AL
G Algp
w N
& &
n =)

}/NlVE RSITAT VNIVERSITAT () o
O D VALENCIA

Guillermina Font (guillermina.font@uv.es)
Catedratica de Toxicologia

Presidenta de la Asociacion Espafnola de Toxicologia

Departamento de Medicina Preventiva y
Salud Publica, Ciencias de la Alimentacion,
Toxicologia y Medicina Legal



REGISTRO: EVALUACION, AUTORIZACION Y RESTRICCION DE
LAS SUSTANCIAS Y DE LOS PREPARADOS QUIMICOS. REACH

Introduccion a la Toxicologia de los Productos Quimicos

Curso de verano de la
UNIVERSIDAD DE ALCALA




- Conceptos Toxicologicos

- Algunos aspectos Dbasicos de
Toxicocinética en Ecotoxicologia y
Toxicologia Laboral

- Generalidades de la evaluacion de la
toxicidad aguda
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La Toxicologia es la ciencia que estudia los
riesgos toxicos con objeto de prevenirlos
mediante la utilizacion de metodologias que
permitan poner de manifiesto los efectos.




CONCEPTOS TOXICOLOGICOS

TOXICO

“Cualquier agente capaz de producir un efecto adverso
para la salud”.

XENOBIOTICO

“Cualquier sustancia que interactla con un organismo
Yy que no es uno de sus componentes naturales”.

TOXINA

“Sustancias toxicas producidas por un organismo vivo,
ya sea animal, vegetal o microorganismo”.

CONTAMINANTE
“Cualquier forma de materia o energia”



CONCEPTOS TOXICOLOGICOS

EXPOSICION

Situacion en la que una sustancia puede incidir, por
cualquier via, sobre una poblacidon, organismo,
organo, tejido o célula diana.

Se expresa en terminos cuantitativos de
concentracion, duracidon y frecuencia
(agentes quimicos) o
de intensidad (agentes fisicos).



CONCEPTOS TOXICOLOGICOS

PELIGRO
“Posibilidad de que un agente produzca efectos adversos”.

RIESGO
“Probabilidad de que se produzcan efectos adversos o
danos, por exposicion a un agente toxico”



CONCEPTOS TOXICOLOGICOS
SEGURIDAD

“Elevada probabilidad de que |la exposicion a una sustancia
en condiciones definidas no producira dano”.

La probabilidad de absorcidon o contacto de una toxico
y la frecuencia determinan la TOXICIDAD

Seguridad, peligro, riesgo y toxicidad son
propiedades relativas que dependen de diversos
factores y por tanto presentan variabilidad
Interindividual e intraindividual.



La Toxicidad como capacidad de producir un efecto toxico, riesgo
para humanos y/o animales y seguridad bajo las con

dici e uUso
de las sustancias dependen de factores- :

 Naturaleza de las sustancias

* Dosis
- Frecuencia de exposicion * Variabilidad entre individuos
» Fuentes de exposicion * Interacciones

« Otros compuestos y factores
ambientales.



INTOXICACION

Proceso patologico, con signos y sintomas clinicos,
causados por una sustancia de origen exdgeno o enddgeno

Chernobyl global radiation patterns

Es consecuencia de la exposicion al agente toxico, y la
posible absorcion, distribucion, biotransformacion y
excrecion o retencion.



INTOXICACIONES

B Segun grado de afectacion

Q Segun la evolucion y en funcion del tiempo

Segun el lugar de accion y la via

Segun la duracion y el desarrollo de los efectos




Los datos sanitarios relacionados con las sustancias quimicas
que ha facilitado la Comision Europea son preocupantes:

- En los ultimos 15-20 anos, se esta produciendo en la UE un
aumento del asma y las alergias. Uno de cada siete ninos tiene
asma.

- La leucemia se ha multiplicado por dos en los ultimos 20 anos.
- El cancer es la primera causa de mortalidad prematura en la UE
en personas menores de 65 anos. El 25% de los canceres se
deben al tabaco y el otro 75% a mutaciones inducidas por
factores medioambientales, fundamentalmente  productos
quimicos.

