de prueba validado; y (3)
los niveles comparables de exactitud y confiabilidad, con base en lo que se obtuvo para el
método de prueba validado, que el método de prueba propuesto debe demostrar cuando se evalua
utilizando la lista minima de sustancias quimicas de referencia.

Evaluacion de riesgos: Evaluacion de los posibles efectos adversos para la salud y el medio
ambiente, de una especie objetivo a partir de exposiciones a agentes ex0genos.

Exactitud equilibrada: Es una métrica estadistica empleada para dar cuenta de un conjunto de
datos desequilibrado, en donde una “clase” aparece mucho mas que la otra (por ejemplo, mayor
nimero de negativos que positivos). La exactitud equilibrada se calcula como la media aritmética
de la sensibilidad y especificidad.

Exactitud: La cercania de concordancia entre un resultado del método de prueba y un valor de
referencia aceptado.

Falso negativo: Sustancia identificada incorrectamente como negativa por un método de prueba,
en relacion con los datos de referencia especificados.

51



Validacion, Calificacion y Aceptacion Regulatoria de MNE Marzo de 2024

Falso positivo: Es una sustancia identificada incorrectamente como positiva por un método de
prueba, en relacion con los datos de referencia especificados.

Identificacion del peligro: Parte de la evaluacion de riesgos asociada con la determinacion de si
la exposicion a una sustancia en particular esta o podria estar asociada con efectos adversos para
la salud o adversos ecologicos.

Método de prueba de referencia: Método de prueba aceptado que se emplea con fines
regulatorios para evaluar el potencial de una sustancia de prueba de ser peligrosa para la especie
de interés.

Método de prueba validado: Método de prueba aceptado para el cual se han realizado estudios
de validacion, para determinar la exactitud, confiabilidad y relevancia de dicho método para un
uso especifico propuesto.

Método de prueba: Proceso o procedimiento utilizado para obtener informacion sobre las
caracteristicas de una sustancia o agente. Los métodos de pruebas toxicoldgicas generan
informacion referente a la capacidad de una sustancia o agente para producir un efecto biologico
especificado, bajo condiciones especificadas. Se puede usar indistintamente con “test” y “assay”
(prueba y ensayo). Véase también “método de prueba validado” y “método de prueba de
referencia”.

Metodologia de nuevo enfoque (MNE): Constituye una referencia ampliamente descriptiva a
cualquier tecnologia, metodologia, enfoque o combinacion de los mismos, que pueda utilizarse
para proporcionar informacion sobre el peligro quimico y la evaluacion de riesgos, y que
respalda el reemplazo, reduccion o refinamiento (3Rs) del uso de animales.

Organo objetivo: Organo para el que se busca informacion sobre la toxicidad potencial de una
sustancia quimica.

Patrocinador del método de prueba: Organizacion o individuo que presenta un método de
prueba para su consideracion; esta misma organizacion o individuo también puede ser el
desarrollador del método de prueba.

Peligro: Es el potencial de un efecto adverso o nocivo para la salud o nocivo ecologico.

Potencia: Medida de la actividad bioldgica o quimica relativa de una sustancia. La potencia de
una sustancia sola puede diferir a causa de diferentes efectos bioldgicos o bioquimicos.

Precision: Es la cercania de las mediciones individuales de un analito después de multiples
analisis, a menudo de una sola muestra. La precision a menudo se expresa como el coeficiente de
variacion.

Predictividad negativa: Es la proporcion de respuestas negativas correctas en relacion con datos
de referencia definidos, entre las sustancias que dan negativo por un método de prueba. Es un
indicador de la exactitud del método de prueba. La predictividad negativa es una funcion de la
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especificidad del método de prueba y de la prevalencia de negativos entre las sustancias
probadas.

Predictividad positiva: Es la proporcion de respuestas positivas correctas entre las sustancias
que dan positivo, en relacion con los datos de referencia definidos por un método de prueba. Es
un indicador de la exactitud del método de prueba. La predictividad positiva es una funcion de la
sensibilidad del método de prueba y la prevalencia de positivos entre las sustancias probadas.

