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EVALUACION DE LA MUTAGENICIDAD/GENOTOXICIDAD

Oscar Herrero Felipe y Eduardo de la Peiia de Torres
Centro de Ciencias Medioambientales — CSIC. C/ Serrano 115 dpdo. 28006 Madrid

La evaluacion mutagénica, como parte de la evaluacion de la genotoxicidad, es uno
de los requisitos fundamentales en la caracterizacion toxicoldgica de un producto
quimico. 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 funcion del mecanismo bioldgico que se desee analizar.

Los ensayos de mutagénesis aparecen, de forma obligatoria, en los dos niveles mas
bajos de pruebas toxicologicas de los tres que el Real Decreto 363/1995 define para los
productos quimicos. Asi, ya en el nivel basico, es preciso llevar a cabo ensayos que
detecten mutaciones génicas en células procariontes (Salmonella typhimurium o
Escherichia coli) y aberraciones cromosomicas en células de mamifero cultivadas in
vitro. En el nivel 1 se requieren estudios adicionales de mutagénesis que aporten
informacion sobre mutaciones puntuales en organismos mas complejos que las bacterias
y amplien la ya existente sobre la capacidad de una sustancia para inducir aberraciones
cromosomicas.

Los criterios de clasificacion de las sustancias segin su mutagenicidad aparecen
especificados en el anexo VI del Real Decreto 363/1995 (ver Tabla 1), donde se
establecen tres categorias. Hasta el momento no se conocen sustancias que, segun los
criterios de esta clasificacion, sean mutagénicas para el hombre, las cuales estarian
englobadas en la primera categoria. Si hay sustancias que “pueden considerarse como
mutagénicas para el hombre”, incluidas en la segunda categoria y para cuya
clasificacion 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 categoria y que requieren ensayos
de mutagenicidad en células somaticas para ser clasificadas.

Los ensayos mas 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 nimero 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)

TOXICOLOGIA:
Ciencia que estudia las sustancias quimicas y los agentes
fisicos en cuanto son capaces de producir alteraciones

patologicas en los seres vivos, a la par que estudia los

mecanismos de produccion de dichas alteraciones y los
medios para contrarrestarlas, asi 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)

GENOTOXICOLOGIA:
Disciplina de la investigacion toxicoldgica cuyo objetivo
principal es salvaguardar lo maximo posible la reserva

genetica humana de la accion de las distintas sustancias

genotoxicas, incluyéndose en esta categoria todas aquellas
que tengan efectos mutagénicos, carcinogenicos y/o
I

teratogeénicos. (Vamparys et al., 1996)
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DEFINICIONES (3/4)

MUTAGENESIS:
Induccion de cambios hereditarios (mutaciones) en el genotipo de
una c¢lula como consecuencia de alteraciones o pérdida de genes o
cromosomas (o parte de ellos).

CARCINOGENESIS:
Induccion por agentes quimicos, fisicos o bioldgicos, de una

transformacion maligna e incontrolada de células, dando como
resultado la formacion de un tumor.

TERATOGENESIS:
Induccion de malformaciones estructurales en embriones o fetos.

- TOXICOLOGIA
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(Vettorazzi, 2001)



DEFINICIONES (4/4)

MUTAGENESIS, TERATOGENESIS Y CARCINOGENESIS
(Modificado de Wilson, 1972)

'MUTAGENESIS CARCINOGENESIS TERATOGENESIS

Tiempo entre Desde la siguiente
induccién y generacion hasta varias
diagnostico después 0, quizas, nunca.

Desde varios meses hasta | Desde varias semanas hasta meses.
muchos aflos. Rara vez varios afos.

: . Irreversible excepto en ciertos casos
Irreversible excepto en ciertos | - P

Reversibilidad Irreversible. - . por cirugia o terapia (desoérdenes
casos por cirugia o terapia. :
i metabdlicos).
Sin diferencia aparente Algunos tipos de cancer Por definicion, sélo son sensibles los
Sensibilidad entre tejidos maduros e afectan especialmente a tejidos inmaduros. La sensibilidad
inmaduros. jovenes. Otros, a la inversa. disminuye con el desarrollo.

; Cambios en la cantidad o
Caracterizacion | calidad del material
genético (nivel molecular).

Proliferacion descontrolada a | Cambios en el patron de desarrollo a
nivel celular. nivel de tejidos y organos.

A menudo con un alto grado de
especificidad entre la naturaleza del
| teratdgeno y el tipo de malformacion.

El material genético se ve
Diana afectado normalmente de
forma aleatoria.

Normalmente hay dianas
especificas.

TOXICOLOGIA

AMBIENTAL:
Ld SEGURIDAD
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DEFINICIONES (4/4)

MUTAGENESIS, TERATOGENESIS Y CARCINOGENESIS
(Modificado de Wilson, 1972)

ARCING TERATOGENESISN,

Tiempo entre Desde la siguiente
induccién y generacion hasta varias
diagnéstico después o, quizas, nunca.

Desde varios meses hasta Dr sde varias se ..anas hasta mes 3s.
muchos afos. Rara* <z varios afios.

Irrevers"_.e excepto en ciertos casos

Reversibilidad Irreversible. reversible e‘xce;?to ok C'E!’ms pc cirugia o terapia (desordenes
asos por cirugia o terapia. metabélicos)

Sin diferencia aparente Algunos tipos de cancer ~or definicién, solo son sensibles los
Sensibilidad entre tejidos maduros e afectan especialmente a tejidos inmaduros. La sensibilidad
inmaduros. ovenes. Otros, a la inversa disminuye con el desarrollo.

| Cambios en la cantidad o
calidad del material
genético (nivel molecular).

roliferacién descontrola jaa | Cambios en el patron de desarrollo a
nivel celular. nivel de tejidos y organos.
| J:
| A menudo con un alto grado de
¢ ‘pecificidad entre la naturaleza ' 2l
| ter. ‘6geno y el tipo de malforma .on.

S

RS TOXICIDAD PARA LA REPRODUCCION
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Caracterizacion

El material genético se v
fectado normalmente
forma aleatoria.

Normalmente hay d anas
especificas.
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EVALUACION MUTAGENICA (1/9)

- La estrategia de evaluacion se realiza
atendiendo a la cantidad de sustancia
comercializada por afio o en total.

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

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

- Nivel Basico -
- Nivel 1 -
- Nivel 2 -

(Barrueco et al., 1999)

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04



EVALUACION MUTAGENICA (2/9)

NIVEL BASICO

Informe de base. Requerido para todo producto quimico.

|’— —

 Toxicidad aguda (administracion oral).
Toxicidad aguda (administracion cutinea).
Toxicidad aguda (administracion por inhalacion).
rritacion de la piel.

Irritacion de los ojos.

Sensibilizacion de la piel.

Toxicidad de dosis repetidas (28 dias) utilizando la via de administracién mas adecuada.

Mutagénesis:

- Ensayo bacteriologico (mutacion inversa).
- Ensayo no bacteriologico, in vitro, de aberraciones cromosémicas.

| Ambos ensayos se realizaran con y sin activacion metabdélica.

Deteccion de la toxicidad para la reproduccion.

| Valoracion del comportamiento toxicocinético, cuando pueda deducirse del conjunto de los datos. |

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
QUIMICA
r 22-25 Marzo 04




EVALUACION MUTAGENICA (3/9)

NIVEL 1

La comercializacion anual es de 10-100 toneladas por fabricante o
la comercializacion total es de 50-500 toneladas por fabricante.

