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MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

7617 ORDEN de 5 de abril de 2001 por la que
se modifican los anexos I, IV, V, VI y IX del
Reglamento sobre notificación de sustancias
nuevas y clasificación, envasado y etiquetado
de sustancias peligrosas, aprobado por el Real
Decreto 363/1995, de 10 de marzo.

El Reglamento sobre notificación de sustancias nue-
vas y clasificación, envasado y etiquetado de sustancias
peligrosas, se aprobó por el Real Decreto 363/1995,
de 10 de marzo. Esta disposición se dictó de acuerdo
con las normas comunitarias reguladoras de la materia
constituidas fundamentalmente por la Directiva del Con-
sejo 67/548/CEE, relativa a la aproximación de las dis-
posiciones legales, reglamentarias y administrativas en
materia de clasificación, envasado y etiquetado de sus-
tancias peligrosas, así como por sus posteriores modi-
ficaciones y adaptaciones al progreso técnico.

Mediante las Órdenes de 13 de septiembre de 1995,
de 21 de febrero de 1997, de 30 de junio de 1998,
de 11 de septiembre de 1998, de 16 de julio de 1999
y de 5 de octubre de 2000, se han introducido diversas
modificaciones en los anexos I, III, IV, V y VI del citado
Reglamento, con el objeto de incorporar a nuestro Dere-
cho Interno las Directivas de la Comisión 93/101/CEE,
94/69/CE, 96/54/CE, 97/69/CE, 98/73/CE y
98/98/CE, respectivamente, que adaptan al progreso
técnico la Directiva marco 67/548/CEE del Consejo,
citada anteriormente, modificando sus anexos.

Con posterioridad se han publicado la Directiva
2000/32/CE de la Comisión, de 19 de mayo de 2000,
por la que se adapta por vigésima sexta vez al progreso
técnico la Directiva 67/548/CEE del Consejo relativa
a la aproximación de las disposiciones legales, regla-
mentarias y administrativas en materia de clasificación,
embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas, la
Directiva 2000/33/CE de la Comisión, de 25 de abril
de 2000, por la que se adapta por vigésima séptima
vez al progreso técnico la Directiva 67/548/CEE ya cita-
da y la Decisión de la Comisión de 19 de mayo de 2000
que corrige la Directiva 98/98/CE por la que se adapta
por vigésima quinta vez al progreso técnico la Directiva
67/548/CEE mencionada anteriormente, por lo que se
hace necesario proceder a su transposición al ordena-
miento jurídico español, mediante la presente Orden, que
se dicta de acuerdo con la habilitación prevista en la
disposición final primera del Real Decreto 363/1995,
de 10 de marzo.

En su virtud, oídos los sectores afectados y a pro-
puesta de las Ministras de Sanidad y Consumo y de
Ciencia y Tecnología, dispongo:

Artículo 1.

El anexo I del Reglamento sobre notificación de sus-
tancias nuevas y clasificación, envasado y etiquetado
de sustancias peligrosas, aprobado por el Real Decreto
363/1995, de 10 de marzo, queda modificado en la
siguiente forma:

a) En la tabla A se sustituirá el símbolo químico
A de Argón (número atómico 18) por el símbolo Ar.

b) Se sustituyen las correspondientes entradas por
las que aparecen en el anexo A-1 de la presente Orden.

c) Se adicionan las entradas que aparecen recogi-
das en el anexo A-2 de la presente Orden.

Artículo 2.

El consejo de prudencia (frase S) combinada S 29/56
del anexo IV del Reglamento citado, se sustituirá por
la siguiente redacción:

S29/56: «No tirar los residuos por el desagüe; eli-
mínese esta sustancia y su recipiente en un punto de
recogida pública de residuos especiales o peligrosos.»

Artículo 3.

La parte B del anexo V del Reglamento citado se
modificará de la manera siguiente:

a) El capítulo B.10 (Mutagenicidad-ensayo de
aberraciones cromosómicas in vitro en mamíferos) se
sustituirá por el texto del anexo B-1 de la presente Orden.

b) El capítulo B.11 (Mutagenicidad-ensayo de
aberraciones cromosómicas in vivo en médula ósea de
mamíferos), se sustituirá por el texto del anexo B-2 de
la presente Orden.

c) El capítulo B.12 (Mutagenicidad-ensayo de micro-
núcleos en critrocitos de mamífero in vivo), se sustituirá
por el texto del anexo B-3 de la presente Orden.

d) Los capítulos B.13 y B.14 (Mutagenicidad-ensayo
de mutación inversa en bacterias), se sustituirán por el
texto del anexo B-4 de la presente Orden.

e) El capítulo B.17 (Mutagenicidad-ensayo de muta-
ción génica de células de mamífero in vitro), se sustituirá
por el texto del anexo B-5 de la presente Orden.

f) El capítulo B.23 (Ensayo de aberraciones cromo-
sómicas en espermatogonias de mamífero), se sustituirá
por el texto del anexo B-6 de la presente Orden. El título
del capítulo B.23 que figura en la nota explicativa se
modificará en consecuencia.

g) Se añadirá el texto del anexo B-7 [B.39. Ensayo
de síntesis de ADN no programada (UDS) en hepatocitos
de mamífero in vivo] de la presente Orden.

h) Se añadirán los textos de los anexos B-8 (B.40
Corrosión cutánea) y B-9 (B.41 Fototoxicidad. Ensayo
de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU) de la presente Orden.