Presentacion del método de prueba: Compendio de documentacion justificativa de un método
de prueba propuesto para aplicacion regulatoria u otra aplicacion definida. Una presentacion de
método de prueba generalmente incluye registros de estudios de validacion que se han
completado para caracterizar la utilidad y limitaciones del método de prueba, para un requisito o
aplicacion de prueba reglamentaria especifica propuesta, asi como otra documentacion adecuada
sobre la validez cientifica; todo esto se prepara de conformidad con los lineamientos de
presentacion de métodos de prueba.

Procedimientos normalizados de operacion (PNO): Procedimientos formales por escrito que
describen como se deben realizar operaciones especificas del laboratorio. Estos son requeridos
por los lineamientos de las BPL.

Protocolo: Es la descripcion precisa paso a paso de un método de prueba, incluyendo la lista de
todos los reactivos necesarios y todos los criterios y procedimientos para generar y evaluar los
datos de la prueba.

Prueba: Sistema experimental utilizado; puede emplearse indistintamente con “método de
prueba” y “ensayo”.

Recuperacion: Método cuantitativo para verificar la eficiencia y reproducibilidad de un método
de extraccion, mediante una comparacion de los resultados de las muestras extraidas, con
aquellos de muestras sembradas de una matriz similar y/o blancos sembrados.

Relevancia biologica: Es una medida de idoneidad para evaluar los efectos de una sustancia
quimica dentro de los taxones de interés.

Relevancia mecanicista: Medida de idoneidad para evaluar el proceso bioquimico o ruta por la
cual una sustancia quimica puede ejercer un efecto.

Repetibilidad: Es la consistencia de los resultados de la prueba obtenidos cuando el
procedimiento se realiza sobre la misma sustancia en condiciones idénticas, en un periodo de
tiempo determinado; “... la cercania de coincidencia entre resultados independientes obtenidos
con el mismo método en uno o mas sujetos idénticos (u objetos o materiales de prueba), bajo las
mismas condiciones” (Slezdk y Waczulikova, 2011).

Reproducibilidad interlaboratorios: Es una medida de si diferentes laboratorios calificados
que utilizan el mismo protocolo y productos quimicos de prueba, pueden producir resultados
cualitativa y cuantitativamente similares. La reproducibilidad interlaboratorios se determina
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durante los procesos de prevalidacion y validacion e indica la medida en que un método de
prueba puede ser transferido con éxito entre laboratorios.

Reproducibilidad: Es la consistencia de los resultados de pruebas individuales obtenidos
utilizando el mismo protocolo y muestras de prueba; ... la cercania del acuerdo entre resultados
independientes obtenidos con el mismo método sobre uno o mas sujetos idénticos (u objetos, o
materiales de prueba), pero bajo condiciones diferentes (diferentes observadores, laboratorios
etc.)” (Slezak y Waczulikova, 2011).

Robustez: Capacidad de un método de ser reproducido bajo diferentes condiciones o
circunstancias, sin presentar diferencias inesperadas en los resultados obtenidos.

Ruta de resultado adverso (RRA): Es una representacion estructurada de eventos secuenciales
que ocurren a diferentes niveles de organizacion biologica, dando como resultado un efecto
adverso cuando un organismo es expuesto a una sustancia.

Sensibilidad: Proporcion de todas las sustancias quimicas positivas clasificadas correctamente

como positivas en un método de prueba. La sensibilidad también puede definirse en el contexto
de los limites de deteccidon, como la concentracién mas baja de analito que se puede medir con

una exactitud y/o precision aceptables.

Transferibilidad: Capacidad de un método o procedimiento de prueba para ser ejecutado de
manera precisa y confiable en diferentes laboratorios competentes. Véase también
“reproducibilidad interlaboratorios”.

