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Tipos de Estudios en
Ecotoxicologiay Toxicologia Ambiental

1 RETROSPECTIVOS Y DE MONITORIZACION:
- Concentracion, cinética y bioacumulacion
- Biomarcadores de exposicion y efecto.

2 PROSPECTIVOS:
- En una especie /Toxicidad aguday crénica
/Cinética
- Multiespecie: - microcosmos
-mesocosmos /Especies sensibles
- Métodos in vitro / Mecanismos
- Métodos in silico e in chemico

Sustancias, agua, sedimento,
suelo, residuos.

Guillermo Repetto

Universidad Pablo de Olavide

Principio de reemplazo, reduccion y refinamiento. Art. 4 RD
53/2013, de proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia (Directiva 2010/63/UE )

® Investigadores:

1.Utilizaran siempre que sea posible métodos o estrategias de
ensayo cientificamente satisfactorios que no conlleven la utilizacion
de animales vivos.

2.El nimero de animales utilizados se reducira ...

3. se refinaran para eliminar o reducir dolor, sufrimiento, angustia
o dafio duradero

4.En la eleccion de los métodos, el principio de reemplazo,

reduccion y refinamiento... =
*Administracion: -

5.Los 6rganos competentes se aseguraran de la aplicaciéon de los
apartados anteriores y contribuiran al desarrollo v validaciéon de
planteamientos alternativos...

6.La Administracion General del Estado y los oérganos
competentes fomentaran la investigacion_y promocionaran los
planteamientos alternativos y la difusién de informacién .

ES 3: Evaluacion de los peligros para el medio
ambiente (Reg CLP (1272/2008)

Clasifica a las sustancias:

1. Peligroso para el medio ambiente acuatico

Los elementos basicos de clasificacion de los peligros para el medio
ambiente acuético son:

» Toxicidad acuética aguda;

e Capacidad de bioacumulacién;

» Degradacion (biética o abiética) de productos quimicos organicos; y
» Toxicidad acuatica crénica.

Se desglosa en:

— Peligro agudo para el medio ambiente acuético: categorias en
funcién de la CL50

Peligro crénico (a largo plazo) para el medio ambiente acuatico: 4
categorias basadas en la toxicidad aguda, degradabilidad y
bioacumulacién. Calcula la Concentracién prevista sin efecto (PNEC)
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Directrices OCDE. 2. - Efectos en sistemas bi6ticos (>2010)

- 201: Inhibicién del crecimiento en algas de agua dulce y
cianobacterias (2011)
- 209 Lodos activados, test de inhibicion de la respiracion
(2010)

- 210 Toxicidad en etapas tempranas de la vida en pez (2013)
- 211 Ensayo de Reproduccién en Daphnia magna (2012)

- 220 Test de reproducccion en Enchytraedae (2016)

- 222 Test de reproduccién en lombriz de tierra (Eisenia
fetida/andrei) (2016)

- 223 Ensayo de toxicidad oral aguda en aves (2010)

- 226 Ensayo de reproduccion de &caros en suelo (2016)

- 228 Determinacion de la toxicidad para el desarrollo sobre
dipteros (2016)

- 229 Ensayo corto de reproduccion en pez (2012)

- 232 Ensayo de reproduccion de colembolos en tierra (2015)
- 233 Ensayo de ciclo de vida sedimentos-agua en
quironémidos (2010)

- 234: Ensayo de desarrollo Sexual en peces (2011)
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Directrices OCDE. 2. - Efectos en sistemas bioticos (>2010)
- 236: Ensayo de toxicidad aguda en embrién de pez (FET)
2013

- 237: Ensayo de toxicidad en larva de abeja (Apis Mellifera),
1 Expo 2013

- 238: Ensayo de toxicidad sin Sedimento en Myriophyllum
Spicatum 2014

- 239: Ensayo de toxicidad agua-sedimento en Myriophyllum
Spicatum 2014

- 240: Ensayo extendido de reproduccién en una generacion
de Medaka 2015

- 241: Ensayo de crecimiento y desarrollo de larva de
anfibios (LAGDA) 2015

- 242: Potamopyrgus antipodarum test de Reproduccion 2017
- 243: Lymnaea stagnalis Test de Reproduccion 2017