Artículo 4.

Se suprimirá el cuarto guión de la introducción gene-
ral de la parte C del anexo V.

Artículo 5.

El anexo IX del Reglamento citado se modificará con
arreglo al anexo C de la presente Orden.

Artículo 6.

El anexo B de la Orden del Ministerio de la Presidencia
de 5 de octubre de 2000 por la que se modifican los
anexos I, III, IV y VI del Reglamento sobre notificación
de sustancias nuevas y clasificación, envasado y etique-
tado de sustancias peligrosas, aprobado por el Real
Decreto 363/1995, de 10 de marzo, queda sustituido
por el anexo D de la presente Orden. Las modificaciones
que establece dicho anexo D se introducirán en el anexo
VI (criterios generales de clasificación y etiquetado de
sustancias y preparados peligrosos) del Reglamento
mencionado en este artículo.

Disposición derogatoria única.

Queda derogado el artículo 4 de la Orden del Minis-
terio de la Presidencia de 5 de octubre de 2000 por
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la que se modifican los anexos I, III, IV y VI del Regla-
mento sobre notificación de sustancias nuevas y cla-
sificación, envasado y etiquetado de sustancias peligro-
sas, aprobado por el Real Decreto 363/1995, de 10
de marzo.

Disposición final primera.

Los artículos 1, 2, 4, 5 y 6, y los apartados a), b),
c), d), e), f) y g) del artículo 3 de la presente Orden
entrarán en vigor a los seis meses de la publicación
de esta Orden en el «Boletín Oficial del Estado».

Disposición final segunda.

El apartado h) del artículo 3 de la presente Orden
entrará en vigor a los nueve meses de su publicación
en el «Boletín Oficial del Estado».

Madrid, 5 de abril de 2001.

LUCAS GIMÉNEZ

Excmas. Sras. Ministras de Sanidad y Consumo y de
Ciencia y Tecnología.
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ANEXO -BI 

.B.lO. híUTAGENCIDAD - ENSAYO DE ABERRACIONES CROMOSÓMICAS IN VITRO EN MAMkEROS 

1. MÉTODO 

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TC 473 sobre el ensayo de aberraciones 
cromosómicas in vitm en mamíferos (1997). 

1.1. INTRODUCCIÓN 

El ensayo de aberraciones cromodmicas in vitre tiene por objeto detectar agentes que provocan aberraciones 
cromosómicas estructurales en células de mamífero en cultivo (1) (2) (3). Las aberraciones estructurales pue- 
den ser cromosómicas o cromatidicas. La mayoría de los mutágenos químicos dan lugar a aberraciones cro- 
matídicas, aunque también pueden producirse aberraciones cromosómicas. Un aumento de la poliploidía 
puede indicar que una sustancia química es apaz de inducir aberraciones numéricas. No obstante, el presente 
método no está pensado para medir aberraciones de ese tipo ni se emplea habitualmente con ese fin. Las 
mutaciones cromosómicas y Los efectos relacionados ocasionan numerosas enfermedades genéticas humanas. 
Además de ello, son muchas las pruebas de que las mutaciones cromosómicas y los efectos relacionadas que 
provocan alteraciones en los oncogenes y los genes supresores de tumor= de las células somáticas intervienen 
en la inducción de cánceres en los seres humanos y los animales de experimentación 

En el ensayo de aberraciones cromosómicas in vitm puedeti emplearse cultivos de líneas celulares establecidas, 
estirpes celulares o cultivos de células primarias. Las células deben seleccionarse sobre la base de su capacidad 
de crecimiento en cultivo, la estabilidad cariotípica. el número y la diversidad cromosómica y la fkcuencia de 
las aberraciones cromos6mica.s espontáneas. 

En los ensayos in vitre suele ser necesario emplear un sistema de activación metat&ca exógena, si bien éste 
no puede reproducir todas las condiciones que se dan in vivo en los mamíferos. Deben evitarse las circunstan- 
cias que puedan conducir a resultados positivos que no reflejen la mutagenicidad intrínseca sino que se deban 
a cambios en el pH, la osmolalidad o altos grados de citotoxicidad (4) (5). 

El ensayo se emplea para detectar las posibles sustancias mutágenas o carcinógenas para los mamíferos. Pese 
a que muchos de los compuestos que dan un resultado positivo en este ensayo son carcinógenos para los 
mamíferos. no hay una correlación absoluta entre los resultados del mismo y la carcinogenicidad. La correla- 
ción depende de la clase química. Además de ello, cada vez hay más pruebas de que existen carcinógenos que 
el ensayo no detecta. pues, al parecer, éstos actúan por mecanismos distintos de la lesión directa del ADN. 

Véase asimismo la introducción general de la parte B. 

1.2. DEFlNIClONES 

Aberración cromatídica: lesión cromosómica estructural que consiste en la rotura de una cromátida o la 
rotura y reunión de cromátidas. 

Aberración cromosómka: lesión cromosómica esauctural que consiste en la rONK o en ia rotura y reunión 
de ambas cromátidas en el mismo sitio. 

Endorredupkación: proceso en el que, en lugar de entrar en mitosis tras la fase S de replicación del ADN, 
el núcleo inicia otra fase S, lo cual da lugar a cromosomas con 4, 8, 16. etc. cromátidas. 