- También se esta produciendo un drastico incremento de la
esterilidad masculina a partir de los 50 afos y hay un 15% de
parejas no fértiles en Europa, lo que va a suponer un descenso
del 1% de la poblacion al ano.



Toxicologia Basica
Toxicologia laboral
Toxicologia Reguladora
Toxicologia Experimental
Toxicologia clinica
Toxicologia Alimentaria
Ecotoxicologia

Toxicologia Ambiental
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Arnolenialas




\decontaminantesieniel ecoesistenme

Contaminante

Aire: gases ifusic
e c?res : Suelo: difusion
p : O retencion
particulas, entre sus
aerosoles Agua: arrastre o constituyentes.

disolucion de agua
de lluvia, riego,
aguas residuales.

Atmosfera
Compuesto quimico/— Hidrosfera Litosfera
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Toxico — Organismo/Ecosistema — Efecto toxico

FASES DE ACCION TOXICA

*FASE DE EXPOSICION: La sustancia incide sobre
un organismo vivo, organo, céelula, etc.

« FASE TOXICOCINETICA: absorcion, distribucion,
fijacion, biotransformacion y excrecion.

*FASE TOXICODINAMICA: accion toxica de la
sustancia



El sistema suelo-planta y los sistemas acuaticos
son los que mas activamente intervienen en la
transformacion y degradacion de los
contaminantes ambientales, ademas de los

agentes fisicos naturales

TRANSFORMACIONES ABIOTICAS DE LOS
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TOXICOS

TIPOS:

Procesos fotoquimicos
Oxidacion

Reduccion

Hidrolisis

Otros



TRANSFORMACIONES BIOTICAS O
BIOTRANSFORMACIONES DE LOS TOXICOS

Los seres vivos estan expuestos a gran variedad de sustancias.
El metabolismo puede modificar de forma importante los efectos toxicos.

Transformacion bidticas= biodegradacion, metabolismo de xenobiodticos o
biotransformacion.

Los metabolitos pueden ser o no persistentes.

TIPOS:

FASE 1: Aumenta la solubilidad del compuesto por adicion de grupos
funcionales polares: -OH, -NH,, -CHO, -COOH, -SH

FASE 2: Conjugacion donde generalmente aumenta la solubilidad y
excrecion de los compuestos, y disminuye la toxicidad de los
metabolitos mas toxicos




TRANSITO DE UN XENOBIOTICO POR EL ORGANISMO

AIRE INHALACION ORINA

AGUA INGESTION HECES

ORGANO

PLASMA BLANCO

COMIDA ABSORCION AIRE
CUTANEA ESPIRADO

OTROS OTROS OTROS




MECANISMOS DE ABSORCION

GRADIENTE DE

PROCESO | MECANISMO [ PRESION [ CONCENTRAC. | CONDICIONES
DEPENDIENTE
Difusion Dilucion No Si Liposolubilidad,
pasiva Tamafo,
Coeficiente
reparto
lipido/agua,
Temperatura
Filtracion | Paso por poros Si Si Sustancia< poro
Transporte | Transportador No Si No requiere
facilitado energia
Transporte Portador + No No Analogia
activo ATP estructural

Energia




TRANSPORTE PASIVO

Cadena d:/écidos grasos hidrofébica CARACTER I STICAS

Lipidos 1. A FAVOR DE UN GRADIENTE
DE CONCENTRACION.
el ¢ T , 2. SUSTANCIAS CON ELEVADA
Poro acuoso | oleinas SOLUBILIDAD EN LiPIDOS.
Lipidos 3. SUSTANCIAS CON POCO
GRADO DE IONIZACION.

. - 4. SUSTANCIAS DE PEQUENO
Bicapa lipidica ~
TAMANO Y PM 100 - 200.(4
AMSTRONG).

