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Historia del enfoque por etapas

Desde 2002, la guía OECD 404 de estudio in vivo recomendaba:
1) datos existentes sobre humanos y / o animales, 
2) Relación estructura-actividad (SAR) 
3) pH
4) toxicidad sistémica por vía dérmica, 
5) el uso de pruebas in vitro o ex vivo validadas y aceptadas de corrosión cutánea, 
6) el uso de pruebas in vitro o ex vivo validadas y aceptadas para irritación de la piel, y 
7) el uso de una prueba confirmatoria en conejo in vivo de manera escalonada si un resultado negativo



Estrategia IATA - Enfoque Integrado Sobre 
Pruebas y Evaluación

• Parte 1 - datos existentes: 
• Módulos 1 a 5: información existente y disponible 

se recupera de la literatura y las bases de datos y 
otras fuentes 

• Módulo 6 : las propiedades físico-químicas, 
principalmente el pH, son considerados. 

• Módulo 7 cubre los métodos que no son 
experimentales. 

• Parte 2 - peso de la evidencia 
• Parte 3 - La experimentación con estudios in vitro y 
con los animales como último recurso

https://www.oecd-ilibrary.org/docserver/9789264274693-en.pdf?expires=1665488809&id=id&accname=guest&checksum=3F437F144FA0EFE02B047840B14319F0



Comunicación de peligros (SGA)

Sin categoría – es la clasificación usada para los productos que no provocan irritación dermal

Sistema Globalmente Armonizado de clasificación y etiquetado de productos químicos (SGA), Rev. 9, 2021



Métodos alternativos Validados 



Test in vitro - Corrosión Dermal (OECD 431) y 
Irritación Dermal (OECD 439)

• The EpiDerm™, epiCS®, LabCyte
EPI-MODEL, EpiSkin™ y SkinEthic™

• Los modelos de tejido hechos de 
células epiteliales humanas, de 
cultivo celular. 

• Las células se diferencian para 
formar una epidermis completa 
con un estrato córneo funcional.



Test in vitro - Corrosión Dermal (OECD 431) y 
Irritación Dermal (OECD 439)

• La viabilidad celular se mide por la conversión enzimática del MTT 
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) en 
sal de formazán azul

• Formazán azul se mide cuantitativamente. 

• Los productos químicos coloreados también se pueden evaluar 
mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC).

• La reducción de MTT en tejidos tratados con material de prueba se 
expresa como un porcentaje en relación con los cultivos tratados con 
control negativo.

• Una ventaja de usar tejidos de Epidermis Reconstruida (RhE) es que 
los materiales de prueba se aplican tópicamente, con la 
concentración total de la formulación, sin dilución, de modo que la 
mayoría de los tipos de materiales de prueba se pueden aplicar a los 
cultivos de la misma manera que ocurre in vivo.



Test in vitro - Corrosión Dermal (OECD 431) y 
Irritación Dermal (OECD 439)

• Controles adicionales:

- Reduccion de MTT:  Verificar si hay o no interacción del material de prueba con colorante vital

Material de prueba + MTT son incubados por 3 horas a 37°C.

- Evaluación de la tinción de tejidos: Verificar la capacidad del material de prueba en colorear los 
tejidos

Material de prueba + tejido son incubados por 30 min en temperatura ambiente.



Test in vitro de Corrosión Dermal (OECD 431)
• Modelo de epidermis humana reconstruida (RhE - Reconstructed Human Epidermis)

• Corrosión cutánea se define como la producción de daño irreversible en la piel, generalmente 
evidente como necrosis a través de la epidermis y en la dermis.

• La prueba de corrosión cutánea in vitro identifica productos químicos capaces de inducir corrosión 
cutánea (categoría 1 de SGA).

• Este método de prueba proporciona una medida de viabilidad celular en los tejidos de la epidermis 
humana reconstruida (RhE) después de un único tratamiento químico de aplicación tópica, en 
comparación con los tratados con control negativo. 

• El principio de la prueba es que las sustancias corrosivas pueden infiltrarse en la célula y reducir la 
viabilidad celular en las capas de la piel hasta un cierto punto. 



Test in vitro - Corrosión Dermal (OECD 431)

OECD 431

Aplicación y lavado (día 0) - Llenar los pocillos en una placa de ensayo con el medio de ensayo precalentado a 37°C (2 ml por pocillo). 
- Colocar las unidades de epidermis con el medio en contacto con la epidermis en cada pocillo preparado.
- Aplicar 50 μL de la sustancia de prueba o control (negativo y positivo) a cada una de las dos unidades de piel.
- Incubar durante 4 horas (± 10 min) a temperatura ambiente (22,6-22,9 ° C). 
- Enjuagar las dos unidades de piel para eliminar cualquier material restante.

MTT - Agrega solución de MTT (2 mL de 0.3 mg / mL) a cada pocillo debajo de las unidades de piel
- Incubar a 37° C en una incubadora con 5% de CO2 durante 3 horas (± 5 minutos), protegida de la luz, en un > 95% 

de atmósfera humidificada.

Extracción de formazán - cortar un disco de epidermis de cada unidad de piel 
- colocar en un tubo con 500 µl de isopropanol acidificado 
- Incubar durante la noche protegida de la luz con agitación suave (~ 150 rpm).

Viabilidad celular - colocar 2 x 200 μL de muestra de cada tubo en los pocillos 
- Medir la DO (densidad óptica o absorbancia) de las muestras usando un lector de placas a 570 nm. 



