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Ejercicios

1. Abrir el link (https://forms.office.com/r/ayuxR2fZtd) disponible en la invitación por correo

➢ Las respuestas son anónimas
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https://forms.office.com/r/ayuxR2fZtd


Introducción

▪ Brasil - Resolución 294 de julio de 2019 (sobre evaluación y clasificación toxicológica
de plaguicidas) requiere la utilización de métodos alternativos validados
internacionalmente

▪ 2021-2022: Proyecto sobre irritación ocular de productos formulados

▪ objetivo general - proponer la evaluación integrada de pruebas (OCDE 263) para productos
formulados

▪ objetivo específico - realizar un análisis retrospectivo de los resultados de pruebas de irritación
ocular de métodos alternativos en comparación con los resultados de las pruebas in vivo

▪ divulgación de los resultados en eventos científicos:

▪ SOT (Marzo 2022)

▪ CBTOX (Mayo 2022) - mejor póster en la categoría general

▪ manuscrito sometido (Agosto 2022) para publicación en el periódico ALTEX
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https://www.springer.com/journal/12270


Introducción

Para abrir el poster:

1. Escanear el código QR con el teléfono

2. Después de 5 segundos, seleccionar la opción “PULAR ANÚNCIO”
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Datos evaluados - análisis restrospectivo
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Los datos pareados existentes (in vivo + al
menos 1 método alternativo) proporcionados
por 8 empresas se compilaron para un total de
187 productos formulados:

▪ Irritación/corrosión del ojo de conejo
(OCDE 405);

▪ Al menos 1 método alternativo:
▪ BCOP (OCDE 437)

▪ ICE (OCDE 438)

▪ RhCE (OCDE 492)

▪ Resultados del cálculo de SGA.

Empresa BCOP RhCE ICE SGA 
cálculo

BASF 21* 71*# 1 77

Bayer - - 29 28

Corteva - 10 - 10

FMC - - - 20

Ihara 4 - - 0

Ourofino 7 - - 7

Sumitomo - - - 15

Syngenta 5 - 25 30

Total 37 81 55 187

*14 productos formulados evaluados por los métodos BCOP y RhCE
# 1 producto formulado evaluado por los métodos RhCE y ICE

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



Datos in vivo

Los datos in vivo fueron clasificados según los criterios descritos en la RDC 294/2019 que son
basados en SGA
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Categoría de 
peligro

RDC 294/2019

1

≥ 1 animal con OC ≥ 4 en cualquier momento, o
≥ 2 animales con la media1 de OC ≥ 3 o IR ≥ 1,5, o
≥ 1 animal con OC o IR ≥ 1 o EC o ED ≥ 2 que no hayan revertido2 por completo en un 
período de 21 días

2
≥ 2 animales con la media1 de OC o IR ≥ 1 o EC o ED ≥ 2 respuesta totalmente 
reversible2 en un período de 21 días

No se clasifica (NC) Cuando no hay efectos oculares o cuando los efectos no satisfacen los criterios

OC: opacidad de la córnea; IR: iritis; EC: enrojecimiento de la conjuntiva; ED: edema de la conjuntiva

1 La media de los resultados obtenidos 24, 48 y 72 horas después de la instalación de la sustancia de ensayo
2 Una respuesta totalmente reversible requiere una puntuación de 0



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



Datos in vitro/ex vivo

▪ NC: no provoca irritación ocular

▪ Categoría 1: provoca lesiones oculares graves

▪ Ninguna predicción: no diferencia entre las categorías de clasificación
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RhCE (OCDE 492) ICE (OCDE 438)  BCOP (OCDE 437)

Métodos de 
ensayo

In vitro
epitelio reconstruido 
similar a la córnea 
humana

Ex vivo
ojo de gallina

Ex vivo
córnea bovina

Clasificación 
SGA

NC
Ninguna predicción

NC
Ninguna predicción
Categoría 1

NC
Ninguna predicción
Categoría 1



Datos in vitro/ex vivo
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RhCE (OCDE 492) ICE (OCDE 438)  BCOP (OCDE 437)

Métodos de 
ensayo

In vitro
epitelio reconstruido 
similar a la córnea 
humana

Ex vivo
ojo de gallina

Ex vivo
córnea bovina

Clasificación 
SGA

NC
Ninguna predicción

NC
Ninguna predicción
Categoría 1

NC
Ninguna predicción
Categoría 1

Para plaguicidas estos resultados  
indican potencial de irritación ocular, 

pero no diferencian entre las 
Categorías 1 y 2 de manera confiable



OCDE 492 - Epitelio reconstruido similar a la
córnea humana (RhCE)

▪ Hay cuatro métodos de ensayo validados disponibles comercialmente:

▪ EpiOcular, SkinEthic, LabCyte CORNEA-MODEL24 y MCTT HCE

▪ Después de la exposición del epitelio a la sustancia de prueba, la viabilidad del
tejido es evaluada para identificar las sustancias no irritantes.