- 244: Ensayo de inhibicién de lodos activados en Protozoo
2017

- 245: Abeja (Apis Mellifera L.), Toxicidad crénica oral (10-
Dias alime) 2017

- 246: Abejorro, Test de Toxicidad aguda por contacto 2017
- 247: Abejorro, Test de Toxicidad aguda oral 2017
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Directrices OCDE. Seccion 3 - Destino y comportamiento
ambiental (cambio de denominacion en 2017)(>2010)

- 301 Biodegradabilidad inherente
- 305 Bioconcentracion en pez: aguay dieta (2012)

- 310 Biodegradabilidad facil - CO2 en fasco cerrado (espacio
en cabeza) (2014)

- 317 Bioacumulacion in Oligochaetes Terrestres 2010

- 318: Estabilidad de la dispersion de Nanomateriales en medio
ambiental simulado 2017

- 319A: Determinacion del aclaramiento intrinseco in vitro
utilizando hepatocitos de trucha arco iris crioconservados (RT-
HEP) 2018

- 319B: Determinacion del aclaramiento intrinseco in vitro
utilizando la fraccién subcelular S9 del higado de trucha arco
iris (RT-S9) 2018
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Publicaciones OECD ensayo y evaluacién: 179 docs >2010 Deteccién de biotoxinas marinas lipofilicas en moluscos

No. 296 Considerations for Assessing the Risks of Combined Exposure to Multiple Chemicals (Glossy - MONO) bivalvos vivos

No. 288 Guidance Document on Use and Development of Tier-2 Laboratory Based Tests used to Substantiate Claims for Efficacy of
Biocide Treated Articles

No. 268 Report of the Peer Review Panel for the IL-8 Luciferase (IL-8 Luc) Assay for in vitro skin sensitisation

No. 266 Effects of chemicals on waste water treatment: Final validation study of the protozoan activated sludge test to establish an
OECD Test Guideline

No. 264 Guidance Document on Aspecls of OECD TG 305 on Fish Bioaccumulation

No. 2t Concepts for Assessing the Chemical Ecological Risk and/or Environmental
Thvesno\d Va\ues ol Metals and \nmgamc Metal Compounds . .z . J

o254 Gase Sty an he Use of a Intgrated Aproach for Testing and Assessmen of the Bioaceumulaion Poteiialof ¢ Sustitucion a partir de 2015 del Ll
Degradation Products of 4,4-Bis (Chloromethyl)-1,1"-Biphenyl b | OGI"I SayO

No. 236 Lymnea validation report

No. 235 Potamopyrgus validation report \

No. 232 Guidance Document for Conducting Pesticide Terrestrial Field Dissipation Studies e

No. 2?8 Gg\d)ance Do:umenzl on Hl;lopathulogy Techniques and Evaluation for the Larval Amphibian Growth and Development Assay
Lagda) - Part 1, Part 2, Part 3, H '

No. 223 Guidance Document for Storage Stability Testing of Plant Protection and Biocidal Products. ° Por un si Ster:n a'an al itico I

No. 212 Guidance on Selecting a Strategy for Assessing the Ecological isk of Organometallic and Organic Metal Salt Substances cromatografia liquida con |
based on their Environmental Fate

No 207 New Scoping Document on in vitro and ex vivo Assays for the Identification of Modulators of Thyroid Hormone Signalling deteccién de masas (LC MS/MS) |

No 206 Myriophyllum Toxicity Test: Results of Ring Test Using M. Aquaticum and M. Spicatum in a Sediment-Water System - Ring Test

