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La evaluación mutagénica, como parte de la evaluación de la genotoxicidad, es uno 
de los requisitos fundamentales en la caracterización toxicológica de un producto 
químico. El estudio de cambios hereditarios (mutaciones) en el genotipo de las células 
se lleva a cabo actualmente mediante diferentes ensayos in vitro e in vivo, de 
complejidad variable en función del mecanismo biológico que se desee analizar. 

 
Los ensayos de mutagénesis aparecen, de forma obligatoria, en los dos niveles más 

bajos de pruebas toxicológicas de los tres que el Real Decreto 363/1995 define para los 
productos químicos. Así, ya en el nivel básico, es preciso llevar a cabo ensayos que 
detecten mutaciones génicas en células procariontes (Salmonella typhimurium o 
Escherichia coli) y aberraciones cromosómicas en células de mamífero cultivadas in 
vitro. En el nivel 1 se requieren estudios adicionales de mutagénesis que aporten 
información sobre mutaciones puntuales en organismos más complejos que las bacterias 
y amplíen la ya existente sobre la capacidad de una sustancia para inducir aberraciones 
cromosómicas. 

 
Los criterios de clasificación de las sustancias según su mutagenicidad aparecen 

especificados en el anexo VI del Real Decreto 363/1995 (ver Tabla 1), donde se 
establecen tres categorías. Hasta el momento no se conocen sustancias que, según los 
criterios de esta clasificación, sean mutagénicas para el hombre, las cuales estarían 
englobadas en la primera categoría. Sí hay sustancias que “pueden considerarse como 
mutagénicas para el hombre”, incluidas en la segunda categoría y para cuya 
clasificación es necesario llevar a cabo pruebas de mutagenicidad en células germinales; 
del mismo modo que se conocen sustancias “cuyos posibles efectos mutagénicos en el 
hombre son preocupantes”, pertenecientes a la tercera categoría y que requieren ensayos 
de mutagenicidad en células somáticas para ser clasificadas. 
 

Los ensayos más complejos implican, por regla general, el uso de animales de 
laboratorio. El ECVAM (European Centre for the Validation of Alternative Methods) es 
el organismo europeo encargado de validar dichos ensayos de forma que, en la medida 
de lo posible, se ajusten a la estrategia de las tres erres (3ERRES): 

 
- reducir el número de animales empleados en los experimentos, 
- refinar las técnicas a fin de disminuir el estrés y el sufrimiento de los mismos y/o 
- reemplazar dichos animales por otros organismos. 
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DEFINICIONES (1/4)

TOXICOLOGÍA:
Ciencia que estudia las sustancias químicas y los agentes 
físicos en cuanto son capaces de producir alteraciones 
patológicas en los seres vivos, a la par que estudia los 
mecanismos de producción de dichas alteraciones y los 
medios para contrarrestarlas, así como los procedimientos 
para detectar, identificar y cuantificar tales agentes y 
evaluar su grado de toxicidad. (Repetto, 1981 y 1997)
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DEFINICIONES (2/4)

GENOTOXICOLOGÍA:
Disciplina de la investigación toxicológica cuyo objetivo 
principal es salvaguardar lo máximo posible la reserva 
genética humana de la acción de las distintas sustancias 
genotóxicas, incluyéndose en esta categoría todas aquellas 
que tengan efectos mutagénicos, carcinogénicos y/o 
teratogénicos. (Vamparys et al., 1996)
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MUTAGÉNESIS:
Inducción de cambios hereditarios (mutaciones) en el genotipo de
una célula como consecuencia de alteraciones o pérdida de genes o 
cromosomas (o parte de ellos).

CARCINOGÉNESIS:
Inducción por agentes químicos, físicos o biológicos, de una 
transformación maligna e incontrolada de células, dando como 
resultado la formación de un tumor.

TERATOGÉNESIS:
Inducción de malformaciones estructurales en embriones o fetos.

(Vettorazzi, 2001)

DEFINICIONES (3/4)
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MUTAGÉNESIS, TERATOGÉNESIS Y CARCINOGÉNESIS
(Modificado de Wilson, 1972)

DEFINICIONES (4/4)
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MUTAGÉNESIS, TERATOGÉNESIS Y CARCINOGÉNESIS
(Modificado de Wilson, 1972)

DEFINICIONES (4/4)

TOXICIDAD PARA LA REPRODUCCIÓN
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- La estrategia de evaluación se realiza 
atendiendo a la cantidad de sustancia 
comercializada por año o en total.

- Se siguen las indicaciones descritas en la 
Directiva 92/32/CEE.

- Se establecen tres niveles de evaluación, 
de complejidad adicional y creciente:

- Nivel Básico -
- Nivel 1 -
- Nivel 2 -

(Barrueco et al., 1999)

EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (1/9)
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NIVEL BÁSICO
Informe de base. Requerido para todo producto químico.

EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (2/9)
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NIVEL 1
La comercialización anual es de 10-100 toneladas por fabricante o 

la comercialización total es de 50-500 toneladas por fabricante.

EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (3/9)



TOXICOLOGÍA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUÍMICA
22-25 Marzo 04

NIVEL 2
La comercialización anual alcanza las 1.000 toneladas por 

fabricante o la total alcanza las 5.000 toneladas por fabricante.

EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (4/9)
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (5/9)

- Obligatoriedad de llevar a cabo estudios de mutagenicidad en el 
Nivel Básico y el Nivel 1.

- Datos de potencial mutagénico imprescindibles en el Nivel 
Básico: mutación génica y aberraciones cromosómicas.

- Datos adicionales de potencial mutagénico en el Nivel 1 para:

1. Confirmar resultados del Nivel Básico
2. Investigar nuevos objetivos
3. Iniciar o ampliar estudios in vivo
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (6/9)

Nivel Básico

Nivel 1

Nivel 2
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (6/9)
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Nivel 1

Nivel 2
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (6/9)

Nivel Básico

Nivel 1

Nivel 2
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (6/9)

Nivel Básico

Nivel 1

Nivel 2
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (7/9)

Ensayos de Mutagenicidad aceptados por la UE y homologados por la OCDE



TOXICOLOGÍA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUÍMICA
22-25 Marzo 04

EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (8/9)

Pruebas adicionales de mutagénesis del Nivel 1

• Si uno de los ensayos del Nivel Básico resultó positivo, los estudios 
complementarios deben incluir al menos un ensayo capaz de descubrir la 

misma alteración génica.

• Si los dos ensayos requeridos en el Nivel Básico resultaron negativos, 
deben realizarse normalmente, como estudios complementarios, un ensayo 

de mutaciones génicas y otro de aberraciones cromosómicas.

En el segundo caso, quizás sea apropiado obtener también datos 
complementarios de ensayos indicadores de efectos en el DNA.
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (9/9)
Pruebas adicionales de mutagénesis del Nivel 1,

agrupadas según su finalidad genética (Barrueco et al., 1999)
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (9/9)
Pruebas adicionales de mutagénesis del Nivel 1,
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EVALUACIÓN MUTAGÉNICA (9/9)
Pruebas adicionales de mutagénesis del Nivel 1,
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Los criterios utilizados aparecen especificados en el 
Anexo VI del Real Decreto 363/1995.

Se establecen tres categorías:

- Primera: sustancias que, se sabe, son mutagénicas 
para el hombre.

- Segunda: sustancias que pueden considerarse 
como mutagénicas para el hombre.

- Tercera: sustancias cuyos posibles efectos 
mutagénicos en el hombre son preocupantes.

CLASIFICACIÓN (1/7)
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CLASIFICACIÓN (2/7)

CATEGORÍA PRIMERA (R.D. 363/1995, Anexo VI)

Se les asignará el símbolo T, sustancias tóxicas, y la frase
de riesgo R46, puede causar alteraciones genéticas hereditarias.



TOXICOLOGÍA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUÍMICA
22-25 Marzo 04

CLASIFICACIÓN (2/7)
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CLASIFICACIÓN (3/7)

CATEGORÍA SEGUNDA (R.D. 363/1995, Anexo VI)

Se les asignará el símbolo T, sustancias tóxicas, y la frase
de riesgo R46, puede causar alteraciones genéticas hereditarias.
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CLASIFICACIÓN (3/7)
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CLASIFICACIÓN (4/7)

CATEGORÍA TERCERA (R.D. 363/1995, Anexo VI)

Se les asignará el símbolo Xn, sustancias nocivas, y la frase
de riesgo R68, posibilidad de efectos irreversibles.
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En resumen:

Las sustancias se clasifican como mutágenas con respecto a las malformaciones 
génicas heredadas. No obstante, los resultados que implican la clasificación de 
un producto en la tercera categoría constituyen una advertencia de la posible 
existencia de carcinogénesis.

De hecho, los datos de genotoxicidad son tenidos en cuenta a la hora de clasificar 
un producto químico como carcinógeno, considerándose como pruebas 
complementarias.

En caso de duda, los resultados de los ensayos de genotoxicidad in vivo e in vitro
contribuirán a la inclusión de la sustancia en la segunda categoría de 
carcinógenos (2A-carcinógenos probables; 2B-carcinógenos posibles), si son 
positivos, o en la tercera (sustancias posiblemente no carcinógenas), si son 
negativos.