R SO ux 1\\\
AN AT aatye—
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AR S ey Lipido

T Paro acuoso



Muy liposolubles Liposolubles Polares Hidrosolubles
estables metabolicamente

Acumulacion en grasas

Fase 1:
bioactivacion o inactivacion

oxidacion, reduccion, hidrolisis, hidratacion

v v

Fase 2: ) -
(bioinactivacion) conjugacion

v v v

Movilizacion extracelular |

cir'culaciér|1 plasmdtica

excrecion biliar excrecion renal




BIOTRANSORMACIONES
DE FASE I

e Oxidacion,
e Reduccion,
e Hidrolisis

e Hidratacion



Formacion de intermediarios reactivos mediante la oxidasas de funcion mixta

Bromobenceno

Cloruro de vinilo

Anilina

Dimetilnitrosamina

Tetracloruro de carbono
Cloroformo

Formula ! RI propuestd

e ——————— [ S 1

)

H H H O H
/ NN/
c=C c'—cC
/ AN / AN
H cl H cl
H2N~%<:j> HO——NH—%@Z}>
HoC H,C'
N-N=0
HaC
col,
*CCls

Necrosis pulmonar

Cancer de pulmon

Metahemoglobineamia

Carcinogénesis

Necrosis pulmonar
Necrosis renal




ACt i VaC i é n Hdroxvlase

Benzo{a)pvrens
Epoxide
Hz0

cit P450:
grupos epoxi

adducts




REACCIONES DE FASE II
e GLUCURONACION
e SULFATACION
e CONJUGACION CON GLUTATION
e ACETILACION
e METILACION

e CONJUGACION CON AMINOACIDOS



—OH

Pirocatecaol
Hidroquinol
Epoxihidrasa
Epoxibenceno
| Unién
covalente Pirogalal
3 ; CH
s et
Macromoléculas 5o

OH

Sk,—wCHQ—Cl‘H—-COOH

Q ‘ NH

|
® () boon
Fenilglucuronico Fenilsulfdrico Fenilmercapturico |
Un xznobiotico puzden szguir rutas mezrabolicas difzrznizs, por
Tanto, ouzde szr mezravolizado vor difzrznres Znzimas 2n un
mismo individuo, originando meztanolitos difzrentes.



Br
/ Bromobengene
0 |
l Cyilochrome F.450)

Hromohenzene 2, 3-oxide

Br
Hr
' Bromabenzene
o OH 3, d-oxide
- j Glutath e
2-Bromaophenol Necrosis
Br Lpoxide
hydeolase
Br : Br

SR ENe
Y 7Y

Br OH
4-Bromophenol Beomobenzene
4

JA4-dihvdradial

SR

Mercapturic acid



Todos los seres vivos sufren reacciones con
diferencias de tipo cuantitativo en la Fase 1
y de tipo cualitativo en la Fase 2,

debido a los azucares y aminodcidos que emplea.

El BALANCE ENTRE ESTAS RUTAS
DETERMINA LA TOXLCTDAD DEL
COMPUESTO



CONTAMINANTES

DESTINO Y ACUMULACION EN EL MEDIO AMBIENTE

Incorporacion de los contaminantes a la cadenas tréficas:

+Bloconcentracion: Aumento de
una sustancia en un tejido de un
organismo a partir del ambiente y en
relacion con sus concentraciones en
él (pez mas concentracion en su
tejido que en el agua)




CONTAMINANTE

DESTINO Y ACUMULACION EN EL MEDIO AMBIENTE

11400 -17300

Incorporacion a la cadenas tréficas

3206 - 3560

«Bioacumulacidn: aumento progresivo
(funcion del tiempo) de la concentracion en

un organismo de una sustancia que

procede de su medio ambiente (mayor

concentracion en adulto que en ninos)

1.56

+Biomagnificacién: secuencia de

2.85

PCE concentralion

{ppd.)

procesos en un ecosistema por medio de la=»
cual la concentracidn de una sustancia
aumenta progresivamente en los sy it -

. . L, , in the marne food chain, a phenomenon fermed 'bomagnific ation’.
organismos de nivel tréfico mas elevada.

[From: Percy, Wdls and Evans M5, 1996 see Further Reading]
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Toxicologia Laboral

Vias de entrada en las
intoxicaciones profesionales:
sistema respiratorio y la piel.

Ry B
() e
\‘ R

« |Intoxicaciones profesionales normalmente son cronicas.