1
0

https://read.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-492-reconstructed-human-cornea-like-epithelium-rhce-test-method-for-identifying-chemicals-not-requiring-classification-and-labelling-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264242548-en


OCDE 492 - Epitelio reconstruido similar a la
córnea humana (RhCE)
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Sistema de prueba Tiempo de exposición y  lavaje Modo de acción

EpiOcular
Queratinocito humano 
normal

60 L/cm2 de sustancia de 
prueba.

El tiempo de exposición 
depende del modelo RhCE 
usado. 

Líquidos: de 1 - 30 minutos. 
Sólidos: de 3 – 24 horas.

Después de la exposición el 
tejido es lavado 
abundantemente.

El ensayo mide 
cuantitativamente la 
capacidad de una 
sustancia de prueba 
para inducir 
citotoxicidad en RhCE.

La viabilidad celular del 
tejido es evaluada con 
un tinte vital como el 
MTT.

SkinEthic
Célula epitelial de la 
córnea humana 
transformada 

LabCyte
Célula epitelial de la 
córnea humana normal

MCTT HCE
Célula epitelial de la 
córnea humana normal

https://read.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-492-reconstructed-human-cornea-like-epithelium-rhce-test-method-for-identifying-chemicals-not-requiring-classification-and-labelling-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264242548-en


OCDE 492 - Epitelio reconstruido similar a la
córnea humana (RhCE)
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https://read.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-492-reconstructed-human-cornea-like-epithelium-rhce-test-method-for-identifying-chemicals-not-requiring-classification-and-labelling-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264242548-en


OCDE 492 - Epitelio reconstruido similar a la
córnea humana (RhCE) → Ejercicio
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1. ¿Cuál es la viabilidad media en porcentaje para el Producto A?

2. ¿Cuál es la clasificación del potencial de irritación ocular del Producto A
utilizando el criterio del ensayo EpiOcular?

Sustancia de prueba Tejido 1 Tejido 2 Media Viabilidad %

Controle negativo 2,318 2,278 2,298 100

Producto A 0,891 1,231 1,061 ?

https://read.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-492-reconstructed-human-cornea-like-epithelium-rhce-test-method-for-identifying-chemicals-not-requiring-classification-and-labelling-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264242548-en


OCDE 492 - Epitelio reconstruido similar a la
córnea humana (RhCE) → Respuestas
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1. ¿Cuál es la viabilidad media en porcentaje para el Producto A?

46,2 %.

2. ¿Cuál es la clasificación del potencial de irritación ocular del Producto A
utilizando el criterio del ensayo EpiOcular?

Ninguna predicción (No prediction can be made).

https://read.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-492-reconstructed-human-cornea-like-epithelium-rhce-test-method-for-identifying-chemicals-not-requiring-classification-and-labelling-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264242548-en


OCDE 437 - Opacidad y permeabilidad de la córnea
bovina (BCOP)

▪ Se utilizan las córneas aisladas de los ojos de los bovinos recién sacrificados

MethodsX 7 (2020) 101085

▪ En este método se evalúa los cambios de opacidad y de permeabilidad de la
córnea. Estos datos son usados para calcular una puntuación de irritación in vitro
(IVIS o LIS; depende del aparato utilizado para evaluar los efectos en la córnea).
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https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-437-bovine-corneal-opacity-and-permeability-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203846-en
https://doi.org/10.1016/j.mex.2020.101085


OCDE 437 - Opacidad y permeabilidad de la córnea
bovina (BCOP)
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Sistema de prueba Tiempo de exposición y  lavaje Modo de acción

BCOP
Córnea bovina 
(ex vivo) 

750 L de sustancia de prueba.

El tiempo de exposición puede 
cambiar dependiendo de la 
sustancia. 

Líquidos o semisólidos: 10 min. 
Sólidos: 4 horas.

Después de la exposición, la 
córnea es lavada por lo menos 
tres veces.