CLASIFICACIÓN (5/7)
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CLASIFICACIÓN (6/7)

(Tarancón, 2001)
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CLASIFICACIÓN (7/7)

(Tarancón, 2001)
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OBJETIVOS:

Promover la regulación y la aceptación científica de ensayos sin animales con
importancia biomédica, a través de la investigación, el desarrollo de dichos
ensayos, su validación y el establecimiento de una base de datos especializada.

Coordinar a nivel europeo la evaluación independiente de la relevancia y
fiabilidad de estos ensayos con propósitos científicos, de manera que los productos químicos y de otra índole puedan ser 
manufacturados, transportados y utilizados de una forma más económica y segura, a la vez que reducir progresivamente 
la actual relevancia de las técnicas de experimentación con animales.

EEUU:
Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM).
National Toxicology Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods (NICEATM).
http://iccvam.niehs.nih.gov/home.htm

ECVAM, REMA, GTEMA (1/3)
CENTRO EUROPEO PARA LA VALIDACIÓN DE

MÉTODOS ALTERNATIVOS

http://ecvam.jrc.it/index.htm



TOXICOLOGÍA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUÍMICA
22-25 Marzo 04

ECVAM, REMA, GTEMA (2/3)
RED ESPAÑOLA DE MÉTODOS ALTERNATIVOS

OBJETIVOS:

El objetivo fundamental de la Red será servir de nexo de conexión entre personas, 
grupos y entidades interesados en estos métodos, independientemente del campo 
científico en el que habitualmente se encuentren (bioquímico, farmacológico, 
toxicológico, ambiental etc.). Con dichos vínculos de conexión se pretende 
fomentar el intercambio de ideas, facilitar la formación de profesionales, impulsar 
la investigación en este campo, favorecer la comunicación bidireccional con la 

administración y con la industria y, en general, aumentar la masa crítica española en cuantos foros europeos e 
internacionales sean de interés para nuestro país. En definitiva se trata de informar, formar y desarrollar actividades 
sobre los métodos alternativos que se están realizando, tanto en España como en el extranjero.

OBJETIVOS PRECISOS:

- Actividades informativas.

- Actividades formativas.

http://tox.umh.es/rema/index.html

Sobre REMA Actividades Novedades
Inicios / Documentos Jornadas ECVAM
Comisión / Entidades Congresos / etc. Comisión Europea / Links
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ECVAM, REMA, GTEMA (3/3)
GRUPO DE TRABAJO ESPECIALIZADO EN MÉTODOS

ALTERNATIVOS (Asociación Española de Toxicología)

OBJETIVOS:

1. Fomentar la cooperación y la coordinación de las actividades científicas para 
contribuir al desarrollo de nuevos métodos experimentales, tanto in vivo como in 
vitro, que conduzcan a las tres erres (3ERRES):

- reducir el número de animales empleados,
- refinar técnicas que disminuyan el estrés y sufrimiento de éstos,
- o reemplazar el uso de animales 

2. Estimular la participación de investigadores españoles en programas de prevalidación o validación de ensayos

3. Promover la aceptación reguladora de los mismos.

http://tox.umh.es/aetox/grupos/GTEMA/index.html

Sobre GTEMA Alternativas Conceptos
Información Foro Inventario
Documentos Links ...
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ENSAYOS (1/16)

- Cepas TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium.
- Trabajar en esterilidad.
- Crecer las cepas mediante cultivos de noche:

500µl de congelado bacteriano + 50ml de medio NB

baño con agitación a 37ºC durante 16 horas y en oscuridad
- Preparar diluciones de la muestra.
- Filtrar las diluciones por Millipore 0,45µm; conservar en nevera.
- Preparar agar mínimo para placas Petri.
- Preparar agar líquido.
- Añadir 100µl de diluciones y controles a tubos con agar líquido.
- Añadir esta mezcla a las placas Petri con agar mínimo.
- Incubar placas Petri a 37 ºC, durante 48h. y en oscuridad.
- Contar colonias revertientes.

- TEST DE AMES -
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ENSAYOS (2/16)
Características de las cepas bacterianas:

- TEST DE AMES -

uvrβ : delección de un gen que codifica para el sistema de reparación de la 
escisión del DNA, y produce un aumento de la sensibilidad en la detección de 
mutágenos. La delección incluye también genes de la biotina y de la nitrato 
reductasa.

rfa : mutación que causa pérdida parcial de la barrera lipopolisacárida de la pared 
bacteriana, aumentando la permeabilidad a grandes moléculas que no atraviesan 
paredes celulares normales.

pKM 101 : Factor R. Confiere resistencia a ampicilina y aumenta la mutagénesis 
espontánea e inducida porque incrementa el sistema de reparación con error.
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ENSAYOS (3/16)

Cepa TA98 — Mutación his D3052

- TEST DE AMES -

Se encuentra en el gen his D, que codifica para la 
histidinol deshidrogenasa.