Estudio de fertilidad (1 especie, 1 generacion, ambos sexos, via de administracion mas adecuada)
que permita obtener informacion sobre el potencial teratogénico.

Estudio de teratogénesis (1 especie, via de administracion mas adecuada), cuando no se ha
examinado el potencial teratogénico en el estudin de fertilidad.

Estudio de toxicidad subcrénica y/o crénica (una especie, ambos sexos, via de administracion mas

pertinente lo acnnsejen

|
|
adecuada), cuando los resultados del estudio de dosis repetidas o cualquier otra informacion \
|

Ensayos adicionales de mutagénesis ¥ \;’u estudios de deteccion de carcinogénesis.

Datos toxicocinéticos basicos. 1

TOXICOLOGIA

AMBIENTAL:
L SEGURIDAD
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EVALUACION MUTAGENICA (4/9)

NIVEL 2

La comercializacion anual alcanza las 1.000 toneladas por
fabricante o la total alcanza las 5.000 toneladas por fabricante.

Estudio de toxicidad cronica.

| Estudio de carcinogénesis.

Estudio de fertilidad (tres generaciones), sélo cuando se haya observado un efecto sobre la
fertilidad en el Nivel 1. :

Estudio de toxicidad relativo a los efectos sobre el desarrollo perinatal y posnatal.

Estudio del potencial teratogénico (especies no empleadas en el Nivel 1).

Estudios toxicocinéticos adicionales (biotransformacion y farmacocinética).

Estudios suplementarios para investigar la toxicidad para los 6rganos o sistemas.

TOXICOLOGIA

AMBIENTAL:
L SEGURIDAD

(016)1Y1 ()N
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EVALUACION MUTAGENICA (5/9)

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

- Datos de potencial mutageénico imprescindibles en el Nivel
Basico: mutacion génica y aberraciones cromosomicas.

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

1. Confirmar resultados del Nivel Basico
2. Investigar nuevos objetivos
3. Iniciar o ampliar estudios in vivo

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04




EVALUACION MUTAGENICA (6/9)

: x :
| Toxicidad aguda (administracién oral).

. . . Toxicidad aguda (administracién cutinea).
Nivel Basico Toxicidad aguda (administracién por inhalacién).
Irritacién de la piel.

Irritacion de los ojos.
‘Sensnblllzacmn de la piel.

Toxlmdad de dosis repetidas (28 dias) utilizando la via de admmlstracmn mas adecuada.

Mutagénesis:

- Ensayo bacterioldgico (mutacién inversa).
- Ensayo no bacteriologico, in vitro, de aberraciones cromosémicas.

| Ambos ensayos se realizaran con y sin activacion metabdélica.

Deteccion de la toxicidad para la reproduccion. J

| Valoracion del comportamiento toxicocinético, cuando pueda deducirse del conjunto de los datos. |

Estudio de fertilidad (1 especie, 1 generacmn ambos sexos, via de administracién mas adecuada)
que | permita obtener informacion sobre el potencial teratogemco

Estudio de teratogénesis (1 especie, via de administracion mas adecuada), cuando no se ha
examinado el potencial teratogénico en el estudin de fertilidad.

\
Estudio de toxicidad suberénica y/o erénica (una especie, ambos sexos, via de administracion mas ’
adecuada), cuando los resultados del estudio de dosis repetidas o cualquier otra informacién \
pertinente lo aconsejen. |

|

| Ensayos adicionales de mutagenesls y/o estudios de detecuon de carcinogénesis.

‘ Datus tOxlcocmetlcos baswos.

Estudio de toxicidad cronica.

Nivel 2 | Estudio de carcinogénesis.

Estudio de fertilidad (tres generaciones), solo cuando se haya ohservado un efecto sobre la
fertilidad en el Nivel 1.

Estudio de toxicidad relativo a los efectos sobre el desarrollo perinatal y posnatal.

’ Estudio del potencial teratogénico (especies no empleadas en el Nivel 1).
TOXICOLOGIA SAR o SeeEn

AMBIENTAL: Estudios toxicocinéticos adicionales (biotransformacion y farmacocinética).
SEGURIDAD | 2 z : : e 2 :
QUIMICA Estudios suplementarios para investigar la toxicidad para los érganos o sistemas.,

22-25 Marzo 04 : = . -




EVALUACION MUTAGENICA (6/9)

: x :
| Toxicidad aguda (administracién oral).

. . . Toxicidad aguda (administracién cutinea).
Nivel Basico Toxicidad aguda (administracién por inhalacién).
Irritacién de la piel.

Irritacion de los ojos.
Sensibilizacion de la piel.

dministracion mas adecuada.

Mutagénesis:

- Ensayo bacterioldgico (mutacién inversa).
- Ensayo no bacteriologico, in vitro, de aberraciones cromosémicas.

aizhos ensayos se realizaran con y sin activacion metabdlicg

Deteccion de la toxicidad para cproduccion,

|
| Valoracion del comportamiento toxicocinético, cuando pueda deducirse del conjunto de los datos. |

Estudio de fertilidad (1 especie, 1 generacion, ambos sexos, via de administracién mas adecuada)
que permita obtener informacion sobre el potencial teratogénico.

Estudio de teratogénesis (1 especie, via de administracion mas adecuada), cuando no se ha
examinado el potencial teratogénico en el estudio de fertilidad.

Estudio de toxicidad suberénica y/o erénica (una especie, ambos sexos, via de administracion mas ’
adecuada), cuando los resultados del estudio de dosis repetidas o cualquier otra informacién \
pertinente lo aconseje |

| Ensayos adicions§fes de mutagénesis y/o effudios de deteccion de carcinogénesis.
! =2t

‘ Datos toxicocinéticos D%

Estudio de toxicidad cronica.

Nivel 2 Estudio de carcinogénesis.

Estudio de fertilidad (tres generaciones), solo cuando se haya observado un efecto sobre la
fertilidad en el Nivel 1. ;

Estudio de toxicidad relativo a los efectos sobre el desarrollo perinatal y posnatal.

’ Estudio del potencial teratogénico (especies no empleadas en el Nivel 1).
TOXICOLOGI{A s

AMBIENTAL: Estudios toxicocinéticos adicionales (biotransformacion y farmacocinética).
SEGURIDAD | R : : : o : :
QUIMICA Estudios suplementarios para investigar la toxicidad para los 6rganos o sistemas.
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EVALUACION MUTAGENICA (6/9)

: x :
| Toxicidad aguda (administracién oral).

. . . Toxicidad aguda (administracién cutinea).
Nivel Basico Toxicidad aguda (administracién por inhalacién).
Irritacién de la piel.

Irritacion de los ojos.
Sensibilizacion de la piel.

Panted

dministracion mas adecuada.

Mutagénesis:

- Ensayo bacterioldgico (mutacién inversa).
- Ensayo no bacteriologico, in vitro, de aberraciones cromosémicas.

aizhos ensayos se realizaran con y sin activacion metabdlicg

B
| Valoracion del comportamiento toxicocinético, cuando pueda deducirse del conjunto de los datos. |

Deteccion de la toxicidad para cproduccion,

Estudio dL fertilidad (1 especie, 1 generacmn ambos sexos, via de administracién mas adecuada)
que permits piiginformacion sobre el potencial teratogemco

\

Estudio de toxicidad suberénica y/o cronica (una especie, ambos sexos, via de administraciéon mas ’
adecuada), cuando los resultados del estudio de dosis repetidas o cualquier otra informacién \
pertinente lo aconseje |
|

Estudio de toxicidad cronica.