« Enla Toxicologia Laboral es muy frecuente la mezclas de

toxicos.
El CCl, y el DDT ejercen
: una accion antagonista
. : In’te.racmones sobre el SNC, ya que el
.Fenomfa’nos de bioldgicas pggden orimero es un depresor y
mterag:c,on entre ser ppr ex’posmlones el segund_pio un
toxicos simultaneas o

estimulante. Sus
acciones toxicas sobre
el higado son aditivas o
sinérgicas.

sucesivas.




VIGILANCIA DEL
AMBIENTE

VIGILANCIA
BIOLOGICA
(dosis interna)

DETECCION
DE EFECTOS
TOXICOS

Sustancias en el

ambiente
T
SANGRE
\/ : UNIDO
Sustancias en &l ToXi
organismo™=—— OXICO \
LIBRE
DISTRIBUCION /\ -
oM
: REGI
EFECTOS TOXICOS ﬁ@ EXC
Lesiones : |
preclinicas  «(===m ‘EJ'DO@ _v
, ﬂ BIOTRANSFORMACIO
SIEOMAS e (ENZIMAS)
clinicos



Vigilancia del ambiente

Se compara los valores de exposicion con las concentraciones
atmosféricas admisibles.

Evaluacion a un grupo de trabajadores o individual.

Vigilancia bioldgica de la exposicion
Se compara con una concentracion bioldgica permisible.
Se mide la sustancia o sus metabolitos.
Evaluacion individual.
Descubrir las situaciones de exposicion.

Deteccién de efectos toxicos

Evaluar el estado de salud de los individuos con el fin de
identificar a quienes ya presentan manifestaciones de intoxicacion.
Programa de diagnostico precoz de alteraciones de estado de salud.



Evaluacion de la exposicion

Para las sustancias que ingresan en el organismo por [%a
inhalacion: CONCENTRACION ADMISIBLE EN EL :
AIRE (concentracion que no constituya un riesgo
inaceptable para los trabajadores expuestos)

ANALISIS EN EL MEDIO BIOLOGICO de los sujetos
expuestos (sangre, orina, aire expirado, etc.). Cantidad de
sustancia toxica absorbida o descubrir efectos relacionados
con la dosis interna de téxico.




Valores limite

b LN (e
P S " ESPAMNA
La Ley 31/1995 de Prevencion de Riesgos Laborales y el RD 39/1997 por el que
se aprueba el Reglamento de los Servicios de Prevencion, senala la necesidad
de disponer valores limite de para poder realizar la valoracion de riesgos frente a
los agentes quimicos.

Limites de Exposicion Profesional:
VALORES LEMITE AMBIENTAL (VLA)
VALORES LIMITE BIOLOGICOS (VLB)



Evaluacion toxicologica

Evaluacion toxicologica:
Estudios de relacion estructura-actividad previos

PM, estructura, solubilidad, estabilidad, pH, sensibilidad,
electrofilia, volatilidad y reactividad quimica, etc.

Los metodos mas efectivos son modelos moleculares tridimensionales
(3D) y el establecimiento de las relaciones cuantitativas y
tridimensionales entre estructura y actividad (3D-QSAR).

Meétodos in vitro

Estudios epidemiologicos
Estudios clinicos controlados

Estudios experimentales con animales
Estudios ecotoxicologicos




ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

VENTAJAS
Exposicion real
Interaccion entre diversos agentes
Efectos en humanos

Diversos grupos de poblacion

DESVENTAJAS
Coste y tiempo consumido
Conocimiento a posteriori
Dificultad para valorar
incremento del riesgo
Efectos medidos ordinarios

ESTUDIOS CLINICOS CONTROLADOS

VENTAJAS
Condiciones controladas de exposicion
Respuesta en humanos
Estudio de grupos especiales

Apreciar efectos subletales

DESVENTAJAS

Coste

Estudios a bajas concentraciones
Grupos pequefnos

Estudios a corto plazo de efectos
menores Yy reversibles

Usualmente no se estudian los grupos mas
susceptibles

ESTUDIOS CON ANIMALES

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Condiciones de exposicidon manipuladas Incertidumbre en la extrapolacion

Se estudian muchos tipos de efectos
Posibilidad de evaluar factores diversos

Posibilidad de evaluar mecanismos

Control de parametros excesivo
Concentraciones de exposicion y tiempos

especiales



Los ensayos de toxicidad en animales se apoyan en
dos principios fundamentales:

1°) Los efectos que el toxico produce en animales de
experimentacion son extrapolables a humanos.