Gap: lesión acromática más estrecha que la cromátida, con alteración mínima de la alineación de las cromáti- 
das. 

fndice mitótico: proporción entre el número de células en metafase y el número total de células de una 
población celular; indica el grado de proliferación de dicha población. 

Aberración numérica: un cambio en el número de cromosomas a partir del númem normal propio de las 
cdulas empleadas. 
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Poliploidía: un múltiplo del número de dotación cromosómica haploide (n) superior al diploide (3n. 4n, etc.). 

Aberración esrructunl: alteración de la estructura cromosómica (deleciones y fragmentos, intracambios o 
intercambios) detectable mediante examen microscópico de la metafase de la división celular. 

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO 

Se exponen los cultivos celulares a la sustancia de ensayo, con y sin activación metabólica, tras lo cual se tra- 
tan a intervalos preestablecidos con una sustancia que detenga la divisón celular en la metafase (por ejemplo. 
Colcernid@ o colchicina). Se recolectan las céhk se titien y se observan al microscopio aquéllas que se 
encuentren en la metafase con el fin de detectar la presencia de aberraciones cromosómicas. 

1.4. DESCRIPCIÓN DEL MtiODO 

1.4.1. Preparación 

1.4.1.1. c%hdas 

Pueden emplearse líneas celulares, estirpes o cultivos de células primarias. incluidas las células humanas (fibro- 
blastos de hámster chino, linfocitos de la sangre periférica de humanos o de otros mamíferos, etc.). 

1.4.1.2. Medios y condiciones de cuhivo 

Para mantener los cultivos se emplean medios de cultivo y condiciones de incubación adecuados (recipientes 
de cuhivo, concentración de COa, temperatura y humedad). En el caso de las lineas celulares establecidas y las 
estirpes. se comprobara regularmente la estabilidad del número cromosómico modal y la ausencia de conta- 
minación por micoplasma. Se desecharán los cultivos contaminados. Debe conocerse la duración del ciclo 
celular normal de las cüulas empleadas en esas condiciones de cultivo. 

1.4.1.3. Prcpurtión de los cultivos 

Líneas celulares establecidas y estirpes: las células SC obtienen de cultivos madre, se siembran en un medio de 
cultivo a una densidad a la cual los cuhivos no confluyan antes del momento de la recolección y se incuban a 
37X 

Linofocitos: se añade sangre completa tratada con un anticoagulante (por ejemplo. hepatina), o bien linfocitos 
aislados procedentes de sujetos sanos, a un medio de cultivo que contenga un mitógcno (por ejemplo, fitohe- 
maglutinina) y se incuba a 37-C. 

1.4.1.4. Abivtión mct&&ca 

Las células deben exponerse a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un sistema adecuado de 
activación metabólica. El sistema más comúnmente empleado es una fracción postmitocondrial (S9) a la que 
se añaden cofactores y que se obtiene de hígados de roedores tratados con inductores enzimáticos como el 
Aroclor 1254 (6) (7) (8) (9) o una mezcla de fcnobarbital y /3-naftoflavona (10) (11) (12). 

La fracción postmitocondrial suele emplearse en concentraciones que varían del 1 al 10 % v/v en cl medio de 
ensayo final. La elección del sistema de activación metabólica puede depender de la clase química de la sus- 
tancia estudiada. En algunos casos puede ser oportuno utilizar varias concentraciones distintas de fracción 
postmitocondrial. 

Son varias las técnicas -como la producción mediinte ingeniería genética de líneas celulares que expresen 
enzimas activadores específicas- que pueden proporcionar cl potencial de activación endógena. La elección 
de las líneas celulares debe justificarse científicamente (por ejemplo, por la importancia de la isoenzima del 
citocromo P450 para cl metabolismo de la sustancia de ensayo, etc.). 
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1.4.1.5. 

1.4.2. 

1.4.2.1. 

1.4.2.2. 

1.4.2.3. 

Prcparucidn de la sustarui~ de ensayo 

Las sustancias de ensayo sólidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehículos adecuados y, si es 
preciso, diluirse antes de tratar las células. Las sustancias de ensayo líquidas pueden añadirse directamente al 
sistema de ensayo y/o diluirse antes del tratamiento. Han de emplearse soluciones de la sustancia de ensayo 
recién preparadas. salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas. 

Condiciones del ensayo 

Dísolvcntc 0 vchíctllo 

Es preciso cerciorarse de que el disolvente o vehículo no produce reacciones químicas con la sustancia de 
ensayo y es compatible con la supetvivencia de las células y la actividad de la S9. Si se emplean disolventes o 
vehículos poco conocidos, debe disponerse de información que avale dicha compatibilidad. Siempre que sea 
posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilización de un disolvente o vehículo acuoso. Cuando 
se estudien sustancias inestables en presencia de agua, deberán emplearse disolventes orgánicos que no con- 
tengan agua. Esta podrá eliminarse añadiendo un tamiz molecular. 

Concentraciones de exposición 

Para determinar la mayor concentración de exposición deben considerarse al menos los siguientes criterios: 
citotoxicidad. solubilidad en cl sistema de ensayo y variaciones del pH o la osmolalidad. 

