




La evaluación y control del riesgo deLa evaluación y control del riesgo de
productos químicos son procedimientos
integrados.

✔ La caracterización del riesgo se
define como la estimación cuantitativa
y/o cualitativa de los efectos nocivos
asociados a los agentes químicos.

Identificación del riesgoIdentificación del riesgo
• Capacidad inherente del compuesto 
para producir efectos nocivos.

Evaluación de toxicidad
• Efecto del compuesto en función de la 
concentración.

Valoración de la exposición
Probabilidad de interacción con el• Probabilidad de interacción  con el 
compuesto.



Confirmación de que un agente químico es capaz de causarq g q p
un efecto adverso bajo determinadas circunstancias.

¿ Cú l l d t í i t ?¿ Cúales son los productos químicos presentes ?

Recogida y análisis de datos sobre Información acerca de las posiblesRecogida y análisis de datos sobre
peligrosidad y toxicidad

Información acerca de las posibles 
vías de transporte



Metodologías diversas cuyos resultados
d b i d i i ldeben ser integrados para permitir la
extrapolación a condiciones humanas.

● Definir la toxicidad del compuesto

● Definir los niveles de exposiciónDefinir los niveles de exposición



Factores de riesgo

● Vías de exposición
● Concentración del compuesto
● Duración de la exposición
● Poblaciones expuestas



En el año 2005 se utilizaron en
Europa 12 1 millones de vertebradosEuropa 12.1 millones de vertebrados
para experimentación.



Toxicidad aguda y 
crónica

Toxicidad para la 
reproducción

Toxicidad para el 
desarrollo

Ensayos de 
irritación  ocular

Ensayos de 
hipersensibilidad

Ensayos de 
genotoxicidad

Ensayos de 
carcinogenicidad

Ensayos de 
fototoxicidadhipersensibilidad genotoxicidad carcinogenicidad fototoxicidad

Estudios 
toxicocinéticos

Estudios de 
comportamiento





LD50 : estimated dose that causes 50%
t lit f t t d imortality of tested organisms

LC50 : estimated concentration that causes
50% mortality of tested organisms50% mortality of tested organisms

EC50 : estimated concentration that causes
an effect (reduced reproduction growth etc)an effect (reduced reproduction, growth, etc)
on 50% of tested organisms

IC : estimated inhibitory concentration thatIC50 : estimated inhibitory concentration that
reduces the normal response by 50%

NOEC : No Observed Effect ConcentrationNOEC : No Observed Effect Concentration

LOEC : Low Observed Effect Concentration

Others involving different percent change
(10%, 20%, etc)



El uso de animales de experimentación
permite la caracterización del riesgo
químico y es un paso imprescindible
para cumplir con los requisitos legales.

Inconvenientes

Diferencias interespecíficasDiferencias interespecíficas
Diferencias de exposición

Diferencias de dosis



Directiva del Consejo 86‐609/EEC de 24 dej
Noviembre de 1986 relativa a la aproximación
de las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas de los Estados miembros
respecto a la protección de los animales
utilizados para experimentación y otros fines
científicos.

Métodos alternativos Métodos alternativos (1959)

R efinamiento de los métodos de experimentación animal.

R educción en el número de animales empleadosR educción en el número de animales empleados.

R eemplazo de las técnicas por otras que no utilicen animales.





OECD abolished the requirement for the 
oral test (LD50)  in 2002 (Test Guideline 
401)401).

The dose of chemical calculated to beThe dose of chemical calculated to be
lethal to 50% of the organisms in a
specific test situation.

It is expressed in weight of the chemical
(mg) per unit of body weight (kg) of the( g) y g ( g)
test organism.



Article 23(1):

In order to avoid unnecessary animaly
testing, testing on vertebrate animals for
the purposes of this Regulation shall be
undertaken only as a last resortundertaken only as a last resort.

It is also necessary to take measures
limiting unnecessary duplication of otherlimiting unnecessary duplication of other
tests.



Aproximación por analogía (read‐across)p p g ( )

Métodos in silico (QSAR)

Genómica, proteómica y metabonómica

Article 12

B f t t i d t t d t i
Organismos con menor sensiblilidad

Embriones de vertebrados

Before new tests are carried out to determine
the properties listed in this Annex, all available
in vitro data, in vivo data, historical data, data

Ensayos in vitro

Voluntarios y epidemiología

from valid Q(SAR) and data from structurally
related substances (read-across approach)
shall be assessed first.s a be assessed st



Annex V-VIII

B f t t i d t t d t iBefore new tests are carried out to determine
the properties listed in this Annex, all available
in vitro data, in vivo data, historical data, data
from valid Q(SAR) and data from structurally
related substances (read-across approach)
shall be assessed first.s a be assessed st

Esquema de una estrategia integrada de ensayo inteligente.
(Modificada de Boghal y col. 2005).