Reglamento (UE) N° 15/2011 de la Comision que

No. 201 New Guidance Document on Copepod Di and Test with
modifica el Reglamento (CE) n o 2074/2005 en lo
No. 191 Validation Report of a Ring Test for the OECD 305 Dietary Exposure Bioaccumulation Fish Test, Additional Report Including
Results Using a Lower Feeding Rate relativo a los métodos de anélisis reconocidos parala
No. 187 Guidance Document on Quantitative Methods for Evaluating the Activity of Microbicides Used on Hard Non-Porous Surfaces deteccion de biotoxinas marinas en moluscos

No. 186 Guidance Document on the Testing of Efficacy of Baits, for Indoor Use, against Garden Ants bivalvos vivos

No. 185 Guidance Document for Exj e Assessment Based on Environmental Monitoring Data
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Uso del Umbral de preocupacion toxicologica (eco-TTC)
en la evaluacion de la toxicidad acuética

l]il.l_ll re

« Se hapropuesto para la evaluacion del riesgo ambiental
como una extensién del concepto de TTC de seguridad

Software beats animal tests at predicting humana (Belanger et al., 2015).

toxicity of chemicals

« EITTC en humanos es un limite por debajo del cual no se
espera riesgo significativo del compuesto. Puede aplicarse si
la exposicion es menor de 0.15 microg/diay nunca para

o1s, 1582 carcin6genos potentes con estructura de alerta genotdxica,

« Se han desarrollado y abierto en 2018 (HESI):

« EnviroTox (https://envirotoxdatabase.org/): base de datos de
>91,000 registros ecotoxicolégicos, 4,000 productos quimicos y
1,500 especies de tres niveles tréficos (peces, invertebrados, algas/

Machine Learning of Toxicological Big Data Enables plantas ).

Read-Across Structure Activity Relationships (RASAR) « Unaherramienta analitica para calcular en linea los valores

Outperforming Animal Test Reproducibility umbral basados en distribuciones estadisticas de dos tipos, la

SOT ki JasSel

>
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distribucion de concentracion prevista sin efecto (PNEC) o la
h,! Craig Rowlands,* and Thon artung"5! distribucién de datos ecotoxicol6gicos, de acuerdo con criterios
. . particulares.

Thomas Luechtefel
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o} Recomendacion EURL-ECVAM 2013

=

Uso del Ensayo de citotoxicidad de la Captacion de Rojo Neutro en 3T3

(3T3 NRU) para la identificacion de sustancias que no requieren
clasificacion para la Toxicidad Aguda por Via Oral (LD50 > 2000 mg/kg)

de acuerdo con el CLP.

Se puede utilizar como parte de una evaluacion del peso de la evidencia

para evitar el requisito de un estudio de toxicidad oral aguda

Assessment of the pradictive tuly of the IT3 Neutral Red
Uptake tost

MATURE PROTOCOLS | VOL3 NO.7 | 2008

Neutral red uptake assay for the estima
ﬁability{cytomxicity

:I kg): results of an
ECVAM validation stuey.

a

Table 2: Correlation coefficients between EC50 values for various chemicals obtained with
established fish cell lines and LC50 data obtained with in vive tests

s
cell ine  Endpoint Fish species n w2 Chemicsl class ence

FHM NRU Gelden orfe 49 089 079  Heterogeneous 81
GFS NRU Carp 18 069 048  Organophosphate pesticides 83
GFS NRU Carp 34 085 072  Pesticides 83
GFS NRU Fathead mimnow 31 055 082  Narcotics, anilines, phenols 226
GFS NRU Guppy 29 055 082  Aldehydes and pesticides 226
GFS MTT Goldfish 7 096 085  Chlorophenols 227
GFS MTT Medaka 15 052 08f  Chlorophenoks 227