El ensayo mide la capacidad de 
una sustancia de prueba para 
inducir lesiones en la conjuntiva 
y en el epitelio corneal, daños 
del estroma y daños en el 
epitelio endotelial (análisis 
histopatológico adicional).

https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-437-bovine-corneal-opacity-and-permeability-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203846-en


OCDE 437 - Opacidad y permeabilidad de la córnea
bovina (BCOP)
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https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-437-bovine-corneal-opacity-and-permeability-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203846-en


OCDE 437 - Opacidad y permeabilidad de la córnea
bovina (BCOP) → Ejercicio

3. ¿Cuál es la puntuación de irritación in vitro (IVIS) para el Producto B?
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Sustancia de prueba Cornea no. Valor de opacidad Valor de Permeabilidad 
(OD490)

Producto B

1 1,0 0,001

2 2,1 0,002

3 0,6 0,005

Media  SD 1,2  0,8 0,003  0,002

IVIS = media del valor de opacidade + (15x media del valor de permeabilidade OD 490)

https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-437-bovine-corneal-opacity-and-permeability-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203846-en


OCDE 437 - Opacidad y permeabilidad de la córnea
bovina (BCOP) → Ejercicio

4. ¿Según el resultado observado en BCOP (IVIS) el Producto B es un irritante
ocular?
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https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-437-bovine-corneal-opacity-and-permeability-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203846-en


OCDE 437 - Opacidad y permeabilidad de la córnea
bovina (BCOP)→ Respuestas

3. ¿Cuál es la puntuación de irritación in vitro (IVIS) para el Producto B?

IVIS = 1,2 + (15x 0,003) = 1,3.

4. ¿Según el resultado observado en BCOP (IVIS) el Producto B es un irritante
ocular?

No es irritante ocular (No category).
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https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-437-bovine-corneal-opacity-and-permeability-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203846-en


OCDE 438 - Ojo de pollo aislado (ICE)

▪ Se utilizan los ojos aislados de gallinas recién sacrificadas

▪ Los parámetros evaluados por este método son la opacidad, la permeabilidad y
el edema de la córnea. Cada medición se convierte en una puntuación
cuantitativa utilizada para asignar un Clase ICE (I a IV) que es utilizada para
clasificar.
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https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-438-isolated-chicken-eye-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203860-en


OCDE 438 - Ojo de pollo aislado (ICE)
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Sistema de prueba Tiempo de exposición y  lavaje Modo de acción

ICE
Ojo de gallina
(ex vivo)

30 L o 30 mg de sustancia de 
prueba.

El tiempo de exposición para 
Líquidos o Sólidos: 10 segundos.

Después de la exposición, la 
córnea es lavada con 
aproximadamente 20 mL de 
solución salina.

El ensayo mide la capacidad de 
una sustancia de prueba para 
inducir lesiones en la conjuntiva 
y en el epitelio corneal, daños 
del estroma y daños en el 
epitelio endotelial (análisis 
histopatológico adicional).

https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-438-isolated-chicken-eye-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203860-en


OCDE 438 - Ojo de pollo aislado (ICE)
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https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-438-isolated-chicken-eye-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203860-en


OCDE 438 - Ojo de pollo aislado (ICE)
→ Ejercicio
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5. ¿Cuál es la clasificación del Producto C con base en la combinación de los 3
parámetros?

Producto C
Valor 

medio
Clase ICE

Opacidad de la 
córnea

3,5 IV

Permeabilidad 
(retención de 
fluoresceína)

3,0 IV

Edema de la 
córnea %

20,0 III

Combinación de los 3 
parámetros

2xIV, 1xIII 

https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-438-isolated-chicken-eye-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203860-en


OCDE 438 - Ojo de pollo aislado (ICE)
→ Respuesta
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5. ¿Cuál es la clasificación del Producto C con base en la combinación de los 3
parámetros?

Es irritante ocular (Category 1).

https://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-438-isolated-chicken-eye-test-method-for-identifying-i-chemicals-inducing-serious-eye-damage-and-ii-chemicals-not-requiring-classification-for-eye-irritation-or-serious-eye-damage_9789264203860-en


SGA - Corrosión/Irritación ocular in silico
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La teoría de la adición - cada componente corrosivo o causante de lesiones oculares graves/irritación ocular
contribuye a las propriedades totales para causar lesiones oculares graves/irritación ocular de la mezcla en
proporción a su potencia y concentración.

La tabla 3.3.3 ofrece los valores de corte/ límite de concentración que se usan para determinar si la mezcla se 
considera como causante de lesiones oculares graves o irritación ocular.



SGA
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Para los 
componentes 
de la mezcla, se 
consideraron 
los siguientes 
criterios para el 
cálculo 

Componentes 
relevantes para incluir 

en el cálculo son los que 
están presentes en 

concentraciones 1%, 
corrosivos para los 

ojos/piel (Categoría 1) y 
irritantes para los ojos 

(Categoría 2)