Validacion: Proceso por el cual se establece la exactitud, confiabilidad y relevancia de un
procedimiento para un propoésito especifico. La validacion para un proposito especifico no
implica la validacion para otros fines especificos. Puede ser necesaria una calificacion adicional
para un contexto de uso particular.
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APENDICE B: HERRAMIENTAS DE CALIDAD

1.0  Diagramas de flujo

En un diagrama de flujo, cada paso de un protocolo se incluye en el diagrama (consulte la Figura
S1 para ver un ejemplo). Esto puede ser util en el disefio de medidas de control para el
experimento al garantizar que cada paso se cubra y pueda ser rastreado cuando sea factible. Es
posible que mas de una medicion de control abarque un solo paso y, a la inversa, una medicion
de control puede abarcar multiples pasos. Ademas, la comparacion de las medidas de control
entre MNE puede revelar pasos similares entre diferentes MNE. Para estos pasos, es probable
que las fuentes de variabilidad también seran similares.
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Figura suplementaria 1. Diagrama de flujo que describe el protocolo del MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio), modificado para un
estudio interlaboratorios. Esta figura fue reimpresa con permiso de Elliott et al. (2017).
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2.0 Analisis de Causa-Efecto

El analisis de causa y efecto (C&E) es una herramienta conceptual que se puede emplear para
identificar posibles fuentes clave de variabilidad y mostrarlas utilizando diagramas de C&E, en
ocasiones conocidos como diagramas de espina de pescado (consulte la Figura S2 para ver un
ejemplo). El proceso de desarrollo de estos diagramas puede incluir una lluvia de ideas y la
revision de literatura sobre un ensayo. Cada rama del diagrama de C&E indica una fuente clave
de variabilidad esperada. Los diagramas de C&E también pueden respaldar el desarrollo de
nuevas MNE, porque las ramas compartidas en diagramas de C&E (por ejemplo, realizar
mediciones usando el mismo tipo de ensayo de citotoxicidad) se pueden hacer mas rapidamente,
es probable que requieran medidas de control similares y posiblemente tendran estrategias
similares de mitigacion de variabilidad. El anélisis de los diagramas de C&E puede ayudar a
identificar aspectos de un método que pueden ser dificiles de estandarizar (por ejemplo, un
instrumento dificil de calibrar o reactivos de ensayo inestables). Los diagramas de C&E pueden
ayudar a guiar las pruebas de robustez y la seleccion de medidas de control para que, de manera
ideal, se analicen las fuentes de variabilidad en cada rama y subrama del diagrama de C&E.
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Figura Suplementaria 2. Diagrama de causa-efecto de un ensayo de citotoxicidad del MTS

disefiado para usarse con nanomateriales disefiados por ingenieria. Reimpreso con permiso de
Rosslein et al. (2015).
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3.0 Graficas de control

Las medidas de control pueden ser experimentos preliminares de ejecucion unica (por ejemplo,
para probar posibles sesgos), mediciones periddicas realizadas a una frecuencia predeterminada
(por ejemplo, evaluacion del desempetio del instrumento y calibracion del mismo), y medidas de
control en proceso realizadas cada vez que se ejecuta el ensayo. En algunos ensayos que
permiten analizar un nimero limitado de muestras al mismo tiempo (por ejemplo, un ensayo de
inhalacién con exposicion a productos quimicos en aerosol utilizando un sistema de exposicion
de flyjo directo), las mediciones periddicas pueden ser Ttiles. Los experimentos preliminares de
ejecucion Unica pueden ser tUtiles para evaluar si una sustancia de prueba puede causar un sesgo,
por ejemplo, si una nanoparticula puede adsorber un reactivo de ensayo clave. Las medidas de
control en proceso se pueden emplear para medir fuentes clave de variabilidad cada vez que se
realiza el ensayo. Por ejemplo, una medicion de control en proceso comun es el control positivo.
Esta medicion de control puede revelar si se alcanza una respuesta maxima (efecto del 100%) y
también puede usarse para demostrar la sensibilidad de la respuesta del ensayo a concentraciones
quimicas que producen respuestas mas bajas y moderadas. Las consideraciones clave para
seleccionar un control positivo han sido descritas por Petersen et al. (2021). Algunas mediciones
adicionales comunes de control en proceso, son un control sin células y sin reactivos de ensayo
adicionales y un control con células y reactivos de ensayo adicionales afiadidos, pero sin
sustancias de prueba. Podria no ser posible incluir todas las potenciales medidas de control en el
proceso y puede haber compensaciones en términos de qué medidas de control en proceso
incluir.