MTT Guppy 095 092  Chlorophenols 227
RTG-2  ATP content Rainbow trout 26 097 091  Heterogeneous 80
RTG-2  NRU Rainbow trout 26 098 096  Heterogeneous 80
EIG2  Cell detachment Rainbow trout 26 098 095  Heterogeneous 80
BGF Rainbow trout 4 088 096  Orgamomercurial compounds 18
RTG-2 c.eu attachment Rainbow trout S 082 085  Phenols, benzenes, anilines 91
RTG-2 Zebra fish 5 035 090 Heterogeneous 225
Fro:  rmo Zebra fish 4 059 085  Heterogeneous 225
PLHG1 MTT Medaka 5 080 064  Organotin compounds 229
PLHC1 NRU Medaka 8 088 074  Organo tin compounds 229
BGF NRU Platessa 4 089 098  Organoclead compounds 250
FHM Total protein content Golden orfe 95 080 081  Heterogeneous 8

ATia 31, 317351, 2003

The Use of Fish Cells in Ecotoxicology

The Report and Recommendations of ECVAM Workshop 471-2

Argelia Castafo ? Niels Bols.£ Thomas Braunbeck.® Paul Dierickec.© Marlies Halder.? Boris
Isomaa,® Kazumi Kawahara,® Lucy E. 5ill.11 Peter Part.’2 Guillermo
Remarts, 15 Jaam Rrase Siviea A Bans Rutin = Rl St Chris Wama1® Smd Dt
Segner!?
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Base de datos de biotransformacion EURL ECVAM (2018)

* Contiene datos de biotransformacion in vivo e in vitro
de varias especies (raton, rata, pez)

» Valiosa para desarrolladores de modelos (Ej. modelos
de extrapolacion in vitro a in vivo, modelos cinéticos,
modelos para predecir la exposicién y la concentracion
interna en un organismo) asi como para evaluadores
quimicos. (Halder et al., 2018).

e Http://data.jrc.ec.europa.eu/dataset/jrc-eurl-ecvam-fish-
in-vitro-intr-clear
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Nuevas Directrices de ensayo 319ayb y guia 280 de la
OCDE para la determinacion in vitro del aclaramiento
hepatico intrinseco en peces (2018)

« Dos métodos in vitro que utilizan trucha arco iris (Nichols et al.,
2018):
« Fraccion subcelular S9 (Johanning et al., 2012) o
* Hepatocitos crioconservados (Fay et al., 2015)

« + Documento de orientacién de la OCDE 280 (OCDE, 2018):
« Facilita su aplicacion.
« Describe la extrapolacién del aclaramiento intrinseco in vitro al
metabolismo de todo el cuerpo, lo que mejora la prediccion de los
sistemas in silico.

* Incluye la cuantificacion de la biotransformacion, lo que aumenta la
fiabilidad de los modelos, ya que los QSAR basados en log Kow
convencionales u otros modelos a menudo descuidan la
contribucion de la biotransformacion y la posible reduccién de la
bioacumulacién (Laue et al., 2014; Nichols et al., 2013).

* Aunque los FBC predichos in vitro no sustituyan a los ensayos de
bioacumulacién en peces, son una alternativa si éstos no son
factibles técnicamente, o si el marco regulatorio correspondiente
no permite los ensayos en vertebrados.

Guillermo Repetto Universidad Pablo de Olavide



Documento de orientacion 286 de la OCDE sobre buenas practicas in vitro
para el desarrollo e implementacién de métodos in vitro para el uso
reglamentario en la evaluacion de la seguridad humana (GIVIMP). 2018

Facilitara la aceptacion reguladoray la S Ry g s
adopcién internacional de métodos y Guidance Document on Good
enfoques alternativos / In Vitro Method Practices

GIVIM

1. Actualiza con detalle las buenas précticas ' il

paralos métodos in vitro (caracterizacion
modelos).

2. Garantiza que los PNT (SOP) estén bien
disefiados, sean soélidos, estén bien
definidos y descritos y sean aplicables en
un entorno de BPL.