Nivel 2 | Estudio de carcinogénesis.

Estudio de fertilidad (tres generaciones), solo cuando se haya ohservado un efecto sobre la
fertilidad en el Nivel 1.

Estudio de o fectos sobre el desarrollo perinatal y posnatal.

’ del potencial teratogénico (esgcies no empleadas en el Nivel 1).
TOXICOLOGIA
AMBIENTAL: Estudios to
SEGURIDAD | : g : % o : :
QUIMICA Estudios suplementarios para investigar la toxicidad para los érganos o sistemas.,

22-25 Marzo 04 ' - . -

¢s (biotransformacion y farmacocinética).




EVALUACION MUTAGENICA (6/9)

: x :
| Toxicidad aguda (administracién oral).

. . . Toxicidad aguda (administracién cutinea).
Nivel Basico Toxicidad aguda (administracién por inhalacién).
Irritacién de la piel.

Irritacion de los ojos.
Sensibilizacion de la piel.

Panted

dministracion mas adecuada.

Mutagénesis:

- Ensayo bacterioldgico (mutacién inversa).
- Ensayo no bacteriologico, in vitro, de aberraciones cromosémicas.

aizhos ensayos se realizaran con y sin activacion metabdlicg

Deteccion de la toxicidad para cproduccion,

B
| Valoracion del comportamiento toxicocinético, cuando pueda deducirse del conjunto de los datos. |

Estudio dL fertilidad (1 especie, 1 generacmn , ambos sexos, via de administracién mds adecuada)
que permits piiginformacion sobre el potencial teratogemco

\

Estudio de toxicidad suberénica y/o cronica (una especie, ambos sexos, via de administraciéon mas ’
adecuada), cuando los resultados del estudio de dosis repetidas o cualquier otra informacién \
pertinente lo aconseje; |
|

Estndi- * ' 2awdnjca,

Nivel 2

B, |~ Ao fawsilid-2 7, generaciones), solo cuando se haya ohservado un efecto sobre la
fertilidad en el Nivel 1

Estudio de

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL: Estudios to
SEGURIDAD | 7 ; : ; = 2 :
QUIMICA Estudios suplementarios para investigar la toxicidad para los érganos o sistemas.,

22-25 Marzo 04 '
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EVALUACION MUTAGENICA (7/9)

Codigo UE O
Ensayo citogenético u_g___g{{fp en mamiferos B10 473
Ensayo citogenético in vivo en médula 6sea de mamifero, anilisis cromosémico [ @ 475
Ensayo de micronucleos in vivo e _,_ : B12 474
Mutacién reversa en Escherichia coli i . . Ll B13 472*
Mutacion reversa en Salmonella typhimurium B14 471*
Mutaciéon génica en Sr:cchufnmvé;?s cerevisiae o B g5 480
Recombinacién mitética en Saccharomyces cerevisiae B16 481
‘Mutacién génica de células de mamifero in vitro ; | B17 476
| Sintesis no programada de DNA en células de mamifero in vitro o : , b B 482
| Ensayo in vitro de intercambio de cromatidas hermanas & 3 1319 : 479
| Ensayo de letdles recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster : _ B20 477
Ensayo de transformacion de células de mamifero in vitro BZL ¢ |
| Ensayo de letales dummames en roedores B22 478
i Ensayo citogenético de células embrionarias de mamifero in vivo B23 483
Ensayo de la mancha en el ratén ' B24 484
Ensayo de traslocacion hereditaria en rqtgq__ B35 85 |
| Sintesis no programada de DNA en celuln.ls hehatl§g§ de mamifero in vivo i 486*
* Las lineas directrices 471 y 472 constituyen, desde su aprol‘fd:_:lon el 21 de julio de I997 una tnica linea directriz, la 471,

| correspondiente al ensayo bacteriano de mutacién reversa. La linea directriz 486 fue aprobada como tal en la misma f Lcha. |

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD

(016)1Y1 ()N
22-25 Marzo 04



EVALUACION MUTAGENICA (8/9)

Pruebas adicionales de mutagénesis del Nivel 1

* Si uno de los ensayos del Nivel Basico resultod positivo, los estudios
complementarios deben incluir al menos un ensayo capaz de descubrir la
misma alteracion génica.

» Si los dos ensayos requeridos en el Nivel Basico resultaron negativos,
deben realizarse normalmente, como estudios complementarios, un ensayo
de mutaciones geénicas y otro de aberraciones cromosomicas.

En el segundo caso, quizas sea apropiado obtener también datos
complementarios de ensayos indicadores de efectos en el DNA.

TOXICOLOGIA

AMBIENTAL:
L SEGURIDAD

(016)1Y1 ()N
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EVALUACION MUTAGENICA (9/9)

Pruebas adicionales de mutagénesis del Nivel 1,
agrupadas segun su finalidad genética (Barrueco et al., 1999)

Mutacion directa o inversa en Saccharomyces cerevisiae.

Mutacién directa en células de mamifero cultivadas in vitro.

INVESTIGACION DE MUTACIONES GENICAS

Letales recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster.

Test de la mancha en raton.

Estudios citogenéticos in vivo en mamiferos. Si no se incluy6 en la evaluacion
inicial, debe considerarse el andlisis in vivo de las metafases de células de médula
Osea. Ademas, puede estudiarse la citogenética de las células embrionarias in vivo.

T e oo o b o e fe ke o) erte i Estudios citogenéticos in vitro de células de mamifero, si no se incluyeron en la
ale 0 ; ' evaluacion inicial.

Letal dominante en roedores.

Traslocacion hereditaria en raton.

Recombinacion mitotica en Saccharomyces cerevisiae.
PRUEBAS INDICADORAS DE EFECTOS EN EL DNA Sintesis de DNA no programada en células de mamifero in vitro.
Intercambio de cromatidas hermanas en células de mamifero in vitro.

" PRUEBAS INDICADORAS DE POTENCIAL WG ele'= 68 Transformacion de células de mamifero.

: : Test del locus especifico en ratén (mutaciones génicas).
RIESGO DE EFECTOS HEREDITARIOS EN MAMIFEROS

Translocacion hereditaria en raton (aberraciones cromosomicas).

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:

SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
22-25 Marzo 04




EVALUACION MUTAGENICA (9/9)

Pruebas adicionales de mutagénesis del Nivel 1,
agrupadas segun su finalidad genética (Barrueco et al., 1999)

INVESTIGACION DE MUTACIONES GENICAS

' |NVESTIGAC!ON DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS

PRUEBAS INDICADORAS DE EFECTOS EN EL DNA

PRUEBAS INDICADORAS DE POTENCIAL CARCINOGENO

RIESGO DE EFECTOS HEREDITARIOS EN MAMIFEROS

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD

(016)1Y1 ()N

Mutacion directa o inversa en Saccharomyces cerevisiae.

Mutacién directa en células de mamifero cultivadas in vitro.

Letales recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster.

Test de la mancha en raton.

Estudios citogenéticos in vivo en mamirervs. . ..~ = incluyd en la evaluacion
inicial, debe considerarse el andlisis in vivo de las metafases de vei.'~< de médula
Osea. Ademas, puede estudiarse la citogenética de las células embrionarias in v.,

Estudios citogenéticos in vitro de células de mamifero, si no se incluyeron en I
evaluacion inicial.

Letal dominante en roedores.

Traslocacion hereditaria en raton.

Recombinacion mitotica en Saccharomyces cerevisiae.

Sintesis de DNA no programada en células de mamifero in vitro.