Las fuentes clave de variabilidad pueden irse monitoreando a lo largo del tiempo y entre
experimentos, mediante el uso de graficas de control que muestran los valores medios y la
variabilidad de las medidas de control en proceso (consulte la Figura S3 para ver un ejemplo).
Esto puede ser ttil para evaluar si hay cambios sistematicos en los valores medios o de
variabilidad a lo largo del tiempo, que sugieran que algo en el ensayo podria haber cambiado
(por ejemplo, inestabilidad de un reactivo). Revisar las hojas de verificacion puede ser util para
identificar por qué se produjeron cambios.
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Figura suplementaria 3. Datos de la grafica de control del ensayo de deteccion de alérgenos
electrofilicos, método de fluorescencia, para el control negativo de incubadora: (A) media y (B)
coeficiente de variacion de todos los experimentos, dependiendo de la fecha en que se realizaron.
En la gréafica B, un valor es atipico para el coeficiente de variacion y estd fuera de las
especificaciones de este estudio (media general + 3 veces el valor promedio de la desviacion
estandar). Ademas, no existe una tendencia sistematica con los valores de la media o el
coeficiente de variacion a lo largo del tiempo. Esta figura fue modificada y reimpresa con
permiso de Petersen et al. (2022c), mientras que las leyendas de figura fueron modificadas y
reimpresas de Petersen et al. (2022b).
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4.0  Hojas de Verificacion

Para registrar metadatos clave y cumplir con los requisitos de las BPL, se pueden usar hojas de
verificacion. Si no se aplican las BPL cuando se esta desarrollando un método, los principios
establecidos ellas, como el registro de datos clave en hojas de verificacion, serdn importantes si
las MNE estan destinados a presentacion regulatoria, en donde es posible que se requiera el
cumplimiento de las BPL. Algunos recursos alternativos relevantes durante el desarrollo del
ensayo son el documento de orientacion sobre BPCC 2.0 (Pamies et al., 2022) y GIVIMP
(OCDE, 2018), que son especificos para el trabajo basado en células, con listas adicionales de
gestion de calidad para garantizar la reproducibilidad y datos cientificos de alta calidad. Las
hojas de verificacion también pueden ser utiles para monitorear las medidas de control en
proceso y apoyar la solucion de problemas cuando €stos surjan. Por ejemplo, se pueden usar para
documentar cambios en los numeros de lote de reactivos y suministros consumibles (por
ejemplo, pipetas y microplacas). Esto puede ser util para solucionar problemas si una
especificacion no se cumple con mas frecuencia que otras. También es posible que las hojas de
verificacion que incluyen calculadoras de datos evalten si los datos de una ejecucion de ensayo
cumplen con todas las especificaciones y efectiien evaluaciones estadisticas de los resultados de
dicho ensayo. Se pueden usar cuadernos electronicos y sistemas de gestion de informacion de
laboratorio en lugar de hojas de verificacion escritas (con ventajas como la facilidad de
almacenamiento, transferibilidad entre laboratorios y posibilidades de busqueda).

5.0  Graficas de Dispersion

Las graficas de dispersion se pueden usar para evaluar si existe una interaccion entre diferentes
medidas de control en proceso o entre esas medidas de control y los resultados de la sustancia de
prueba (consulte la Figura S4 para ver un ejemplo). Los resultados de la sustancia de prueba
deben ser independientes de los resultados de las medidas de control en proceso, dentro del rango
establecido por las especificaciones.
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Figura complementaria 4. Correlacion de los valores de CEso del sulfato de cadmio (CdSOs)
determinados usando el ensayo MTS con valores medios de densidad 6ptica (DO) de células
A549 no expuestas a la sustancia de prueba o al control positivo. Estos datos muestran una falta
de interaccion entre los valores de CEso (parte A) o una interaccion (parte B) dependiendo del
rango de valores medios de DO. Las lineas continuas son ajustes de regresion lineal. La
pendiente en la parte B es estadisticamente diferente de 0, lo que indica que el valor CEso esta
correlacionado con los valores de DO. Modificado y reimpreso con permiso de Petersen et al.
(2022b) y las leyendas de figura fueron reimpresas con permiso de Petersen et al. (2022b).
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APENDICE C: EVALUACION DE METODOS ANALITICOS

La informacion del Apéndice C proviene de varias referencias, entre ellas “Validacion y
Aceptacion Regulatoria de Métodos de Pruebas Toxicolégicas” (ICCVAM, 1997), “Guia de
Validacion de Métodos Bioanaliticos para la Industria” (FDA, 2018), GD 34 de la OCDE
(OCDE, 2005), y el documento GIVIMP de la OCDE (OCDE, 2018). La informacion contenida
en el Apéndice C tiene por objeto proporcionar un marco general sobre la evaluacion de
métodos. Algunos aspectos pueden o no ser aplicables a todos los métodos.