2°) La exposicion de animales de experimentacion a dosis altas de
agentes toxicos es un metodo valido para descubrir posibles riesgos

en humanos.



Ensayos toxicoldgicos. Diseno

CONSIDERACIONES EN EL DISENO DE
UN ENSAYO TOXICOLOGICO

Recogida de informacion

Propiedades fisico-quimicas de la sustancia a estudiar
Especie animal de experimentacion

Numero total de animales de experimentacion
Seleccion de la via de administracion del agente toxico
Duracion del estudio toxicolégico

Ensayo estadistico de los datos



Animales de experimentacion

En 1927, el bidlogo britanico Trevan, estandarizo y sistematizo los
ensayos con animales para obtencion de toxicidad aguda.




Ensayos toxicoldgicos. Diseno

Tiempo de duracion del estudio toxicologico

» Toxicidad aguda
» Toxicidad de dosis repetidas

> Toxicidad aguda: 1 Unica dosis
» Toxicidad a medio plazo: dosis durante 90 dias
» Toxicidad a largo plazo: dosis durante 2-5 anos

Estudio estadistico

» Determinar si la distribucion de la respuesta de los grupos
tratados difiere de los obtenidos en el grupo control.



Ensayos toxicoldgicos

Ensayo de toxicidad aguda

Debe:
*Realizarse una observacion previa de los animales y una

seleccion por pesos.
eMantener a todos los animales en ambiente identico (5 dias

antes del ensayo)
eAdministrar el toxico a la misma hora, para evitar influencias

ambientales y los ritmos circadianos.



Ensayos toxicoldgicos

Ensayo de toxicidad aguda

ToxIicidad aguda es la capacidad de una sustancia para producir
un efecto adverso con una unica dosis. DL, o CL,

DLy, <25mg/lkg  Smmm) Sustancia muy téxica

DL, > 5000 mg/kg ::> Sustancia con muy baja toxicidad

DLsyoral DLs, cutanea rata ClLgg inhalatoria en

A=t rata mg/Kg o0 conejo mg/Kg rata mg/L, 4 hr
Muy toxicas <25 <50 <0.50
Toxicas 25-200 50-400 0.50-2

Nocivas 200-2000 400-2000 2-20




Ensayos toxicoldgicos
Ensayo de toxicidad aguda

La OCDE realiza revisiones periddicas actualizando las lineas
directrices a los progresos cientificos.
En 1984, la sociedad britanica de toxicologia redacta la linea
directriz 420 validada en 1992.

Orden PRE 1244/2006

@Ll’nea directriz 420 y 423 (2001).
Meétodo de dosis fijas y de las clases de
toxicidad aguda por via oral

Administracion por sonda intragastrica
en una sola toma.
El animal estara en ayunas de 12 horas.




Ensayo de toxicidad aguda

Animal 1 A: muerte (clase 1)
Dosis: 300 mg/kg B- toxicidad evidente (Estudio principal)
' C: sin evidencia de toxicidad, (se pasa a la siguiente escala)

Dovin inkial. 309 Py
| |

= | = | ::ﬁ
Lisddidedndhoed

I—mmwrl

I

1 animal 1 animal

S0 mgkn mﬁqphﬂ 2,000 mokg
TT =71

2o

‘Para ol resultado (CA D8 5 mgkg hay un procedimiento
e o opcicaal destindo o oonfmarn
claslcacion del SAM. Vedas 1.52.