Intercambio de cromatidas hermanas en células de mamifero in vitro.

Transformacion de células de mamifero.

Test del locus especifico en ratén (mutaciones génicas).

Translocacion hereditaria en raton (aberraciones cromosomicas).
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EVALUACION MUTAGENICA (9/9)

Pruebas adicionales de mutagénesis del Nivel 1,
agrupadas segun su finalidad genética (Barrueco et al., 1999)

Mutacion directa o inversa en Saccharomyces cerevisiae.

i : Mutacion directa en células de mamifero cultivadas in vitro.
INVESTIGACION DE MUTACIONES GENICAS

Letales recesivos ligados al sexo en Drosophila melanogaster.

Test de la mancha en raton.

Estudios citogenéticos in vivo en mamirervs. . ..~ = incluyd en la evaluacion
inicial, debe considerarse el andlisis in vivo de las metafases de vei.'~< de médula
Osea. Ademas, puede estudiarse la citogenética de las células embrionarias in v.,

Estudios citogenéticos in vitro de células de mamifero, si no se incluyeron en I

' |NVESTIGAC!ON DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS
- : : ' evaluacion inicial.

Letal dominante en roedores.

Recombinacion mitotica en Saccharomyces cerevisiae.
PRUEBAS INDICADORAS DE EFECTOS EN EL DNA Sintesis de DNA no programada en células de mamifero in vitro.

Intercambio de cromatidas hermanas en células de mamifero in vitrg

' PRUEBAS INDICADORAS DE POTENCIAL GAKUINUGE

: : Test del locus especifico en ratén (mutaciones génicas).
RIESGO DE EFECTOS HEREDITARIOS EN MAMIFEROS

Translocacion hereditaria en raton (aberraciones cromosomicas).

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
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ESQUEMA

3. CLASIFICACION SEGUN MUTAGENICIDAD >

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
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CLASIFICACION (1/7)

Los criterios utilizados aparecen especificados en el
Anexo VI del Real Decreto 363/1995.

Se establecen tres categorias:

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

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

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

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04




CLASIFICACION (2/7)

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

DEFINICION . CRITERIOS ENSAYOS
Se precisa disponer de pruebas suficientes para
establecer una relacion causa/efecto entre la

exposicion del hombre a tales sustancias y la aparicion
de alteraciones genéticas hereditarias.

Eé S s e Se necesitan pruebas positivas a partir de los
= W | estudios epidemiologicos de que se han producido
- se sabe, son ;

2z i mutaciones en el hombre.

E mutagenicas para

& i, Hasta el momento no se conocen ejemplos de tales

sustancias.

Es evidente lo dificil que resulta obtener datos
fiables a partir de los estudios sobre la incidencia de
las mutaciones en las poblaciones humanas, o sobre un
posible aumento de su frecuencia.

Se les asignara el simbolo T, sustancias toxicas, y la frase

4

(Y . 'AaYA Fa () AaYQOENAYTAYala Y O
00 IN40. pucda AUSAl d AC10NES €1 dS I (111d

TOXICOLOGIA

AMBIENTAL:
Ld SEGURIDAD

(016)1Y1 ()N
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CLASIFICACION (2/7)

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

DEFINICION . CRITERIOS ENSAYOS
Se precisa disponer de pruebas suficientes para
establecer una relacion causa/efecto entre la

exposicion del hombre a tales sustancias y la aparicion
de alteraciones genéticas hereditarias.

Se necesitan pruebas positivas a partir de los

que, estudios epidemiologicos de que se han producido
se sabe, Bon :

mutaciones en el hombre.
mutaZeHicas para

el hombre.

PRIMERA

Hasta el momento no se conocen ejemplos de tales
sustancias.

Es evidente 10 wwwn yue resuia obtener datos
fiables a partir de los estudios sobre la incidencia de
las mutaciones en las poblaciones humanas, o sobre un
posible aumento de su frecuencia.

Se les asignara el simbolo T, sustancias toxicas, y la frase

4

]
CSO0 R4 DLICAC AU Sd d CI'd ONECS OCnNcC adS NCcrcad d

TOXICOLOGIA

AMBIENTAL:
Ld SEGURIDAD

(016)1Y1 ()N
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CLASIFICACION (3/7)

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

DEFINICION ~ CRITERIOS  EnsAvos

Se precisa disponer de suficientes elementos de|  Los métodos mds adecuados son:
juicio para suponer que la exposicion del hombre a
tales sustancias puede producir alteraciones genéticas | 2a) Estudios de mutagenicidad en células germinales in vivo
hereditarias. Dicha presuncion se basa en estudios '
apropiados en animales o en ofra informacion - test del locus especifico

pertinente. - test de traslocacion hereditaria

« : - test del letal dominante

Sustancias que ; . e
- s Se requieren resultados positivos que indiquen:

L& P 2b) Estudios in vivo que demuestran la interaccion con el DNA de las células geminales
| considerarse como :
& 2 a) Efectos mutagénicos, u
mutagénicas para s : e i
e - andlisis citogenético de aberraciones cromosomicas, incluida la aneuploidia
7)) el hombre. . . L ; : e
b) otro tipo de interaccion celular que afecte a - ensayo de intercambio de crométidas hermanas
la mutagenicidad, obtenidos en células - ensayo de sintesis de DNA no programada

germinales de mamiferos in vivo, 0 - estudio de union covalente del mutdgeno al DNA

¢) efectos mutagénicos en células somaticas de | 2c) Estudios in vivo que demuestren los efectos mutagénicos en las células somaticas de
mamieros in vivo, junto con la demostracion | los mamiferos (véase 3a) en combinacién con métodos toxicocinéticos o de ofro tipo
fehaciente de que la sustancia o un metabolito | que puedan demostrar que el compuesto o un metabolito alcanza las células geminales.
relevante alcanza las células germinales.

TOXICOLOGIA Se les asignara el simbolo T, sustancias toxicas, y la frase

AMBIENTAL:
L SEGURIDAD

oo de riesgo R46, puede causar alteraciones genéticas hereditarias.
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CLASIFICACION (3/7)

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

DEFINICION CRITERIOS ENSAYOS

Se precisa disponer de suficientes elementos de|  Los métodos mds adecuados son:
juicio para suponer que la exposicion del hombre a
tales sustancias puede producir alteraciones genéticas | 2a) Estudios de mutagenicidad en célula invivo
hereditarias. Dicha presuncion se basa en estudios ' FRE
apropiados en animales o en ofra informacion - test del locus especifico
pertinente. - test de traslocacion hereditaria

- test del letal dominante
AGlas que

ueden Se requieren resultados positivos que indiquen:
consié)erarse 2b) Estudios in vivo que demuestran la interaccion con el DNA de las célul
p a) Efectos mutagénicos, u B

- andlisis citogenético de aberraciones cromosomicas, incluida la aneuploidia
b) otro tipo de interaccion celular que afecte a - ensayo de intercambio de crométidas hermanas
I» z=oenicidad, obtenidos en células - ensayo de sintesis de DNA no programada
germinales le mamiferos in vivo, 0 - estudio de union covalente del mutdgeno al DNA

SEGUNDA

el hombre.

¢) efectos mutagénicos en células somaticas de | 2c) Estudios in vivo que demuestren los efectos mutagénicos en las células somaticas de
mamieros in vivo, junto con la demostracion | los mamiferMe 3a) en combinacion con métodos toxicocinéticos o de Qiasing
fehaciente de que la sustancia ~ —. —=fabolito | que puedan demostrar que el compuesto o un metabolito alcanza las cé}u]
relevante alcanza las célule - germinales.