3. Describe los aspectos clave que pueden 4
afectar la fiabilidad y relevancia de los f
datos. ﬁﬂ

4. Establece los criterios de presentacion de
resultados, la aplicacién de un buen | l
disefio experimental y los criterios de

aceptacion y estandares de rendimiento
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Guia 23 revisada de la OCDE sobre ensayos de toxicidad
acudtica en fase acuosa de productos quimicos dificiles
(2018, 2000)

* Mejoralavalidez de los estudios de toxicidad acuéatica
de productos quimicos dificiles de ensayar, a la vez que
minimiza el nimero de animales y la necesidad de
repetir estudios.

e Particularmente se amplié:

— Mejora los procedimientos para sustancias de composicién
variable o desconocida, productos complejos de reaccién y
materiales biolégicos

— Laaplicacion sin disolvente de compuestos poco hidrosolubles
elimina la necesidad de usar un control de disolvente, y por lo
tanto, reduce el niumero de animales utilizados

« Ahora se pretende determinar si es posible usar solo el
control de disolvente en pruebas de toxicidad acuatica
en peces. Se utilizara una revisién retrospectiva.

Guillermo Repetto Universidad Pablo de Olavide

Revision de la Guia OCDE 203 de Evaluacion de la
toxicidad aguda en peces (1992)

Determina CL50 (es una de las pocas guias que ain
utilizan la muerte como criterio de valoracion).

El proyecto (dirigido por Suizay el Reino Unido) tiene
como objetivo incluir el uso de puntos finales no letales
para reducir el sufrimiento.

Borrador en consulta de WNT en 2018

Guillermo Repetto
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Toxicidad aguda en embrién de pez (TG236, 2013)

Huevos fertilizados de
pez cebra expuestos 96
h:

» Coagulacién del
embrion

e Formacion del somita
» Caidadelacola

e Latido cardiaco

Guillermo Repetto Universidad Pablo de Olavide




Aproximacién del umbral en la
toxicidad aguda en pez (TG203, 2010)

Ry

Ry

Menosw tox
Ry, TR

clasif
R Ry

® Estrategia secuencial. Supone una reduccion del 65.0
al 72.8% del nimero de peces [ESAC 2006]

® Se pretende incluir en la estrategia al ensayo en
embrién de pez

Estrategias para evaluar actividad endocrina
“ efsam

[P —-

Guia parala
identificacion de los
disruptores endocrinos
en el contexto de los
reglamentos de la UE
sobre biocidas y
productos
fitosanitarios ((EU) No
528/2012 y (EC) No
1107/2009). 2018

Revisada la Guia 150 de
la OCDE sobre
Directrices
Estandarizadas para la
Evaluacién de
Productos Quimicos
parala Disrupcion
Endocrina. 2018
(previa 2012)

+++Directrices

GUIDANCE

DO e o Tt s —
Fevised Guidance N
Document 150 on Standardised

Test Guidelines for Evaluating

Chemicals locring

Disruption
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Test Batteries in Ecotoxicology. Encyclopedia of Aquatic
Ecotoxicology Repetto G 2013

(a) Chlorella vulgaris bioassay, (b) Allium cepa test, (c) D. magna bioassay,
(d) RTG-2 rainbow trout gonad cell line assay, (e) Vero monkey kidney cell
line assay, and (f) Aliivibrio fischeri bioluminescence test

ad Pablo de Olavide
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Conclusiones

« Se haproducido un ingente trabajo de revisién y aprobacién
de nuevas directrices de ensayo ambientales de la OCDE

* Una parte importante de las nuevas directrices emplean
métodos alternativos y refinan los estudios in vivo

« Se han generado 179 documentos de apoyo a las directrices
de la OCDE

« Hahabido muchos proyectos internacionales de
cooperacion

« Se han creado herramientas de apoyo que rentabilizan
estudios previos y facilitaran nuevas alternativas

¢ La CE ha aprobado un método no experimental que sustituye
al bioensayo de toxinas en bivalvos

« Laintegracion de ensayos in vitro en estrategias de ensayo
puede reducir enormemente el nimero de animales
empleados

Guillermo Repetto Universidad Pablo de Olavide
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