VENTAJAS

Versatilidad del diseño experimental.
Resultados más rápidos y fiables

Menor coste económico.
Automatización y/o monitorización.

Utilización de material biológico humano.

Fracciones subcelulares
Láminas de tejidos
Órganos perfundidos

LIMITACIONES
g p

Explantes
Reagregados celulares
Cultivos organotípicos 3D

Simplicidad de los resultados
Complejidad de la interpretación

Dificultad de extrapolación
N tit i i

g p
Cultivos primarios
Líneas celulares

No sustituyen ensayos in vivo
Requieren validación



La normativa REACH requiere ensayos in
vitro para todos los compuestos químicos
(Anexo V) y además métodos alternativos y
ensayos in vivo para sustancias que estene sayos o pa a sus a c as que es e
presentes en cantidades ≥ 10 Tm ( Anexos
VI-X).



Lilienblum  et al. (2008).
Arch Toxicol 82: 211-236



Lilienblum  et al. (2008).
Arch Toxicol 82: 211-236



Lilienblum  et al. (2008).
Arch Toxicol 82: 211-236



Annex V  ( ≥ 1 tonne)

● Skin irritation/corrosion (in vitro)
● Eye irritation (in vitro)
● Skin sensitization (LLNA)● Skin sensitization (LLNA)
● Mutagenicity (in vitro)
● Acute toxicity test (in vivo / in vitro)



Annex V  ( ≥ 1 tonne)

Skin irritation/corrosion (in vitro)
Eye irritation (in vitro)
Skin sensitization (LLNA)Skin sensitization (LLNA)
Mutagenicity (in vitro)
Acute toxicity test (in vivo / in vitro)

Órganos perfundidos
Explantes
Láminas de tejidosj
Cultivos organotípicos 3D
Reagregados celulares
Cultivos primarios
Líneas celulares
Fracciones subcelulares



Annex V  ( ≥ 1 tonne) CITOTOXICIDAD
Efectos adversos o interferencias con  

estructuras y/o propiedades esenciales para
Skin irritation/corrosion (in vitro)
Eye irritation (in vitro)
Skin sensitization (LLNA)

estructuras y/o propiedades esenciales para 
la supervivencia, proliferación y/o función 

celular

● Skin sensitization (LLNA)
● Mutagenicity (in vitro)
● Acute toxicity test (in vivo / in vitro)

Efectos 
tóxicos

Alteración 
funcional

Dosis efectiva

☺ Metabolito inocuo y eliminación.

/ Eliminación incompleta del tóxico y 
sus metabolitos. 

1 M t b lit ti á tó i l1 Metabolito activo más tóxico que el 
compuesto original.



Annex V  ( ≥ 1 tonne) CITOTOXICIDAD
Efectos adversos o interferencias con  

estructuras y/o propiedades esenciales para
Skin irritation/corrosion (in vitro)
Eye irritation (in vitro)
Skin sensitization (LLNA)

estructuras y/o propiedades esenciales para 
la supervivencia, proliferación y/o función 

celular

● Skin sensitization (LLNA)
● Mutagenicity (in vitro)
● Acute toxicity test (in vivo / in vitro)

Efectos 
tóxicos

Alteración 
funcional

Citotoxicidad
basal

Citotoxicidad
selectiva

Citotoxicidad
específica

Implica la alteración de al menos
un proceso o estructura celular

basal

Refleja daños órgano-específicos
característicos.

Afecta a funciones intercelulares
vitales para el organismo.

específica

un proceso o estructura celular.

Sensibilidad es similar en tipos
celulares de distinto origen.

característicos.

Diferente sensibilidad en tipos
celulares de distinto origen.

vitales para el organismo.

Diferente sensibilidad en tipos
celulares de distinto origen.



Annex V  ( ≥ 1 tonne) CITOTOXICIDAD
Efectos adversos o interferencias con  

estructuras y/o propiedades esenciales para
Skin irritation/corrosion (in vitro)
Eye irritation (in vitro)
Skin sensitization (LLNA)

estructuras y/o propiedades esenciales para 
la supervivencia, proliferación y/o función 

celular

● Skin sensitization (LLNA)
● Mutagenicity (in vitro)
● Acute toxicity test (in vivo / in vitro)

Efectos 
tóxicos

Alteración 
funcional

Citotoxicidad
basal

Implica la alteración de al menos
un proceso o estructura celular

basal

un proceso o estructura celular.