La citotoxicidad se determinará con y sin activación metabólica en el experimento principal mediante un indi- 
cador adecuado de la integridad y el crecimiento celular, como el grado de confluencia, el recuento de células 
viables o cl índice mitótico. Puede ser útil determinar la citotoxicidad y la solubilidad en un experimento pre- 
liminar. 

Se emplearán al menos tres concentraciones analizables. Si se produce citotoxicidad, la gama de concentracio- 
nes deberá abarcar desde la toxicidad máxima hasta una toxicidad escasa o nula, lo cual suele significar que la 
separación entre concentraciones corresponde a un factor comprendido entre 2 y JlO. En el momento de la 
recolección, con la concentración mayor debe producirse una reducción considerable de] grado de confluen- 
cia, el recuento celular o el índice mitótico (en todos los casos superior al 50%). El índice mitótico sólo COM- 
tituyc una medida indirecta de los efectos citotóxicos o citostáticos y está relacionado con el tiempo trans- 
currido desde cl tratamiento. No obstante, cabe utilizar dicho índicc para los cultivos en suspensión en los 
cuales las demás mediciones de toxicidad pueden resultar engorrosas y poco prácticas. Los datos relativos a la 
cinética del ciclo celular. como el tiempo medio de generación (TMG). pueden set-& de información adicional, 
Sin embargo, el TMG es una media general que no siempre refleja la existencia de subpoblaciones que presen- 
tan retraso. Ademas de ello, incluso un ligero aumento del tiempo medio de generación puede asociarse a un 
retraso muy importante en el tiempo de mayor producción de aberraciones. 

En el caso de sustancias escasamente citotóxicas. la concentración máxima de ensayo será la menor de estas 
tres: 5 pl/ml. 5 mg/ml o 0.01 M. 

En el caso de sustancias escasamente solubles que no resultan tóxicas a concentraciones inferiores al límite de 
solubilidad. la mayor dosis empleada deberá corresponder a una concentración superior a dicho límite en el 
medio de cultivo final al terminar cl período de tratamiento. En algunos casos (por ejemplo, cuando se pro- 
duce toxicidad únicamente con concentraciones superiores a la concentración mínima de insolubilidad), es 
aconsejable hacer pruebas con varias concentraciones con precipitación visible. Puede ser útil determinar ]a 
solubilidad al principio y al fInal del tratamiento, pues ésta pueda vatiar durante la exposición en el sistema 
de ensayo debido a la presencia de células, S9, suero, etc. La insolubilidad puede detectarse por simple obser- 
vación. El precipitado no debe interferir en la evaluación de] resultado. 

Controles positivos y negativos 

En todos los experimentos deberán realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehículo) en para- 
lelo. con y sin activación metabólica. Cuando se aplique ésta, la sustancia del control positivo ha de requerir 
activación para provocar una respuesta mutagénica. 

En los controles positivos debe emplearse un clasrógcno conocido con grados de exposición en los que quepa 
esperar un aumento reproducible y detcctablc respecto a la frecuencia espontánea, que ponga de manifiesto la 
sensibilidad del sistema de ensayo. 
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Las concentraciones del control positivo deben ser taks que los efectos sean claros, pero no revelen imediata- 
mente al lector la identidad de los portaobjetos codificados. A continuación figuran algunos ejemplos de sus- 
tancias para los controles positivos: 

Activación metabólica 

Ausencia de activación metabólica 
exógena 

Presencia de activación metabólica 
exógena 

Sustancia 

Metanosulfonato de metilo 

Metanosulfonato de etilo 

Etil-nitrosourea 

Mitomicina C 

N-óxido de 4-nitroquinolina 

Benzo[a]pireno 

Ciclofosfamida 

Monohidrato de ciclofosfamida 

No CAS N“ Einecs 

66-27-3 200-625-O 

62-50-o 200-536-7 

759-73-9 212-072-2 

50-07-7 212-072-2 

56-57-S 200-281-l 

50-32-8 200-028-S 

50-18-o 200-015-4 

6055-19-2 

Pueden emplearse otras sustancias adecuadas para los controles positivos. Deberá considerarse la utilización 
en dichos controles de sustancias de clases químicas afines. cuando sea posible. 

Se realizarán, para cada período de recolección, controles negativos únicamente con el disolvente o vehículo 
en el medio de tratamiento, y se tratarán de igual manera que los cultivos del ensayo. Se preparán asimismo 
controles sin tratar. salvo que exista información anterior sobre controles que demuestre que el disolvente ele- 
gido no induce efectos nocivos ni mutágenos. 

1.4.3. Procedimiento 

1.4.3.1. Tratamiento con la sustmcia de cnmyo 

Las células en crecimiento SC tratan con la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un sistema de 
activación metabólica. Los linfocitos deben empezar a tratarse unas 48 horas después de la estimulación mito- 
génica. 

1.4.3.2. Como norma, deben prepararse dos cultivos para cada concentración y se recomienda seriamente hacer lo 
propio en cl caso de los controles negativos o el disolvente. Si se demuestra. sobre la base de datos anteriores. 
que la diferencia entre los dos cultivos es mínima (13) (14) puede bastar un solo cultivo para cada concentra- 
ción. 

Las sustancias gaseosas o volátiles han de someterse a ensayo con métodos adecuados (recipientes de cultivo 
herméticos. etc.) (15) (16). 