1.0 Limites de Deteccion y Cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion definen el rango de un método analitico. EI método
analitico a menudo se prueba ya sea en el limite inferior de cuantificacion o en el limite de
deteccion, cualquiera que sea mas apropiado para el sistema. Este proceso determina el extremo
inferior del rango de un método analitico estableciendo la menor cantidad o concentracion de
analito que puede ser detectado de manera confiable (limite de deteccion) o cuantificado (limite
inferior de cuantificacion) por encima del blanco de reactivos o dentro de la curva estandar. La
concentracion mas alta en la curva estandar determina el limite superior de cuantificacion.

2.0 Identificacion de Interferencias

Los desarrolladores de métodos deben documentar las sustancias interferentes que pueden
provenir de componentes criticos y no criticos del método, incluyendo cualquier interferencia
con la sefial detectada (por ejemplo, fluorescencia/absorbancia, luciferasa, enzimatica) del
método. La interferencia también puede provenir de consumibles, tales como ciertos plasticos en
métodos de prueba de perturbadores endocrinos, asi como otros reactivos en el método. Las
sustancias potencialmente interferentes incluyen, pero no se limitan a, componentes de matriz
endogenos, metabolitos, productos de descomposicion y otros xenobioticos. Si el método esta
destinado a cuantificar mas de un analito, todos los analitos previstos deberan ser probados para
asegurar que no haya interferencia. A menudo se emplean muestras blanco para probar la
interferencia.

3.0 Evaluacion de la Precision Analitica

Es util incluir una descripcion de la precision del método analitico utilizado y cualesquiera otras
pruebas de precision, tales como las que evaltian la variabilidad del desempefio, cuando
diferentes personas emplean el método propuesto, o cuando se utiliza instrumentacion diferente
para el método, asi como la participacion en estudios de comparacion interlaboratorios, cuando
sea posible.

4.0 Estabilidad de los Materiales

La estabilidad en lo relacionado con los materiales utilizados en la MNE (por ejemplo, sustancias
de prueba, aparatos de ensayo, reactivos y analitos), se refiere a la capacidad de un material para
producir resultados similares y aceptables durante un periodo de tiempo en un ambiente
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determinado. La estabilidad de la MNE misma se discutié anteriormente (Apéndice B, Seccion
3.0) con la evaluacion de las graficas de control a lo largo del tiempo. Se deben evaluar los
efectos de las condiciones de toma de muestras, del manejo y almacenamiento de las mismas. A
los materiales que pueden verse afectados por problemas de estabilidad se les deberan asignar
fechas de caducidad apropiadas. Debe garantizarse la estabilidad de la sustancia de prueba,
reactivos y aparatos de ensayo (por ejemplo, las microplacas de plastico) para evitar
interferencias de los productos de degradacion y cambios en la dosis real aplicada. Los estudios
de estabilidad que se realicen sobre cualquiera de los componentes deben incluirse en los
informes. Se debe evaluar la estabilidad de cualquier mezcla quimica o muestra preparada antes
del dia del estudio antes de su uso en estudios de desarrollo, validacion o calificacion.