Mutación de tipo “frameshift”, consistente en una 
adición de un par de bases próxima a una cadena de 
ocho restos de -GC- repetidos.

Esta cepa responde a mutágenos que originan un 
desplazamiento en la lectura del DNA, que ocurre 
preferentemente en regiones del DNA que poseen 
secuencias de bases repetidas en tándem.
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ENSAYOS (4/16)
Cepa TA100 — Mutación his G46

- TEST DE AMES -

- G A G -

- C T C -

G- G G -

C- C C -

Leucina Prolina

Para detectar mutágenos que causan
sustitución de pares de bases G-C
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ENSAYOS (5/16) - TEST DE AMES -

Esquema
del

método

(Laborda et al., 1986)



TOXICOLOGÍA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUÍMICA
22-25 Marzo 04

ENSAYOS (5/16)

Espontánea

Esquema
del

método

- TEST DE AMES -

(Laborda et al., 1986)



TOXICOLOGÍA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUÍMICA
22-25 Marzo 04

ENSAYOS (5/16)

Producto

Esquema
del

método

- TEST DE AMES -

(Laborda et al., 1986)



TOXICOLOGÍA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUÍMICA
22-25 Marzo 04

ENSAYOS (5/16)

Disolvente
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- TEST DE AMES -

(Laborda et al., 1986)
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del
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(Laborda et al., 1986)
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Monografías del IARC (International Agency for Research on Cancer)
(Waters et al., 1987)
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Baño con agitación a 37ºC

TA98

TA100

Control Nutrient Broth

ENSAYOS (7/16) - TEST DE AMES -



TOXICOLOGÍA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUÍMICA
22-25 Marzo 04

Cultivos de noche
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Campana de flujo
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Estufa a 37ºC
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A B

C

TA100 A.- R. Espontánea
B.- R. Mutágeno
C.- Toxicidad

- TEST DE AMES -
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ENSAYOS (16/16) - TEST DE AMES -

3,35 M1
Mutagénico muy débil

8,7 M3
Mutagénico

2,83 M1
Mutagénico muy débil

11,11 M4
Mutagénico alto

ÍNDICES

ÍNDICES
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- Pelar, decapar y lavar bulbos para eliminación de restos químicos.
- Excitar mediante una muesca el meristemo radicular.
- Cultivar Allium cepa en cabina a 25 ± 0.5ºC y en oscuridad.
- Oxigenar el agua mediante burbujeo de 10-20 ml/min.
- Controlar crecimiento radicular e índices tras 24-48 horas.
- Tinción de Feulgen.
- Calcular Índices Mitótico y de Fases a las 48h. de

tratamiento (72-96 horas totales de ensayo).
- Calcular la Inhibición del Crecimiento Radicular a las 72h. de 

tratamiento (96-120 horas totales de ensayo).

- TEST DE A. cepa -
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ENSAYOS (2/10)

Monografías del IARC (International Agency for Research on Cancer)
(Waters et al. 1987)

- TEST DE A. cepa -
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Cámara de incubación a 25ºC

ENSAYOS (3/10) - TEST DE A. cepa -
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ENSAYOS (4/10)

72h.

0h.

- TEST DE A. cepa -

Control

Muestra

Fotografías cedidas por la Dra. M.J. Hazen
(Lab A-110) Dpto. de Biología de la U.A.M.
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ENSAYOS (5/10)

% Inhibición del Crecimiento Radicular
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Índices Mitóticos
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ENSAYOS (7/10)
Fotografía cedida por la Dra. M.J. Hazen (Lab A-110) Dpto. de Biología de la U.A.M.

- TEST DE A. cepa -

Control
Células tras 24h.
de crecimiento

en agua filtrada
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ENSAYOS (8/10)
Fotografías cedidas por la Dra. M.J. Hazen (Lab A-110) Dpto. de Biología de la U.A.M.

- TEST DE A. cepa -

C-Metafases
Indican riesgo de aneuploidía y pueden ser reversibles

Tinción con orceína Tinción de Feulgen
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ENSAYOS (9/10)
Fotografías cedidas por la Dra. M.J. Hazen (Lab A-110) Dpto. de Biología de la U.A.M.

- TEST DE A. cepa -

Rotura y Micronúcleos
La rotura indica efecto clastogénico y

los micronúcleos efecto clastogénico y/o aneuploidía
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ENSAYOS (10/10) - TEST DE A. cepa -
Fotografía cedida por la Dra. M.J. Hazen (Lab A-110) Dpto. de Biología de la U.A.M.

Rotura y Puente con 
cromosomas rezagados

La rotura indica efecto
clastogénico y

los cromosomas rezagados 
indican riesgo de aneuploidía
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