1.4.3.3. ~wfección de lar ce”uIac 

En el primer experimento se exponen las células a la sustancia de ensayo, con y sin activación metabólica, 
durante 3 a 6 horas. Se toma una muestra transcurrido un período, desde el inicio del tratamiento, de aproxi- 
madamcntc 1,s veces la duración del ciclo celular normal (12). Si este protocolo da resultados negativos con 
y sin activación, debe efectuarse otro experimento sin activación, pero con tratamiento continuo hasta que se 
tome la muestra tras un periodo de aproximadamente 1.5 veces la duración del ciclo celular normal. Algunas 
sustancias químicas se detectan mejor con un tiempo de tratamiento y toma de muestra superior a dicho 
período. La obtención de resultados negativos en presencia de activación metabólica debe confirmarse caso 
por caso. Si dicha confirmación no SC considera necesaria. debe justificarse. 
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1.4.3.4. Preparación de los cromosomas 

Se tratan los cultivos celulares con Colccmid’ o colchicina por lo general durante un período de 1 a 3 horas 
antes de la recolección. Los cultivos celulares se recolectan y procesan por separado para preparar los cromo- 
somas. Dicha preparación incluye el tratamiento hipotónico de las células, la fijación y la tinción. 

1.4.3.5. Andksis 

Antes de analizarlas al microscopio, se asignara un código independiente a cada preparación, incluidos los 
controles positivos y negativos. Dado que los métodos de fijación provocan con frecuencia la rotura de células 
en metafase y la pérdida de cromosomas, todos los tipos de células analizadas deben contener un número de 
centrómeros igual al numero modal t 2. Deben analizarse al menos 200 metafases bien extendidas en cada 
concentración y control y, en su caso, repartidas de forma equilibrada entre los cultivos dobles. La cantidad 
puede ser menor si se observan numerosas aberraciones. 

Pese a que el objeto del ensayo consiste en detectar aberraciones cromosómicas estructurales, es importante 
registrar los posibles casos de poliploidía y endorreduplicación. 

2. RESULTADOS 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Dado que la unidad experimental es la célula. se evaluará el porcentaje de éstas que presenta aberraciones cro- 
mosómicas estructurales. Se hará una relación de los distintos tipos, el número y la frecuencia de dichas abe- 
rraciones en los cultivos experimentales y los controles. Los gaps se registrarán por separado y se recogerán 
en el informe, pero por lo general no se incluirán en la frecuencia total de aberraciones. 

Asimismo, se registrarán las determinaciones de citotoxicidad realizadas en paralelo en todos los cultivos tra- 
tados y los controles negativos de los principales experimentos sobre aberraciones. 

Se proporcionarán los datos relativos a cada cultivo y se resumirán en forma de tabla. 

No será preciso comprobar los resultados positivos claros, si bien los resultados dudosos deberán aclararse 
mediante más ensayos en los que convendría modificar las condiciones experimentales. En cl punto 1.4.3.3 se 
trata la pertinencia de confirmar los resultados negativos. En los experimentos ulteriores se considerará la 
posibilidad de modificar los parámetros del estudio para ampliar la gama de condiciones analizadas. Entre los 
parámetros modificables se encuentra la separación entre concentraciones y las condiciones de activación 
metabólica. 

2.2. EVALUACIÓN E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento relacionado con la concentración 
o aumento reproducible del número de células que presentan aberraciones cromosómicas, etc.). Debe considc- 
rarsc en primer lugar la importancia biológica de los resultados. Pueden emplearse métodos estadísticos como 
apoyo para evaluar los resultados del ensayo (3) (13). El hecho de que los datos estadísticos sean significativos 
no ha de ser el único factor para determinar que una respuesta es positiva. 

El aumento del número de células poliploides puede indicar que la sustancia de ensayo es capaz de inhibir 
procesos mitóticos y de producir aberraciones cromosómicas numéricas. El aumento del número de células 
con cromosomas endorrcduplicados puede indicar que la sustancia de ensayo es capaz de inhibir la progre- 
sión del ciclo celular (17) (18). 

No se consideraran mutágcnas en cl sistema de ensayo las sustancias que den lugar a resultados que no se 
ajusten a los criterios anteriores. 

Si bien en la mayoría de los experimentos los resultados serán claramente positivos o negativos. en algunos 
casos el conjunto de datos no permitirá emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo. 
Con independencia del número de veces que SC repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo 
ambiguos o dudosos. 
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Un resultado positivo en el ensayo de aberraciones cromosómicas in vitre indica que la sustancia de ensayo 
provoca aberraciones cromosómicas eStruCNrakS en los cultivos de céh&s somáticas de mamífero. Un resul- 
tado negativo indica que, en las condiciones del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca aberraciones cro- 
mosómicas en los cultivos de células somáticas de mamífero. 

3. INFORME 

INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo incluirá la información siguiente: 

Disolvente o vehículo: 

- motivación de la elección del vehículo, 

- solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehículo, si se conocen. 

Células: 

- tipo y procedencia, 

- características del cariotipo e ideoneidad del tipo de células empkadas. 

- ausencia de micoplasma, si procede, 

- información sobre la duración del ciclo celular. 

- sexo de los donantes de sangre, sangre completa o linfocitos aislados y mitógeno empleado, 

- número de pases, si procede, 

- métodos de mantenimiento del cultivo celular, si procede, 

- número modal de cromosomas. 