Test in vitro de Corrosión Dermal (OECD 431)
Evaluación del resultado - Episkin



Test in vitro de Corrosión Dermal (OECD 431)
Evaluación del resultado – EpiDerm, SkinEthic, EpiCS, Labcyte



Test in vitro de Irritación Dermal (OECD 439)
• Modelo de epidermis humana reconstruida (RhE - Reconstructed Human Epidermis)

• Irritación cutánea se define producción de daño reversible a la piel después de una exposición 
química definida. 

• La prueba de irritación cutánea identifica los productos químicos capaces de inducir una 
productos de categoría 1 y 2 de GHS), así como los que no requieren clasificación por su 
potencial de irritación cutánea.

• Este método de prueba proporciona una medida de viabilidad celular en los tejidos de la 
epidermis humana reconstruida (RhE) después de un único tratamiento químico de aplicación 
tópica, en comparación con los tratados con control negativo.



Test in vitro - Irritación Dermal (OECD 439)

OECD 439

Pre incubación (dia -1) - Llenar los pocillos en una placa de ensayo con el medio de ensayo precalentado a 37°C (2 ml por pocillo). 
- Colocar las unidades de epidermis con el medio en contacto con la epidermis en cada pocillo preparado y incubar durante la noche

a 37 ° C en una incubadora con 5% de CO2, en una atmósfera humidificada> 95%.

Aplicación y lavado (día 
0)

- Aplicar 20 μL de la sustancia de prueba o control (negativo y positivo) a cada una de las dos unidades de piel.
- Incubar durante 15 minutos (± 0,5 min) a temperatura ambiente (25,3-25,9 ° C). 
- Enjuagar las dos unidades de piel para eliminar cualquier material restante.

Incubación - Colocar en los pocillos de la placa medio de mantenimiento precalentado nuevo (2 mL/pocillo)
- Incubar durante 42 horas (± 1 h) a 37 ° C en una incubadora con 5% de CO2, en un> 95% atmósfera humidificada

MTT - Agrega solución de MTT (2 mL de 0.3 mg / mL) a cada pocillo debajo de las unidades de piel
- Incubar a 37° C en una incubadora con 5% de CO2 durante 3 horas (± 5 minutos), protegida de la luz, en un > 95% de atmósfera 

humidificada.

Extracción de formazán - cortar un disco de epidermis de cada unidad de piel 
- colocar en un tubo con 500 µl de isopropanol acidificado 
- Incubar durante dos horas, protegida de la luz con agitación suave (~ 150 rpm).

Viabilidad celular - colocar 2 x 200 μL de muestra de cada tubo en los pocillos 
- Medir la DO (densidad óptica o absorbancia) de las muestras usando un lector de placas a 570 nm. 



- Si la viabilidad relativa media de tres tejidos individuales después de 15 minutos de exposición y 42 horas de 
la incubación es ≤ 50% de la viabilidad media de los controles negativos  = Categoría 2 o Categoría 1

- En caso de que se determine que el elemento de prueba no es corrosivo y muestra que la viabilidad del 
tejido después de la exposición y la incubación posterior al tratamiento es ≤ 50%, se considera irritante para 
la piel  = Categoría 2

- Si la viabilidad relativa media de tres tejidos individuales después de 15 minutos de exposición y 42 horas de 
incubación es ˃ 50% de la viabilidad media de los controles negaƟvos = Sin Categoria

Test in vitro - Irritación Dermal (OECD 439)
Evaluación del resultado



Plaguicidas  - consideraciones generales

 La mayoría de los plaguicidas se
clasifica como Sin categoría (SGA)

Sin categoría: no provoca irritación dermal; Categoría 3: provoca leve irritación dermal Categoría 2: provoca irritación dermal; 
Categoría 1: provoca lesiones dermales graves



Discusión – aceptación de los resultados

(Kolle et al., 2017)

Corrosión
81 pares de estudios
95% especificidad
95% precisión

Irritación
65 pares de estudios
44% sensibilidad
60% especificidad
54% precisión

Los métodos de ensayos 
alternativos validados son 

confiables para identificar los 
plaguicidas que no provocan 

lesiones dermales graves 



Discusión – Categorización x Cálculo de adición

(Corvaro et al., 2017)

Total 207 formulaciónes

- El cálculo del SGA realizado antes de cualquier prueba in 
vitro o in vivo puede proporcionar información útil

- El potencial predictivo es notablemente alto en el 
resultado negativo (82-98% ).

- Los resultados negativos de los cálculos de adición (SGA 
no clasificado) deben considerarse fiables.



Conclusiones

1) Utilice el método de cálculo del SGA. 

Negativo - Se puede aceptar a la alta predictividad negativa. 

Positivo - Se puede aceptar resultados positivos (con alta tasa de 
sobrepredicción).

(Corvaro et al., 2017)



Conclusiones

2) Utilice métodos de prueba in vitro validados y aceptados por 
las reglamentaciones

Combinación de Cálculo de adición + prueba in vitro

Negativo  - Se puede aceptar como un resultado verdadero. 

Positivo – Se puede aceptar una clasificación como irritante y el 
uso del EPI relevante en la etiqueta*. 
* no se caracteriza completamente el peligro intrínseco (potencia de la irritación), pero se garantiza la seguridad 
humana

(Corvaro et al., 2017)



Conclusiones

(Kolle & Landsiedel, 2021)



Conclusiones

(Corvaro et al., 2017 ; Kolle & Landsiedel, 2021)

 No se recomiendan las pruebas en conejos in vivo (OECD 404) y solo 

debe realizarse como último recurso

 Si es necessário evaluar la potencia de irritación cutánea de las

formulaciones, lamentablemente el ensayo in vivo sigue siendo

necesario.
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