Ensayo de toxicidad aguda

Método de dosis fijas: estudio principal

A: muerte = 2 (clase 1)
B: = 1 toxicidad evidente y/o 1 muerte (clase 2)
C: sin evidencia de toxicidad, (se pasa a la siguiente escala)

Animales 5 [~ Do o Trame |

Dosis: 5 mg/kg S — ' -
smn H’m wm ;;m ]
TIE T el ree
e B : e AN .
[ e |

el

| oot comegonn s | 4 3 b s |
Bazaftads
Lrfw ki 5 ineedken e Sl grups S0 s lelo priredipal a8 inciuicdl Suakps s e mal
&2 meane Vi o il foen ik o ol el (el s

= ! con i sividied s wo 1 maerde

Phie Ny DOk nioluirila o et S gbes ribvil 3y BRI, AT L s kst ol nw, e s balankn Tem
T En s pad AredsTecis sl eaufless m




Ensayos toxicologicos. Tipos

Ensayo de toxicidad aguda

Método de las clases de toxicidad aguda por via oral

5, 50, 300 y 2000 mg/kg.



Método de las clases de toxicidad aguda

5 mgkg i HHHF mg kg
5 bes
Bili P — "-|.um|ru(l-%)
_ J'I}I]'I}.rr;t;
3 animales 3 animales ¥ animales 1 animales
Categoria 1 Categoria 3 Categoria 4
M >8-5 > 8. &) : > &) - 109 > 3} - 111 = Dl - ﬁ'l.
|
| | |
1 {a 509 o 3 (s 300) en) [ olros |
1 i 4 I
+ ‘L L 4 Y Y
_;'Ht""‘ 5 15 B 50 STHE L oy L[] el 1] 2 STH} S0y =
sl

Sewihzan ¥ amimales de o s sews | iomsalimcnie hembras) por
Fase = =) man chiBociin

ik, 1, 1, 3: Mumero de snimales moribundos o muerios on cadas fre - Ensayo s $ 000 mg'kg pc.: véase anexo 2
SAM: Soaema Armonieado Mundial (mg'kg poe.)




ENSAYOS ESPECIALES EN PIEL Y OJOS

Ensayos en piel
Ensayos en ojos

—— Productos irritantes- corrosivos

Irritante dérmico: provoca lesiones reversibles de la piel
aplicada durante 4 horas.

Corrosivo dérmico: provoca una destruccion de la piel con
necrosis desde la epidermis hasta la dermis.

Sweat pores

Stratum
Epidermis /corneum
Merocrine sweat
gland
Dermis

Arrector pili
muscle

Hair bulb

Subcutaneous
Apocrine sweat

\gland
. a/ Adipose tissue

-4 \Arterlole
: Venule

Sensory nerves

Motor nerve




ENSAYOS ESPECIALES EN PIEL Y OJOS

Ensayos en piel

e . — Productos irritantes- corrosivos
nsayos en 0jos

Irritante ocular: provoca cambios reversibles de la cérnea, iris o
conjuntiva después de la aplicacion de una sustancia en la

superficie anterior del ojo. Craneo
. ., Parpado
Corrosivo ocular: provoca lesion superior
irreversible del ojo o pérdida de la Cornea

vision después de la aplicacion de ey \ 4
una sustancia en la superficie anterior del ™™ v
Oj 0. Conjuntiva



Hinchazdn,
inflamacioén del iris,
ulceracion, sangrado,
deterioro masivo y

ceguera

Test de Draize

v'Agresividad método

v'Sociedades protectoras de animales y consumidores
v'Dificultad en reproducibilidad de estudios con animales
v'Dificultad de demostrar efectos nocivos leves

Desarrollo de métodos alternativos a la experimentacion animal
(cultivos celulares, organos aislados, proteinas)



ENSAYOS SOBRE PIEL Y OJOS

UEy OCDE
Protocolo jerarquizado

1. Propiedades fisico-quimicas y pH:
acidos y bases fuertes

2. Ensayos in vitro validados

3. Ensayos in vivo

Si el toxico es considerado irritante
SeVero por sus caracteristicas fisico

quimicas o mediante ensayos in
Vitro no se ensaya con animales.




ENSAYOS SOBRE PIEL Y OJOS

Orden Ministerial 1244/2006

No pruebas in vivo hasta que se hayan evaluado todos los datos
relevantes sobre el potencial de corrosion/irritacion.

@ Estudios existentes realizados con seres humanos o con
animales de laboratorio,

@ Corrosion/irritacion por parte de una o mas sustancias
relacionadas estructuralmente o por una mezcla de las
mismas,

@ Elevada acidez o alcalinidad de la sustancia

@ Pruebas in vitro validadas y aceptadas.