Condiciones del ensayo: 

- sustancia que detiene la divisón celular en la metafase, concentración empleada y duración de la exposi- 
ción de las células, 

- fundamento de la selección de las concentraciones y del número de cultivos (datos relativos a la citotoxi- 
cidad. límites de solubilidad, si se conocen, etc.), 

- composición del medio, concentración de CO,, si procede, 

- concentración de la sustancia de ensayo, 

- volumen de vehículo y de sustancia de ensayo añadida, 

- temperatura de incubación, 

- tiempo de incubación, 

- duración del tratamiento, 

- densidad celular en el momento de la siembra, si procede, 

- tipo y composición del sistema de activación metabólica, incluidos los criterios de aceptabilidad, 

- controles positivos y negativos, 

- métodos de preparación de los portaobjetos, 

- criterios de recuento de las aberraciones, 
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- número de metafases analizadas. 

- métodos de determinación de la toxicidad, 

- criterios empleadas para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o ambi- 
guos. 

Resultados: 

- signos de toxicidad (grado de confluencia, datos del ciclo celular, recuentos celulares, índice mitótico, 
etc.), . . 

- signos de precipitación, 

- datos sobre el pH y la osmolalidad del medio de tratamiento, si se han determinado, 

- definición de las aberraciones, incluidos los gaps, 

- número de células que presentan aberraciones cromosómicas e indicación por separado del tipo de dichas 
aberraciones en cada cultivo tratado y cada control, 

- variaciones de la ploidía, en su caso, 

- relación dosis-respuesta, cuando sea posible, 

- análisis estadísticos. si se han realizado. 

- datos de los controles negativos (disolvente/vehiculo) y positivos realizados en paralelo, 

- datos sobre controles historicos negativos (disolvente/vehículo) y positivos, intervalos, medias y desviacio- 
nes estándar. 

Discusión de los resultados. 

Conclusiones. 
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ANEXO - B2 

rB.ll. MUTAGBNICIDAD - ENSAYO DE ABEBRAC3ONES CROMOSóMICAS IN VIVO EN MÉDULA ÓSEA 
DE MAMkEBOS 

1. MÉTODO 

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 475 sobre el ensayo de aberraciones 
cromodmicas en médula ósea de mamíferos (1997). 

1.1. INTRODUCCIÓN 

El ensayo de aberraciones cromosómicas in vivo en mamiferos se realiza para detectar aberraciones cromosó- 
micas estructurales inducidas por la sustancia de ensayo en células de médula ósea de animales -por lo gene- 
ral roedores- (1) (2) (3) (4). Las aberraciones eStIUCNIdeS pueden ser cromosómicas o cromatídicas. Un 
aumento de la poliploidía puede indicar que sustancia química es capaz de inducir aberraciones numéricas. La 
mayoría de los mutágenos químicos dan lugar a aberraciones cromatídicas, aunque también pueden produ- 
cirse aberraciones crpmosómicas. Las mutaciones cromosómicas y los efectos relacionados ocasionan numero- 
sas enfermedades genéticas humanas. Ademas de ello, son muchas las pruebas de que las mutaciones cromo- 
sómicas y los efectos relacionados que provocan alteraciones en los oncogenes y los genes supresores de 
tumores guardan relación con el cáncer en los seres humanos y los sistemas experimentales. 

En este ensayo se utilizan habitualmente roedores. El tejido diana es la médula ósea por estar muy vasculari- 
zada y por contener una poblicación de cüulas de ciclo corto que pueden aislarse y tratarse con facilidad. En 
el presente método no se consideran otras especies ni otros tejidos diana. 

El presente ensayo de aberraciones cromosómicas esta especialmente indicado para evaluar el riesgo mutagé- 
nico, pues permite tomar en consideración factotw de) metabolismo in vivo, de la toxicocinética y de los pro- 
cesos de reparación del ADN. si bien dichos factores pueden variar según la especie y el tejido. Los ensayos in 
vivo tambi¿n resuhan útiles para ahondar en el estudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in 
vinv. 

Si hay pruebas de que la sustancia de ensayo o un metabolito reactivo no llegan al tejido diana, no procede 
realizar el presente ensayo. 

Véase asimismo la introducción general de la parte B. 

1.2. DEFINICIONES 

Aberración cromatídica: lesión cromosómica e.mUCNrd que consiste en la rotura de una cromátida o la 
rotura y reunión de cromátidas. 

Aberración cromosómka: lesión cromosómica estructural que consiste en la rotura o la rotura y reunión de 
ambas cromátidas en el mismo sitio. 

Bndorreduplicación: proceso en el que, en lugar de entrar en mitosis tras la fase S de replicación del ADN. 
el núcleo inicia otra fase S. lo cual da lugar a cromosomas con 4, 8, 16. etc. cromátidas. 

Gap: lesión acromática mas estrecha que la cromátida. con alteración mínima de la alineación de las cromá- 
tidas. 

Aberración numérica: número de cromosomas distinto del número norma) propio de las células empleadas. 

Poliploidia: un mtiltiplo del número de dotación cromosómica haploide (n) superior al diploide (3n. 4n. etc.). 

Aberración estructural: alteración de la estruCNra cromosómica (deleciones y fragmentos, intracambios o 
intercambios) detectable mediante examen microscópico de la metafase de la división celular. 
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1.3. 

1.4. 

1.4.1. 

1.4.1.1. 