¿Dónde buscar la información de irritación ocular
para cada componente?
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SGA - cálculo corrosión/irritación ocular
Ejemplo
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Producto D % (p/p) Corrosión/ 

irritación cutánea

Corrosión/ 

irritación ocular

Ingrediente activo X 12,00 No irritante Categoría 2

Componente 2 1,30 Categoría 3 Categoría 1

Componente 3 5,00 Categoría 2 No irritante

Componente 4 0,25 Categoría 1 No irritante

Componente 5 1,00 Categoría 2 Categoría 1

agua 81,70 - -

Total 100



SGA - cálculo corrosión/irritación ocular
Ejemplo
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Producto D % (p/p) Corrosión/ 

irritación cutánea

Corrosión/ 

irritación ocular

Ingrediente activo X 12,00 No irritante Categoría 2

Componente 2 1,30 Categoría 3 Categoría 1

Componente 3 5,00 Categoría 2 No irritante

Componente 4 0,25 Categoría 1 No irritante

Componente 5 1,00 Categoría 1 Categoría 1

agua 81,70 - -

Total 100

▪ componentes relevantes para el cálculo de corrosión/irritación ocular:



SGA - cálculo corrosión/irritación ocular
Ejemplo
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Producto D % (p/p) Corrosión/ 

irritación cutánea

Corrosión/ 

irritación ocular

Ingrediente activo X 12,00 No irritante Categoría 2

Componente 2 1,30 Categoría 3 Categoría 1

Componente 5 1,00 Categoría 1 Categoría 1

Producto D es 
clasificado como 
irritante ocular 

Categoría 2



 las concentraciones en Categoría 1: 1,30 + 1,00 = 2,30 



SGA - cálculo corrosión/irritación ocular
→ Ejercicio
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Producto E 

Ingrediente [ ] % Irrit. cutánea Irrit. ocular

Ingrediente activo A 21,82 No irritante No irritante

Componente 2 6,36 Categoría 3 No irritante

Componente 3 2,73 No irritante Categoría 1

Componente 4 1,82 Categoría 2 Categoría 1

Componente 5 0,27 No irritante No irritante

Componente 6 0,20 Categoría 1 No irritante

Agua 66,80 - -

Total 100,00

6. ¿Cuáles son los componentes relevantes
para determinar la clasificación del
Producto E sobre el potencial de irritación
ocular?

7. ¿Cuál es la clasificación de irritación ocular
del Producto E?



SGA - cálculo corrosión/irritación ocular
→ Respuestas
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6. ¿Cuáles son los componentes relevantes para determinar la clasificación del Producto E 

sobre el potencial de irritación ocular?

Componente 3 [2,73%; Categoría 1 Irrit. ocular] y 

Componente 4 [1,82%; Categoría 1 Irrit. ocular].

7. ¿Cuál es la clasificación de irritación ocular del Producto E?

Categoría 1.



Resultados del proyecto
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Prevalencia de las categorías de peligro de
irritación ocular en el conjunto de datos actual
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→ Alrededor del 70% de todas las formulaciones son NC en este conjunto de datos; es muy consistente con los
datos brasileños sobre cerca de 2000 formulaciones registradas hasta 2019 (CBTOX - resumen 66).

NC
71%

Cat 2
18%

Cat 1
11%

Categoría de 
peligro (SGA)

No. de 
Formulaciones

%

1 21* 11,2

2 33 17,6

NC 133 71,1

Total 187 100

*Todos los 21 productos formulados clasificados como
Categoría 1 en función de la persistencia de los efectos
oculares hasta el día 21 del período de observación.

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



Valores predictivos para los 4 métodos alternativos
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Alta confianza en la predicción de “no se clasifica (NC)” a partir del método alternativo es un
verdadero “NC” para los cuatro métodos evaluados (rango de valores predictivos negativos [NPV] = 86%
a 100%).

Método alternativo NPV % PPV %

RhCE (OCDE 492) 100 46

BCOP (OCDE 437) 86 40

ICE (OCDE 438) 88 65

Cálculo SGA 93 46

NPV: valor predictivo negativo. PPV: valor predictivo positivo



Conclusión
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Los cuatro métodos alternativos identifican correctamente los productos formulados
que no requieren clasificación (NC) para irritación ocular.

✓ Dada la preponderancia de productos formulados que entran en esta categoría NC, tal enfoque 
podría reducir significativamente en  50-70% el uso de animales para evaluar el potencial de 

irritación ocular.



38

Diagrama de flujo de decisiones propuesto

Positives;
Borderlines

Negative
Outcome(s)

In vitro/ex-vivoIn silico

Agrochemical formulation
EYE corrosion/irritation
NAM-based assessment

Step 1: 
Assess Reasons for exclusion

In vitro/in silico 
result(s)?

GHS 
Not Classified

Consider data –
pursue other assessment 

strategies to classify

Any reasons 
for exclusion?

Step 2:
Bottom-up assessment,

using 1 of 4 acceptable NAMs

GHS 
threshold
approach

RhCE
EpiOcular
(OECD 492)

BCOP
(OECD 437)

ICE
(OECD 438)

Consider reasons for 
exclusion:

- eye corrosion/severe 
irritation potential

- extreme pH 
- information on co-

formulants of 
concern

- other reasons

No

Yes

NAM: New approach methodology 
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