ENSAYOS SOBRE LA PIEL

a) lIrritacion

1S b) Corrosion
' c) Fototosensibilidad:
c.l) Fototoxicidad

c.2) Fotoalergia

Concentracion agente toxico

. - - |[ritante y/o corrosivo
Frecuencia agresion

Determinacion efectos topicos y sistémicos



ENSAYOS SOBRE LA PIEL

I Tipos de ensayos sobre la piel

In VItro:
- imitar funcién barrera estrato cérneo
- imitar caracteristicas morfologicas,
bioguimicas y funcionales de la piel.

Los queratinocitos humanos se cultivan en una
interfase aire/liquido unidos a una matriz bioldgica
(dermis o una matriz de colageno) y se forma una
epidermis diferenciada con una capa de estrato

corneo.

N /7L




ENSAYOS ESPECIALES SOBRE LA PIEL

I In vitro

e Cultivos celulares: RN, MTT
e Sin cultivo celular: Microtox

Ensayos de Irritacion Dérmica

e Cultivos celulares EPISKIN

* Sin cultivo celular:
CORROSITEX, TER

(OM 1244/2006)

Ensayos de Corrosion Dérmica

EPISKIN: preparacion del cultivo de piel




I Tipos de ensayos sobre la piel

In vivo, con animales de experimentacion.
OM 1244/2006

»Rata o Conejo albino
»Aplicar la sustancia a una pequefna zona de piel
»Maximo tres aplicaciones secuenciales (en
sustancias irritantes 1 aplicacion). Sustancia corrosiva:
suspension de prueba. Sustancia no corrosiva: se
confirma la accion irritante.
»Observacion durante 14 dias




I Tipos de ensayos sobre la piel

Evaluacion respuestas eritema y edema, 60 minutos, 24,
48 y 72 horas de la retirada de la aplicacion

Sin eritema

Eritema ligero

Eritema bien definido

Eritema moderado a grave

AW INDN|~]O

Eritema grave




Fotosensibilidad: fototoxicidad y fotoalergia

Fototoxicidad El toxico absorbe luz UV, se
excita y al volver a su estado
normal libera energia
danando la piel

Aguda: vesiculas, enrojecimiento

Croénica: hiperpigmentacion y engrosamiento de la
zona afectada

Fotoalergia: reaccion inmunologica. Reac. Ag-Ac

La sustancia absorbe luz UV y se convierte en un antigeno.
Requiere sensibilizacion previa.

Ejemplos: Aditivo alimentario E-127 (eritrosina: colorante rojo)



ENSAYOS ESPECIALES SOBRE LA PIEL
A

I Tipos de ensayos de fotosensibilidad

In vitro:
[ -8 - . Fototoxicidad: Rojo Neutro en células 3T3
R OM 30/6/1998
B A 2 Placas de 96 pocillos
) e Incubacidn 1h con el téxico \

(8 concentraciones)
{53 h : o=

Balb/c 3T3




ENSAYOS ESPECIALES SOBRE LA PIEL

I Tipos de ensayos de fotosensibilidad

In VIVO:

cobayas Dermatitis aléergica de contacto

»EXxposicion de induccion
»Periodo de induccion (10-14 dias)
»EXxposicion de provocacion (24 h)

Escala de clasificacion de Magnusson y Kligman para evaluar las
reacciones del ensayo con parche de provocacion

sin cambios visibles

eritema ligero o en manchas localizadas
eritema moderado y confluente

eritema intenso y tumefaccion

WN -0




ENSAYOS ESPECIALES OJOS

INn VItro: s
& Irritacion ocular: fendmeno complejo, dificil de reproducir in
Vvitro
@ Irritacion en conjuntiva, cérnea e iris (con caracteristicas
histologicas diferentes).

& Existen 6 estudios de validacion in vitro para irritacion ocular, pero
no se han obtenido resultados esperanzadores.

@ Algunos paises han aceptado para la evaluacion de la irritacion
ocular producida por cosméticos el ensayo de la membrana
corioalantoidea de embrion de pollo (HET-CAM).