Sensibilidad es similar en tipos
celulares de distinto origen.



Annex V  ( ≥ 1 tonne) CITOTOXICIDAD
Efectos adversos o interferencias con  

estructuras y/o propiedades esenciales para
Skin irritation/corrosion (in vitro)
Eye irritation (in vitro)
Skin sensitization (LLNA)

estructuras y/o propiedades esenciales para 
la supervivencia, proliferación y/o función 

celular

● Skin sensitization (LLNA)
● Mutagenicity (in vitro)
● Acute toxicity test (in vivo / in vitro)

Efectos 
tóxicos

Alteración 
funcional

Citotoxicidad
basal

Implica la alteración de al menos
un proceso o estructura celular

basal

un proceso o estructura celular.

Sensibilidad es similar en tipos
celulares de distinto origen.



La calidad y especificidad de los datos
generados por los ensayos in vitro dependen
de varios factores:

● Correcta elección del modelo biológico.g

● Selección de los parámetros adecuados

● Valor predictivo del modelo.

C. primarios      Líneas

Ploidia Diploide / Euploide Aneuploide

Transformación Normal Transformada
Inhibición por contacto Si No

P iblMantenimiento Cíclico Posible 
quiescencia

Requerimientos de suero Elevados Bajos

Eficiencia de clonaje Baja Elevada

Marcadores
Pueden expresar 
marcadores 
especificos

Se suelen perder

Funciones especializadas Se mantienen Se suelen perder

Tasa de crecimiento
Baja (24 a 96 h 
tiempo de 
replicación)

Rápida (12 a 24 h)



Las líneas celulares de mamífero son
las más empleadas.

● Facilidad de propagación● Facilidad de propagación.

● Obtención de resultados reproducibles
y relevantesy relevantes.



La calidad y especificidad de los datos
generados por los ensayos in vitro dependen
de varios factores:

● Correcta elección del modelo biológico.g

● Selección de los parámetros adecuados

● Valor predictivo del modelo.



● Propiedades fisico-químicas
● Presencia en el medio● Presencia en el medio
● Estudios epidemiológicos
● Datos toxicológicos previos in vivo e in vitro

Recopilación de información

3T3

HeLa 100             50             10               5                1              
1 1 1 1[μM] 1               1              1               1[μM]

Vero



Lectura espectrofotométrica                                 Parámetros clásicos de citotoxicidad basal

Morfología general

Retículo mitocondrial

Compartimento endosomal

Citoesqueleto

Análisis de datos
● Microfilamentos

● Microtúbulos



CAS 335-67-1

Estudios recientes de biomonitorización revelan el predominio de los niveles de
PFCs, particularmente PFOA, en tejidos de la fauna de todo el mundo así como
en el suero de las poblaciones generales humanas .

Las investigaciones no sugieren una asociación consistente entre la exposición al
PFOA y problemas de salud significativos aunque el compuesto es considerado
como un “probable” carcinógeno para los seres humanos (EPA, 2002).p g p ( )



Los ensayos de citotoxicidad basal
muestran que las mitocondrias son la

i i l di l l d l PFOAprincipal diana celular del PFOA.

Estrés oxidativo
Proliferación
Muerte celular



Disfunción mitocondrial

● Generación de radicales libres de oxígeno
mediante cuantificación de la fluorescencia
i t l l d di l fl íintracelular de diclorofluoresceína.
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Proliferación celular

● Recuento de índices mitóticos
● Citometría de flujo
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Muerte celular

● Observación y recuento de morfologías nuclearesObservación y recuento de morfologías nucleares.
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CAS 87-86-5

A pesar de que el uso está restringido en E.E.U.U. y Europa, se han detectado
niveles de PCP en tejidos de la fauna de todo el mundo así como en el suero de
las poblaciones generales humanas.

Es considerado un contaminante prioritario debido a su lenta e incompleta
biodegradación y puede producir problemas de salud significativos al ser
considerado como disruptor endocrino y “probable” carcinógeno en humanosp y p g
(ATSDR, 2001).



Los ensayos de citotoxicidad basal
muestran que las mitocondrias y los
li di i t l llisosomas son dianas intracelulares
celulares del PCP.