TOXICOLOGIA Se les asignara el simbolo T, sustancias toxicas, y la frase

AMBIENTAL:
L SEGURIDAD

oo de riesgo R46, puede causar alteraciones genéticas hereditarias.
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CLASIFICACION (4/7)

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

CRITERIOS ENSAYOS

Los resultados obtenidos en estudios de
mutagénesis apropiados son insuficientes para
clasificar dichas sustancias en la segunda categoria. 3a) Estudios de mutagenicidad en células somaticas in vivo

DEFINICION

Los métodos més adecuados son:

Se requieren resultados positivos en las células " - ensayo de microntcleos en médula dsea o andlisis de metafases
somaticas de mamiferos in vivo que indiquen la - analisis de los linfocitos periféricos en metafase
existencia de: - ensayo de la mancha en raton

< I :
ustancias cuyos s : ; : : S
4 . Y a) Efectos mutagénicos, u 3b) Estudios de interaccion del DNA en células somaticas in vivo
B posibles efectos
@8 mutagénicos en el ; : b : . .
o 5 b) ofro tipo de interaccion celular con - ensayo de intercambio de cromatidas hermanas
= hombre son St L S
B oo incidencia en la mutagenicidad. - ensayo de sintesis de DNA no programada
; - estudio de union covalente del mutageno al DNA
Especialmente, el ultimo supuesto se vera - estudio de lesiones del DNA (elucion alcalina)

confirmado por los resultados positivos de estudios in
vifro de mutagenicidad. Las sustancias que den
resultados positivos solo en ensayos in vitro no se
clasificaran, pero si no se dispone de datos in vivo y
muestran cierto parecido con carcindgenos o
mutagenos  conocidos, puede plantearse  su
clasificacion en la tercera categorfa.

o LSl Se les asignard el simbolo Xn, sustancias nocivas, y la frase

AMBIENTAL:
L SEGURIDAD

QUINICA de riesgo R68, posibilidad de efectos irreversibles.
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CLASIFICACION (4/7)

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

DEFINICION CRITERIOS ENSAYOS
Los resultados obtenidos en estudios de| Los métodos més adecuados son:
mutagénesis apropiados son insuficientes para
clasificar dichas sustancias en la segunda categoria. 3a) Estudios de mutagenicidad en célul in vivo
o~ ~auieren resultados positivos en las células " - ensayo de micronficleos en médula 6sea o analisis de metafases
| somaticas le mamiferos in vivo que indiquen la - analisis de los linfocitos periféricos en metafase
Ve s end dE - ensayo de la mancha en raton
s .
o4 s a) Efectos mutagénicos, u 3b) Estudios de interaccion del DNA en célula @ in vivo
L-;__'/Ji hmbreon 7 b)' 9tr0 'tipo de intereizc.cién celular con - ensayo de intercambio de cromatidas hermanas
E-L: reocanantes incidencia en la mutagenicidad. - ensayo de sintesis de DNA no programada
sl g - estudio de union covalente del mutdgeno al DNA
Especialmente, el ultimo supuesto se vera - estudio de lesiones del DNA (elucion alcalina)

confirmado por los resultados positivos de estudios in
vifro de mutagenicidad. Las sustancias que den
resultados positivos solo en ensayos in vitro no se
clasificaran, pero si no se dispone de datos in vivo y
muestran cierto parecido con carcindgenos o
mutagenos  conocidos, puede plantearse  su
clasificacion en la tercera categorfa.

o LSl Se les asignard el simbolo Xn, sustancias nocivas, y la frase

AMBIENTAL:
L SEGURIDAD

QUINICA de riesgo R68, posibilidad de efectos irreversibles.
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CLASIFICACION (5/7)

En resumen:

Las sustancias se clasifican como mutagenas con respecto a las malformaciones
geénicas heredadas. No obstante, los resultados que implican la clasificacion de
un producto en la tercera categoria 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 quimico como carcindgeno, considerandose como pruebas
complementarias.

En caso de duda, los resultados de los ensayos de genotoxicidad in vivo € in vitro
contribuiran a la inclusion de la sustancia en la segunda categoria de
carcinogenos (2A4-carcindgenos probables; 2B-carcindgenos posibles), si son
positivos, o en la tercera (sustancias posiblemente no carcinogenas), si son
negativos.

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:

Ld SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
22-25 Marzo 04



CLASIFICACION (6/7)

CLASIFICACION SEGUN L ‘S PROPIEDADES TOXICOLOGICAS
CATEGORIA FRASES R INDICACION

imBO El :
DE PELIGRO  ASOCIADAS DE PELIGRO > /MBOLO DEFINICION GENERAL
Muy Toxicos: las sustancias y preparados que por
- R26, R27, R28 y combinaciones. w inhalacion, ingestion o penetracion cutanea en muy pequena
Muy Toxico R39 y combinaciones con lus anteriores. Muy Toxico cantidad pueden provocar la muerte o perjuicios agudos o

cronicos para la salud.

R23, R24, R25 y combinaciones Toxicos: las sustancias y preparados que por inhalacion,
Toxico R39/y (ombinlnciones con los anteriores. ~ ToXico Ingestion o penetracion cutanea = PEAUSES camlqaqes
pueden provocar la muerte o perjuicios agudos o crénicos

R48 y combinaciones con las anferiores.
para la salud.

R20, R21, R22 y combinaciones. Nocivos: las sustancias y preparados que por inhalacion,
Nocivo R48 Ytombfnﬂtfones con los onferiores. o tvo ingestion o penetracion cutanea pueden provocar la muerte
R68 y combinaciones con los anteriores. 0 perjuicios agudos o crénicos para la salud.

R65

. . = Corrosivos: las sustancias y preparados que, en contacto
Corrosivo R34, R35 Corrosivo && con tejidos vivos, pueden ejercer una accion destructiva de
los mismos.

. R36, R37, R38 y combinaciones. . Irritantes: las sustancias y preparados no corrosivos que,
Irritante R41 Irritante x por contacto breve, prolongado o repetido con la piel o las
B mucosas pueden provocar una reaccion inflamatoria.

Sensibilizantes: las sustancias y preparados que por
inhalacién o penetracién cutanea, pueden ocasionar una
reaccion de hipersensibilizacion, de forma que una exposicion
posterior a esa sustancia o preparado dé lugar a efectos
nocivos caracteristicos.

R42, R42/43 Nocivo
R43 Irritante

Sensibilizante

TOXICOLOGIA

AMBIENTAL: (Tarancén, 2001)

SEGURIDAD
QUIMICA
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CLASIFICACION (7/7)

e — ..
CLASIFICACION SEGUN LO EFECTOS ESPECIFICOS SOBRE LA SALUD
CATEGORIA FrASES R INDICACION
DE PELIGRO AsSOCIADAS DE PELIGRO SimBoLo UEFINICION GENERAL
Carcinogeno
Categorias 1 y2 R45, R49 Toxico Carcinégenos: las sustancias y preparados que por
TR inhalacion, ingestion o penetracion cutanea pueden producir
cancer o aumentar su frecuencia.
Categoria 3 R40 Nocivo x
Mutageno
Categorias 1y 2 R46 Toxico ‘\@/‘ Mutagenos: las sustancias y preparados que por inhalacion,
T ingestion o penetracion cutanea pueden producir defectos
genéticos hereditarios o aumentar su frecuencia.
Categoria 3 R68 Nocivo x
foxio A Toéxicos para la reproduccion: las sustancias y preparados
la reproducclor _ @ que por inhalacion, ingestion o penetracion cutanea pueden
Cotegorias 1y 2 R&0, R61 Toxico producir efectos nocivos no hereditarios en la descendencia,
o aumentar la frecuencia de éstos, o afectar de forma
. X negativa a la funcién o a la capacidad reproductora masculina
Categoria 3 R62, R63 Nocivo o femenina.