La estabilidad quimica de una mezcla o matriz dada bajo condiciones especificas, para intervalos
de tiempo determinados, se evaliia de varias maneras. Las evaluaciones de estabilidad previas al
estudio deben cubrir las condiciones esperadas de manejo y almacenamiento de la muestra
durante la realizacion del estudio, incluyendo las condiciones en el sitio de prueba, durante el
envio y en todos los demas sitios secundarios. La estabilidad de un analito en un sistema
particular de mezcla, matriz y contenedor es relevante solo para ese sistema de mezcla, matriz y
contenedor, y no debera extrapolarse a otros sistemas. Las pruebas de estabilidad deben evaluar
la estabilidad de los analitos para el almacenamiento a largo plazo (congelados a la temperatura
de almacenamiento prevista) y a corto plazo (en mesa, temperatura ambiente) y luego de ciclos
de congelacion y descongelacion y del proceso analitico. Las condiciones utilizadas en los
experimentos de estabilidad deben reflejar situaciones que puedan encontrarse durante el manejo
real y anélisis de la muestra. Si durante el anélisis de la muestra en un estudio las condiciones de
almacenamiento cambiaron y/o excedieron las condiciones de almacenamiento de la muestra
evaluadas durante la caracterizacion técnica del método, se debera establecer la estabilidad bajo
estas nuevas condiciones. Se deben realizar estudios de estabilidad independientes y cubrir
cualquier condicién que pueda enfrentar un reactivo critico. Las pruebas de estabilidad de un
reactivo o material deben considerarse para una variedad de contextos, incluso durante los ciclos
de congelacion-descongelacion y su uso en mesa de laboratorio, en soluciones stock, en muestras
procesadas y en estudios de largo plazo.

5.0 Pruebas de Robustez

Robustez es la capacidad de un método de ser reproducido bajo diferentes condiciones o
circunstancias, sin presentar diferencias inesperadas en los resultados obtenidos. Un aspecto de la
robustez de una MNE es la consistencia de los resultados de las graficas de control respecto al
tiempo, tal como se describe en el Apéndice B, Seccion 3.0. Las pruebas de robustez se utilizan a
menudo para detectar cambios en los resultados provenientes de variaciones no intencionales en
los reactivos o protocolos experimentales. Se recomienda la prueba de robustez para todos los
aspectos de los métodos de prueba y se deben establecer rangos para todos los parametros y
mediciones siempre que sea posible.

Por ejemplo, se establecié un tiempo de incubacion de 5 minutos como 6ptimo para un estudio,
pero después de las pruebas de robustez, los datos pasaron todos los requisitos de control de
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calidad a los 5 minutos mas o menos 30 segundos. Por lo tanto, el tiempo de incubacion
aceptable de robustez probada seria de 5 minutos + 30 segundos.

Algunos parametros de estudio que deben tener un rango de aceptacion establecido incluyen:

e Tiempos de incubacion

e Temperaturas de incubacioén

e pH

e Fuentes de reactivos

e Densidades de células (si es aplicable)
e Condiciones experimentales

e Software de analisis

El disefio del modelo determinara qué condiciones experimentales requeriran rangos de
aceptacion. Por ejemplo, los modelos con medios que fluyen necesitaran rangos de aceptacion
para los parametros relacionados con el flujo. Los modelos mas complejos es mas probable que
tengan parametros de estudio que requieran control.

Cuando sea aplicable, también se deben informar los resultados de las pruebas de robustez de
reactivos criticos y no criticos. Se deben probar diferentes proveedores (siempre que sea
practico) para determinar si se debe comprar un reactivo a un proveedor o si se pueden usar
multiples proveedores. Esto también puede ser util para evitar interrupciones en la cadena de
suministro o en caso que un fabricante deje de fabricar un producto especifico.

También se deben realizar pruebas de robustez instrumental siempre que sea aplicable. La
validacion cruzada entre laboratorios a menudo involucra diferentes marcas de instrumentos con
diferentes parametros de desempefio y capacidades, lo cual puede sumarse a la variabilidad de
los datos o cambiar parametros del método ejecutado.

6.0  Analisis de Recuperacion

Los estudios que realizan pruebas en extractos de una matriz determinada deberan llevar a cabo
estudios de recuperacion, para verificar la eficiencia y reproducibilidad del método de
extraccion. Los estudios de recuperacion a menudo se realizan mediante la comparacion de los
resultados de las muestras extraidas, con los de muestras sembradas de una matriz similar y/o
con los de blancos sembrados.

7.0  Analisis Técnico del Dominio de Aplicabilidad

Deben existir datos adecuados del método de prueba de sustancias y/o productos quimicos
representativos de aquellos que son relevantes para el CDU especifico para el que se propone la
prueba. La documentacion de la MNE, ED o IATA debera describir con claridad las propiedades
fisicoquimicas del dominio de aplicabilidad. Esto incluiria cualquier limitacién del método, por
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ejemplo para sustancias quimicas de un rango especifico de peso molecular, volatilidad,
solubilidad o estabilidad.