1.4.1.2. 

1.4.1.3. 

1.4.1.4. 

1.4.2. 

1.4.2.1. 

1.4.2.2. 

PRINCIPIO DEL M!iTODO 

Se exponen los animales a la sustancia de ensayo por una vía adecuada y se sacrifican a intervalos apropiados 
tras el tratamiento. Antes de sacrificarlos, se les administra una sustancia que detenga la divisón celular en la 
metafase (por ejemplo, colchicina o Colcernid@). A continuación, se realizan preparaciones de cromosomas de 
células de médula ósea y se tiñen. tras lo cual se analizan las células en metafase para detectar aberraciones 
cromosómicas. 

DESCRIPCIÓN DEL Ml?TODO 

Repaatión 

Sdección de La especie animcll 

Si bien suelen emplearse la rata, el ratón y el hámster chino, puede utilizarse otra especie de mamíferos apro- 
piada. Deben usarse animales adultos jóvenes y sanos de cepas utilizadas habitualmente en laboratotio. La 
variación del peso de los animales al empezar el estudio ha de ser mínima y no debe exceder de * 20% del 
peso medio de ca& sexo. 

Alojamiento y nlimcntación de los animales 

Se aplicarán las condiciones generales recogidas en la introducción general de la parte B. La humedad debe 
ser del 50 al 60%. 

Pmparación de los animab 

Se reparten al azar animales adultos jóvenes y sanos entre los lotes tratados y los lotes de control. Las jaulas 
se colocan de manera que los posibles efectos debidos a la posición de las mismas sean mínimos. Se identifica 
a los animales de forma unívoca y se los acostumbra a las condiciones de laboratorio durante al menos cinco 
días. 

Ptrpmción de lar dosis 

Las sustancias de ensayo sólidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehículos adecuados y, si es 
preciso, diluirse antes de su administración a los animales. Las sustancias de ensayo liquidas pueden adminis- 
trarse directamenre o diluirse antes de la administración. Han de emplearse soluciones de la sustancia de 
ensayo recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestran que es posible conservarlas. 

Condiciones del ensayo 

Disolvente 0 vehículo 

El disolvente o vehículo no deberá producir efectos tóxicos a las dosis empleadas. Es preciso cerciorarse de 
que el disolvente o vehículo no produce reacciones químicas con la sustancia de ensayo. Si se emplean disol- 
ventes o vehículos poco conocidos, debe disponerse de información que avale su compatibilidad. Siempre que 
sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilización de un disolvente o vehículo acuoso. 

Controla 

Deberán realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehículo) en paralelo en ambos sexos y en 
cada ensayo. Salvo por lo que respecta a la exposición a la sustancia de ensayo, los animales de los lotes de 
control deben tratarse exactamente igual que los de los lotes tratados. 

En los controles positivos deberían producirse aberraciones estructurales in vivo con grados de exposición en 
los que quepa esperar un aumento detectable respecto a la frecuencia espontánea. Las dosis del control posi- 
tivo deben ser tales que los efectos sean claros, pero no revelen inmediatamente al lector la identidad de los 
portaobjetos codificados. La sustancia empleada en cl control positivo podrá administrarse por una vía dis- 
tinta de la empleada para la sustancia de ensayo y la toma de muestras podrá realizarse una sola vez. Podrá 
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considerarse la utilización en dichos controles de sustancias de clases químicas afines, cuando sea posible. A 
continuación figuran algunos ejemplos de sustancias para los controles positivos: 

Sustancia 

Metanosulfonato de etilo 

Et&nitrosourea 

Mitomicina C 

Ciclofosfamida 

Monohidrato de ciclofosfamida 

Trietilenomebamina 

No CAS 

62-50-O 

759-73-9 

50-07-7 

50-18-O 

6055-19-2 

51-18-3 

No Einecs 

200-536-7 

212-072-2 

200-008-6 

200-015-4 

200-083-5 

Salvo que haya datos anteriores sobre controles que pongan de manifiesto una variabilidad entre animales y 
una frecuencia de células con aberraciones cromosómicas aceptables. se realizaran, para cada período de 
muestreo, controles negativos únicamente con el disolvente o vehículo, y se tratarán, por lo demás, de igual 
manera que los lotes tratados. Si se hace una sola toma de muestras en los controles negativos, el momento 
mas oportuno para hacerla es tras el primer período de muestreo. Se realizarán asimismo controles sin tratar, 
salvo que exista información anterior o publicada sobre controles que demuestre que el disolvente o vehículo 
elegido no induce efectos nocivos ni mutágenos. 

1.5. PROCEDIMIENTO 

1.5.1. Número y sexo de los animales 

Los lotes tratados y los controles han de estar compuestos al menos por cinco hembras y cinco machos anali- 
zables cada uno. Si en el momento en que se efectúe el estudio se dispone de datos sobre otros estudios reali- 
zados con la misma especie y la misma vía de exposición. que demuestren que no hay diferenia significativa 
entre sexos en cuanto a la toxicidad, sera suficiente el ensayo en un solo sexo. En caso de que la exposición 
humana a sustancias químicas pueda ser específica de un sexo, como sucede con algunos productos farmacéu- 
ticos, el ensayo se realizará con animales del sexo correspondiente. 