CLASIFICACION SEGUN LOS EFECTOS SOBRE EL MEDIO AMBIENTE

Medio ambiente acudtico:

R50, R50/53, R51/53

Peligroso Peligrosos para el medio ambiente: las sustancias y
umg el medio 532 5.5'2/53',{?53 Peligroso para preparados que, en caso de contacto con el medio ambiente,
P 5 R%Zu%ege E’gg’u '&7 R58 el medio ambiente constituirian o podrian constituir un peligro inmediato o futuro
ambiente : dl ’ ' 1 para uno o mas componentes del medio ambiente.
apa de ozono:
R59

TOXICOLOGIA

AMBIENTAL: (Tarancén, 2001)

SEGURIDAD
QUIMICA
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4. ECVAM, REMA, GTEMD
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ECVAM, REMA, GTEMA (1/3)

CENTRO EUROPEO PARA LA VALIDACION DE
METODOS ALTERNATIVOS

OBJETIVOS:

Promover la regulacidn y la aceptacion cientifica de ensayos sin animales con
importancia biomédica, a través de la investigacion, el desarrollo de dichos
ensayos, su validacion y el establecimiento de una base de datos especializada.

Coordinar a nivel europeo la evaluacion independiente de la relevancia y
fiabilidad de estos ensayos con propositos cientificos, de manera que los productos quimicos y de otra indole puedan ser
manufacturados, transportados y utilizados de una forma mas econdémica y segura, a la vez que reducir progresivamente
la actual relevancia de las técnicas de experimentacion 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

http://ecvam.jrc.it/index.htm ‘

: i 4 5 Submission of new News Events and Downloads and
About ECYAM Activities Validated Methods Publications | 7.ct Methods to ECVAM Meetings E-Learning

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD

(016)1Y1 ()N
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ECVAM, REMA, GTEMA (2/3)

RED ESPANOLA DE METODOS ALTERNATIVOS

OBJETIVOS:

El objetivo fundamental de la Red sera servir de nexo de conexion entre personas,
grupos y entidades interesados en estos métodos, independientemente del campo
cientifico en el que habitualmente se encuentren (bioquimico, farmacologico,
toxicoldgico, ambiental etc.). Con dichos vinculos de conexion se pretende
fomentar el intercambio de ideas, facilitar la formacion de profesionales, impulsar
la investigacion en este campo, favorecer la comunicacion bidireccional con la
administracion y con la industria y, en general, aumentar la masa critica espafiola en cuantos foros europeos e
internacionales sean de interés para nuestro pais. En definitiva se trata de informar, formar y desarrollar actividades
sobre los métodos alternativos que se estan realizando, tanto en Espafia como en el extranjero.

OBJETIVOS PRECISOS:
- Actividades informativas.

- Actividades formativas.

http://tox.umh.es/rema/index.html ‘

Sobre REMA Actividades Novedades

AMBIENT AL, Inicios / Documentos Jornadas ECVAM

vty Comision / Entidades Congresos / etc. Comision Europea / Links

22-25 Marzo 04




ECVAM, REMA, GTEMA (3/3)

GRUPO DE TRABAJO ESPECIALIZADO EN METODOS
ALTERNATIVOS (Asociacion Espanola de Toxicologia)

ol OBJETIVOS:

(L 1. Fomentar la cooperacién y la coordinacién de las actividades cientificas para
contribuir al desarrollo de nuevos métodos experimentales, tanto in vivo como in

vitro, que conduzcan a las tres erres (3ERRES):

a = -reducir el nimero de animales empleados,
= -refinar técnicas que disminuyan el estrés y sufrimiento de éstos,
X = -oreemplazar el uso de animales

2. Estimular la participacion de investigadores espafioles en programas de prevalidacion o validacion de ensayos

3. Promover la aceptacion reguladora de los mismos.

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

Sobre GTEMA Alternativas Conceptos
TOXICOLOGIA

AMBIENTAL Informacion Foro Inventario

L SEGURIDAD <
QUIMICA Documentos Links
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ESQUEMA

5. ENSAYOS DE EVALUACION MUTAGENICA

- Ensayo bacteriologico de mutacion reversa (Test de Ames)

B - Ensayo de aberraciones cromosomicas (Test de Allium cepa

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04



ENSAYOS (1/16)| - TEST DE AMES -

- Cepas TA98 y TA100 de Salmonella typhimurium.
- Trabajar en esterilidad.

- Crecer las cepas mediante cultivos de noche:

500ul de congelado bacteriano + 50ml de medio NB
v

bafio con agitacion a 37°C durante 16 horas y en oscuridad
- Preparar diluciones de la muestra.
- Filtrar las diluciones por Millipore 0,45um; conservar en nevera.
- Preparar agar minimo para placas Petri.
- Preparar agar liquido.
- Anadir 100ul de diluciones y controles a tubos con agar liquido.
- Anadir esta mezcla a las placas Petri con agar minimo.
- Incubar placas Petri a 37 °C, durante 48h. y en oscuridad.
- Contar colonias revertientes.

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04




ENSAYOS (2/16)| - TEST DE AMES -

Caracteristicas de las cepas bacterianas:

i SISTEMA DE ey
MUTACION | ool o LPS | PLASMIDO

his D3052
his G46 A uvrB rfa pKM 101

uvrp : deleccion de un gen que codifica para el sistema de reparacion de la
escision del DNA, y produce un aumento de la sensibilidad en la deteccion de
mutagenos. La deleccion incluye tambien genes de la biotina y de la nitrato
reductasa.

rfa : mutacion que causa pérdida parcial de la barrera lipopolisacarida 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
espontanea e inducida porque incrementa el sistema de reparacion con error.

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04




ENSAYOS (3/16)| - TEST DE AMES -

Cepa TA98 — Mutacion his D3052

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

Mutacion de tipo “frameshift”, consistente en una
adicion de un par de bases proxima a una cadena de
ocho restos de -GC- repetidos.

Esta cepa responde a mutagenos que originan un
desplazamiento en la lectura del DNA, que ocurre
preferentemente en regiones del DNA que poseen
secuencias de bases repetidas en tandem.