Si bien el dominio de aplicabilidad debe evaluarse analiticamente durante el desarrollo inicial de
un ensayo, es posible disponer de datos adicionales mediante un uso mas amplio del método.
Estos datos podrian revelar interferencias que tal vez debieran abordarse mas técnicamente
(Petersen et al., 2022a). Si un ensayo no se evalua para sustancias quimicas con ciertas
propiedades fisicoquimicas, habra una mayor incertidumbre con respecto al desempefio del
ensayo para estas sustancias quimicas, tanto por cuestiones analiticas (por ejemplo, si existen
sesgos que afectan el desempefio del ensayo) como de potencial concordancia (por ejemplo, si el
ensayo produce resultados similares a un ensayo in vivo ). Por lo tanto, también puede ser valioso
evaluar la concordancia del ensayo entre sustancias quimicas con diferentes propiedades
fisicoquimicas, para aumentar la confianza en la aplicabilidad del ensayo con una variedad mas
amplia de sustancias quimicas.

8.0 Control Positivo

Al menos un control positivo debera ser parte del desarrollo del ensayo. Estos controles se
pueden usar en conjunto con curvas estandar o en una sola concentracion para el control positivo.
Los controles positivos deben ser relevantes para el criterio de valoracion de deteccion del
ensayo. La concentracion del control positivo debe estar dentro del intervalo de deteccion del
ensayo. A menudo se elige una concentracion de control positivo que produzca una respuesta
entre el 50% y el 80% del rango méximo de deteccion, si se prueba una sola concentracion y se
dispone de datos sobre la resolucion de la dosis maxima. Con frecuencia se produce una curva
estandar utilizando el control positivo del sistema, definiendo curva estandar como la relacion
entre la respuesta del ensayo y concentraciones conocidas del analito. La curva estdndar debe ser
reproducible a lo largo del tiempo. Se deben preparar las curvas estdndar en el mismo vehiculo o
solvente que las muestras de prueba previstas del estudio. Cuando no se puede obtener la misma
mezcla o matriz, es posible emplear mezclas o matrices sustitutas, con la debida documentacion
y justificacion.

9.0 Estandares de Referencia para Calibracion de Instrumentos

Cuando corresponda, los instrumentos deben calibrarse utilizando estandares de calibracion y/o
muestras de control de calidad. Se debe documentar la fuente de la muestra estandar o de control
de calidad, incluyendo pureza, estabilidad, fuente, nimero de lote, certificado de analisis y fecha
de caducidad. Existen varios tipos de estandares, tales como los estandares compendiales de la
Farmacopea de los Estados Unidos y materiales comerciales obtenidos de una fuente comercial
de buena reputacion con pureza documentada.

Idealmente, el estandar de control para algunos instrumentos (por ejemplo, espectrometros de
masas) debe ser idéntico al analito de interés en el ensayo. A menudo esto no es posible y se
puede emplear una forma quimica establecida de pureza conocida.
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10.0 Configuracion de Especificaciones

Se pueden establecer especificaciones para medidas de control en proceso basadas en los
resultados de pruebas intralaboratorio o interlaboratorios. Existen multiples enfoques que se
pueden utilizar. Por ejemplo, los métodos comunmente empleados aplican un intervalo de
confianza del 95% a las medidas de control en proceso o utilizan la media + dos o tres veces el
valor de la desviacion estandar, pero a menudo también se utilizan otros enfoques estadisticos.
La configuracion de especificaciones implica equilibrar diferentes objetivos. Es importante tener
especificaciones suficientemente rigurosas para excluir datos que indiquen que el ensayo no esta
funcionando como se esperaba o que los datos de una medicion de control en proceso estan
dentro de un rango que pudiera sesgar el resultado de la sustancia de prueba. También es
importante no configurar especificaciones tan estrictas que las pruebas con datos en lo que se
consideraria un rango normal, pudieran tener un nimero demasiado alto de ejecuciones del
ensayo que no cumplan con las especificaciones.
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