ENSAYOS ESPECIALES OJOS
A

Membrana corioalantoidea huevo gallina (HET-CAM)

Aplicacion de productos liquidos, sélidos y

VISCOSOS.
[emuion {;,,/f”’/’)
=
=l _ B
///rr _:%_}1‘ . Ak de silicena
Tl ——2"
e N
-No irritante s
Ligeramente irritante Faus S
Irritante moderado S
*[rritante severo




ENSAYOS SOBRE LOS OJOS

Ensayos con animales

Test irritacidon ocular- OM 1244/2006

Se incluyen procedimientos para evaluar
los efectos en los 0jos.

« Aplicacion sustancia: ensayo inicial y de confirmacion

« Examen 1, 24,48y 72 horas y 21 dias segun una
clasificacion numerica

» Grado de reaccion ocular (conjuntiva, cornea e iris).

» Otras lesiones oculares (queratitis vascular, manchas
oculares) o efectos sistemicos adversos.



ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

4

\/
<

\ETODOS ALTERNATIVOS
N

qu\\/JS jJJF 'r: \)JF\)G/‘\J Jr\)/\/x\)\) r\[ Ur\ TEC D

. TOXICIDAD UNA ESPECIE
. TOXICIDAD MULTIESPECIE
. TOXICIDAD DE SEDIMENTOS

. FITOTOXICIDAD
BIOCONCENTRACION

NSAYOS SOBRE ORGANISMOS TERRESTRES

1.

L__l'

CON

1
2
3
4. TOXICIDAD DE EFLUENTES
5
6

ENSAYOS CON AVES
ENSAYOS CON MAMIFEROS
INSECTOS Y ARTROPODOS

. ANFIBIOS

. LOMBRICES DE TIERRA
. PLANTAS

AMINACTION DEL AIRE



BIBLIOGRAFIA

-Arquer Pulgar MI, Bartual Sanchez J, Bernal Dominguez F, Bestraten
Bellovi M, Cusc¢ Vidal JM, Gadea Carrera E, Guardino Sola X, Moliné
Marco JL, Piqué Ardanuy T, Solé Gémez MD. Riesgo quimico. 3 ed,
Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, Madrid (2005).
-Ballantine B, Marss T, Syversen T (2000). Fundamentals of toxicology.
En: General and applied toxicology. Ballantine B, Marss T, Syversen T
(Eds). McMillan Reference Ltd., London, pp: 1-32.

-Cotgreave IA, Mongenstern R, Jernstrom B, Orrenius S (2000). Current
molecular and cellular concepts in toxicology. Ballantine B, Marss T,
Syversen T (Eds). McMillan Reference Ltd., London,, pp: 121-151.

-Crosby DG (1998). Environmental toxicology and chemistry. Oxford
University Press.

Hayes AW. (2007) Principles and Methods of Toxicology. Fifth ed. CRC
Press, Andover.

-Hoffman DJ, Burton DA, Rattner BA (2003). Handbook of Ecotoxicology,
Lewis Publishers, CRC Press LCC, Boca Raton, Florida.

DiPasquale LC, Hayes AW 2001 Acute toxicology and eye irritancy En:
Hayes A.W. Principles and Methods of Toxicology. Taylor & Francis 4°ed.,
London, pp. 853-917.



BIBLIOGRAFIA

-Moreno Grau MD (2003). Toxicologia ambiental. Evaluacion
del riesgo para la salud humana. McGraw Hill, Madrid.

-Repetto M. 2004. Evaluacion Toxicologica y de Riesgos
Especificos. En: Toxicologia de Postgrado. Repetto M y col.
Area de Toxicologia, Universidad de Sevilla, CD-ROM, Sevilla.
-Rose J (1998). Environmental toxicology. Current
developments. Gordon and Breach science publishers.
Amsterdam.

-Spiro TG, Stighiani WM (2004). Quimica ambiental. Pearson
Prenfice Hall,

-Walker CH, Hopkin SP, Civil RM, Peakall DB (2001). Principles
of ecotoxicology. Taylor and Francis, Londres.

http://aetox.es