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
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ENSAYOS (4/16)| - TEST DE AMES -

Cepa TA100 — Mutacion his G46

o) rdBln
=

leu | Leucin pro p Frolin

Leucina

T Para detectar mutagenos que causan
QUIMICA sustitucion de pares de bases G-C
22-25 Marzo 04

Prolina




ENSAYOS (5/16)

EN lﬂP!.
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ENSAYO EN PLACA

Esquema %.:c%wsx— mﬁﬂ
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EN EN PL
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ENSAYO EN PLACA

Esquema %.:c%wsx— mﬁﬂ
del £

4
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Endpoinr® T
D K-

(h] ECB
(8] SAD
D ECD
o ECL
o ERD
8] . BSD
D BRD
G BPF

Qaaoocs o

ECK

G

G ECW
G EC2
G ECR
G BSM
G KPF
G MAF

—

Lrefinition

NONMAMMALIAN SYSTEMS

Prokaryotic systems

Brnmboma -

- s, 308 repair test, DNA strand breaks, cross-
links or related damage

Esxcherichia coli (or E. coli DNA), DNA strand breaks, cross-links
or related damage; DNA repair

Salmonella typhimurium, DNA repair-deficient strains, differential
toxicity

Escherichia coli pol A/ W3110-P3478, differential toxicity (spot
test)

Escherichia coli pol A/ W3110-P3474, differential toxicity {liquid
suspension test)

Escherichia coli rec strains, differential toxicity

Bacillus subtilis rec strains, differential toxicity

Other DNA repair-deficient bacteria, differential toxicity
Bacteriophage, forward mutation

Salmonella (yphimurium, forward mutation
Salmonella ryphimurium TALO), reverse mutation
Salmonella typhimurium TALOZ, reverse mutation
Salmonella typhimurium TAL1530, reverse mutation
Salmonella typhimurium TALM, reverse mutation
Salmonella typhimurium TA1535, reverse mutation
Salmonella typhimurium TA1537, reverse mutation
Salmonella typhimurium TA1538, reverse mutation
Salmonella typhimuricm T A8, reverse mutation
Salmonelia typhimurium (other miscellaneous strains), reverse
mutation

Escherichia coli K12, forward or reverse mutation
Escherichia coli WP2 uvrA, reverse mutation
Escherichia coli WPZ, reverse mulation
Escherichia coli {other miscellaneous strains), reverse mutation
Bacillus subiilis, multigene test

Klebsiella preumoniae, forward mutation

Micrecoccus awreus, forward mutation

Endpoin ~

==

QOO0 ORRE

[9 M= N N W)

- TEST DE AMES -

Code

Definition

Lower eukaryotic systems

S5B
55D
5ZD

SCG
SCH

SZG
ANG
SCF
SCR
SGR
STF
5TR
SZF
SZR
ANF
ANR
NCF
NCR
PSM
PSC
SCN
ANN
NCN

Flam

PLU
ASM
HSM
TSM
PLM

Saccharomyces species, DNA strand breaks, cross-links or related
damage

Saccharomyces species, DNA repair-deficient strains, differential
toxicity

Schizosaccharomyces pombe, DNA repair-deficient strains,
differential toxicity

Saccharomyces cerevisige, gene conversion

Saccharomyces cerevisiae, homozygosis by mitotic recombination
Oor géne COnversion

Schizosaccharomyces pombe, gene conversion

Aspergillus nidulans, genetic crossing-over

Saccharomyces cerevisige, forward mutation

Saccharomyces cerevisige, reverse mutation

Streptomyces grisenflavus, reverse mutation

Streplomyces coelicolor, forward mutation

Strepiomyces coelicolor, reverse mutation
Schizosaccharomyces pombe, forward mutation
Schizosaccharomyces pombe, reverse mutation

Aspergilhus nidulans, forward mutation

Aspergillus midulans, reverse mutation

Neurospora crassa, lorward mutation

Neurospora crassa, reverse mutation

Paramecium species, mutation

Paramecium species, chromosomal aberrations

Saccharamyces cerevisige, aneuploidy

Aspergilius nidulans, ancuploidy

Neurpspora crassa, ancuploidy

sysiems

Plants, unscheduled DNA synthesis
Arabidopsis species, mutation
Hordewm species, mutation
Tradescantia species, mutation
Plants (other), mulation

“Endpoints are grouped within cach phylogenetic category as follows: A, ancuploidy; C, chromosomal aberrations; D, DNA damage; F, assays of body fluids; G, gene mutation; H, host-mediated assays; 1, inhibition of interceliutar
communication; M, micronucier; P, sperm morphology; R, mitotic recombination or gene conversion; 5, sister chromatid exchange; and T, cell transformation

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUIMICA
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Monografias del IARC (International Agency for Research on Cancer)
(Waters et al., 1987)
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- TEST DE AMES -

R 3

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
QUIMICA
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Campana de flujo
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- TEST DE AMES -
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Estufa a 37°C
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TOXICOLOGIA
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- TEST DE AMES -

TA98 Media TA98 TA100 Media TA100
21 90
Reversion
Espontanea | 17 | - 90 s
28 98
Reversion 21 1 02
Solvente 20 18 87 91
(DMSO) 14 84
Reversion | 117_ ot _1314
Mutageno 141 128 958 1191
(NQO/MMS) 126 1301
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N° Revertientes en TA100
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I
400

N° Revertientes en TA100
1200 1

800

600

200 03[ o1 100 | 09
R.E.

R.S.

TOXICOLOGIA MUtagéniCO
AMBIENTAL:

MMS C1 C2
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N° Revertientes

1191|

O TA98 m TA100
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N° Revertientes

1400 1191| —
1200 1034

1000
800
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400
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N° REVERTIENTES

CEPA ESPONTANEOS

TA98

"MUTAGENO ESTANDAR

4-Nitroquinolina-N-o6xido

(NQNO)

- TEST DE AMES -

N° REVERTIENTES

DOSIS CON MUTAGENO

0,5 pg/PP 300-500

60-220

Metil metano sulfonato
(MMS)

| pug/PP 2730

CUANTIFICACION DEL EFECTO MUTAGENICO

ABREVIATURA

DEFINICION

INDICE DE MUTACION

No mutagénico

=23

M’ Mutagénico muy débil 2,6-3,5
M? Mutagénico débil 3,6-5,5
M’ Mutagénico 5,6-10,5
m* Mutagénico alto = 103
T Efecto toxico Colonias pequefias o ausencia de césped

- TOXICOLOGIA
Pt PN A MBIENTAL:

Toxicidad maxima

No existe crecimiento bacteriano

] L SEGURIDAD

QUIMICA
22-25 Marzo 04
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TOXICOLOGIA
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- TEST DE AMES -

TA98 Media TA98 TA100 Media TA100
21 90
Reversion
Espontanea | 17 | - 90 s
28 98
Reversion 21 1 02
Solvente 20 18 87 91
(DMSO) 14 84
Reversion | 117_ ot _1314
Mutageno 141 128 958 1191
(NQO/MMS) 126 1301
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- TEST DE AMES -

INDICES

TA98 Media TA98 TA100 Media TA100
21 90
Reversion
Espontanea | 17 | - 90 s
28 98
Reversion 21 1 02
Solvente 20 18 87 91
(DMSO) 14 84
Reversion | 117_ ot _1314
Mutageno 141 128 958 1191
(NQO/MMS) 126 1301

E
8,7 » Ms

Mutagénico

3.35 % M,

Mutagénico muy débil

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04
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- TEST DE AMES -

E
8,7 » Ms

Mutagénico

3.35 % M,

Mutagénico muy débil

TA98 Media TA98 TA100 Media TA100
21 90
Reversion
Espontanea 7,71? RAG0 - 90 s
22 98
Reversion 21 __102
Solvente 20 18 87 91 Z
(Puso) | = INDICES
14 84
Reversion | 117_ = ._1314
y Mutageno o 141 128 958 1191 2 83 » 1\/{1
INDICES (NQO/MMS) 126 1301 e e
I_Mutagemco muy débil
28 89
C1 31 29 104 100

11,11 = M4

Mutagénico alto

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04



ENSAYOS (1/10) | - TEST DE A. cepa -

- Pelar, decapar y lavar bulbos para eliminacion de restos quimicos.
- Excitar mediante una muesca el meristemo radicular.
- Cultivar Allium cepa en cabina a 25 + 0.5°C y en oscuridad.

- Oxigenar el agua mediante burbujeo de 10-20 ml/min.

- Controlar crecimiento radicular e indices tras 24-48 horas.

- Tinci6n de Feulgen.

- Calcular Indices Mitético y de Fases a las 48h. de
tratamiento (72-96 horas totales de ensayo).

- Calcular la Inhibicion del Crecimiento Radicular a las 72h. de

tratamiento (96-120 horas totales de ensayo).

- TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
- L SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N
r 22-25 Marzo 04




ENSAYOS (2/10)

- TEST DE A. cepa -

Endpoinr® Code e Endpoinr®
NONMAMMALIAN SYSTEMS (comd)
Plant systems (contd)
-1 VFS Vicia jaoa, sister chromatid exchange 5
5 PLS Plants (other), sister chromatid exchange 5
M TS50 Tradescantia species, micronuclel M
o o : S C
Alliem cepa, chromosomal aberrations C
C
C TSC Tradescansia species, chromosomal aberrations C
C VFC Vicia faha, chromosomal aberrations C
[ PLC Plants (other), chromosomal aberrations | &
A
Insect systems T
R DMG Drasophila melanogaster, genetic crossing-over or recombination :—
G DMM  Drosophila melanogasier, somatic mutation {and rcmrnbinlaﬁnnll T
G DMX Drogophila melanogesrer, sex-linked recessive kethal mutations T
C DMC Drosophila melanogaster, chromosomal aberrations T
C DMH Drosophila melanogaster, heritable transiecation test -
C DML Drosophila melanogaster, dominant lethal test T
A DMN Drosophila melancgaster, ancuploidy T
T
MAMMALIAN SYSTEMS T
Animal cells in vitro
D DI1A- DM A strand breaks, cross-links or related damage, animal cells D
in vitro
D RIA DN A repair exclusive of unscheduled DNA synthesis, animal cells D
in vifro
D URP Unscheduled DINA synthesis, rat primary hepatocytes D
D ula Unscheduled DNA synthesis, other animal cells in vitre D
G GCL Gene mutation, Chinese hamsier lung cells exclusive of Y79 in vitro D
G GCD Gene mutation, Chinese hamster ovary cells in virro 18]
G G9H Gene mutation, Chinese hamster lung V79 cells, Aprr locus G
G GO Gene mutation, Chinese hamster lung V79 cells, ouabain resistance 5
G GML Gene mutation, mouse lymphoma cells exclusive of LS1TBY in vitro 5
G GST Gene mutation, mouse lymphoma LS178Y cells, TK locus 5
G G5l Ciene mutation, mouse lymphoma L31T8Y cells, all other loci 5
G GIA Gene mutation, other animal cells in virre M
| SIC Sister chromatid exchange, Chinese hamster cells im vitra T
s SIM Sister chromatid exchange, mouse cells in vitre C
3 SIR Sister chromatid exchange, rat cells in viiro i
S s18 Sister chromatid exchange, Syrian hamsier cells in vitro | o

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD
(016)1Y1 ()N

22-25 Marzo 04

Code

SIT
SIA
MIA
CIC
CIM
CIR
CIS
CIT
ClA
AlA
TEM
TCM
TCS
TFs
TPM
TCL
TRR
TR
175
TEY
TVI

Human cells in vitro

DIH

RIH

UHF
UHL
UHT
UIH
GIH
SHF
SHL
SHI
SIH
MIH
CHF
CHL
CHT
CIH

Monografias del IARC (International Agency for Research on Cancer)

Defimision

Sister chromatid exchange, transformed animal cells in vitro
Sister chromatid exchange, other animal cells in vitro
Micronucleus test, animal cells in vitro

Chromosomal aberrations, Chinese hamster cells in vitro
Chromosomal aberrations, mouse cells in vitro
Chromosomal aberrations, rat cells in vitro

Chromosomal aberrations, Syrian hamster cells in vitro
Chromosomal aberrations, transformed animal cells fm vitro
Chromosomal aberrations, other animal cells in vitro
Ancuploidy, animal cells in vitro

Cell transformation, BALB/ ¢ 3T3 mouse cells

Cell transformation, CIH 10T1/2 mouse cells

Cell transiormation, Syrian hamster embryo cells, clonal assay
Cell transiormation, Syrian hamsier embryo cells, focus assay
Cell transformation, mouse prostate cells

Cell rransformation, other established cell lines

Cell transformation, RLV | Fischer rat embryo cells

Cell transformation, SAT rat cells

Cell transformation, SAT/Syrian hamster embryo cells

Cell transformation, other viral enhancement systems

Cell transformation, treated in wvo, scored in vitro

DN A strand breaks, cross-links or related damage, human cells
in vitro

DMNA repair exclusive of unscheduled DNA synthesis, human cells
in vitro

Unscheduled DNA syothesis, human fibroblasts in vitro
Unscheduled DNA synthesis, human lymphocytes i vitro
Unscheduled DNA synthesis, transformed human cells in vitro
Unscheduled DNA synthesis, other human cells in vifro

Gene mutation, human cells in vitro

Sister chromatid exchange, human fibroblasts in virre

Sister chromatid exchange, human lymphocytes in vitro

Sister chromatid exchange, transformed human cells in vifro
Sister chromatid exchange, other human cclls in vitre
Micronucleus test, human cells in virro

Chromaosomal aberrations, human fibroblasts in virro
Chromosomal aberrations, human lymphocytes in virro
Chromasomal aberrations, transformed human cells in vitro
Chromosomal aberrations, oither human cells in viiro

(Waters et al. 1987)
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Fotografias cedidas por la Dra. M.J. Hazen
(Lab A-110) Dpto. de Biologia de la U.A.M.
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ENSAYOS (5/10) | - TEST DE A. cepa -

Longitud de Raices (cm) tras 72h

O=NWAROION0O

% Inhibicion del Crecimiento Radicular

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
[ SEGURIDAD 0,17cm2/I

(016)1Y1 ()N

0,5cm2/I 1cm2/l 110cm2/l 1100cm2/l 2200cm2/I
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12,00
10,00
8,00
6,00

indices Mitoticos

11,40

= indice Oh
= indice 48h

0,1cm2/

0,5cm2/I

% Inhibicion de indice Mitético

TOXICOLOGIA
AMBIENTAL:
SEGURIDAD 0,1cm2/I
(016)1Y1 ()N

0,5cm2/I
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- TEST DE A. cepa -

Fotografia cedida por la Dra. M.J. Hazen (Lab A-110) Dpto. de Biologia de la U.A.M.

%
Control
Células tras 24h.
de crecimiento
en agua filtrada
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ENSAYOS (8/10) | - TEST DE A. cepa -

Fotografias cedidas por la Dra. M.J. Hazen (Lab A-110) Dpto. de Biologia de la U.A.M.

Tincion con orceina - _ Tincion de Feulgen

C-Metatases
lﬁq’éﬁ‘éﬁiﬁff“ Indican riesgo de aneuploidia y pueden ser reversibles

SEGURIDAD
QUIMICA
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Fotografias cedidas por la Dra. M.J. Hazen (Lab A-110) Dpto. de Biologia de la U.A.M.

Rotura y Micronucleos
La rotura indica efecto clastogénico y
los micronucleos efecto clastogénico y/o aneuploidia
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Fotografia cedida por la Dra. M.J. Hazen (Lab A-110) Dpto. de Biologia de la U.A.M.

r‘u
--. - 4

Rotura y Puente con .
cromosomas rezagados a R
La rotura indica efecto e .
clastogénico y
los cromosomas rezagados
indican riesgo de aneuploidia

L
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