1.5.2. Pauta de tratamiento 

Las sustancias de ensayo se administran preferiblemente en una sola vez, aunque también puede dividirse la 
dosis -por ejemplo, en dos veces al día separadas por algunas horas como máximo- con el fin de facilitar 
la administración de grandes cantidades. Si se siguen otras pautas debe justificarse científicamente. 

Se toman dos muestras en momentos distintos tras el tratamiento administrado en un día. En el caso de los 
roedores, la primera muestra se toma transcurrido un período de 1.S veces la duración del ciclo celular nor- 
mal (este suele durar de 12 a 18 horas) desde el tratamiento. Dado que el tiempo necesario para que la sus- 
tancia de ensayo se asimile y se metabolice, así como el efecto de ésta sobre la cinética del ciclo celular pue- 
den modificar el momento óptimo para detectar aberraciones cromosómicas, se recomienda tomar otra mues- 
tra 24 horas después de la primera. Si se siguen pautas de más de un día, ha de tomarse una muestra trans- 
currido un período de 1 ,S veces la duración del ciclo celular normal desde la última administración. 

Antes de sacrificar los animales, se les inyecta por vía intraperitoneal una dosis adecuada de una sustancia 
que detenga la división celular en la metafase (por ejemplo, Colcemid” o colchicina). Se extraen las muestras 
transcurrido un plazo oportuna, que en el caso de los ratones es de unas tres a cinco horas y en el de los 
hámsters chinos, de unas cuatro a cinco horas. Se toman las células de la médula ósea y se analizan en busca 
de aberraciones cromosómicas. 
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1.5.3. Dosis 

Si se lleva a cabo un estudio previo de determinación de la gama de dosis por falta de datos adecuados, ha de 
hacerse en el mismo laboratorio, con la misma especie, cepa, sexo y protocolo de tratamiento que el estudio 
principal (5). Si se produce toxicidad, se administrarán tres dosis distintas para el primer período de muestreo. 
La gama de dosis deberá abarcar desde la toxicidad máxima hasta una toxicidad escasa o nula. En el período 
de muestreo posterior se administrará únicamente la dosis máxima. Se entenderá por “dosis máxima” la que 
produzca tales signos de toxicidad que si se administrara una dosis superior según el mismo protocolo resul- 
taría probablemente letal. Las sustancias con actividades biológicas específicas a dosis bajas no tóxicas (como 
las hormonas y los mitógenos) pueden constituir excepciones en cuanto a los criterios de establecimiento de 
la dosis y han de evaluarse caso por caso. La dosis máxima también puede definirse como la dosis que pro- 
duce algún signo de toxicidad en la médula ósea (por ejemplo, reducción del índice mitótico superior al 
50%). 

1.5.4. Ensayo límite 

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 2 000 mg/kg de peso corporal administrada en una sola 
vtz. o dos veces en el mismo día, no se observan efectos tóxicos y si, sobre la base de datos relativos a sustan- 
cias de estructura afin, no cabe esperar genotoxicidad. puede no ser necesario llevar a cabo un estudio com- 
pleto con tres dosis diferentes. En el caso de estudios de mayor duración, la dosis límite será de 2 000 mg/kg 
de peso corporal/día cuando el tratamiento dure hasta 14 días y de 1 000 mg/kg de peso corporal/día cuando 
el tratamiento dure más de 14 días. Si se prevé la exposición humana a la sustancia, puede ser preciso admi- 
nistrar una dosis mayor en el ensayo límite. 

1.5.5. Administración de las dosis 

La sustancia de ensayo suele administrarse por sonda gástrica o con una cánula de intubación adecuada, o 
bien por inyección intraperitoneal. Pueden emplearse otras vías de administración, siempre que se justifiquen. 
fl volumen máximo de líquido que puede administrarse de una sola vez por sonda o inyección depende del 
tamaño del anima) de ensayo, pero no excederá de 2 mi/100 g de peso corporal. Deberá justificarse la admi- 
nistración de volúmenes superiores a éste. Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas, que por lo 
general producen efectos exacerbados con concentraciones mayores, deberá reducirse al mínimo la variabili- 
dad del volumen de ensayo ajustando la concentración de manera que el volumen sea el mismo en todas las 
dosis. 

1.5.6. Preparación de los cromosomas 

Se extrae la médula ósea inmediatamente despues del sacrificio, se trata con una solución hipotónica y se fija. 
A continuación, se extienden las cdulas en portaobjetos y se tiñen. 

1.5.7. Análisii 

Se evalúa la citotoxicidad determinando el índice mitótico en un mínimo de 1 000 células por animal, en 
todos los animales tratados (incluidos los controles positivos) y en los controles negativos sin tratar. 

Deben analizarse al menos 100 células de cada animal. La cantidad puede ser menor si se observan numero- 
sas aberraciones. Antes de analizarlas al microscopio, se asigna un código independiente a cada portaobjetos, 
incluidos los controles positivos y negativos. Dado que los métodos de preparación de los portaobjetos provo- 
can con frecuencia la rotura de células en metafase y la pérdida de cromosomas, las células analizadas deben 
contener un número de centrómeros igual a 2n * 2. 

2. RESULTADOS 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Los datos relativos a cada animal se presentaran cn forma de tabla. La unidad experimental es el animal. Se 
determinará en cada animal la cantidad de células analizadas, el número de aberraciones por c&rla y el por- 
centaje de células que presentan aberraciones cromosómicas estructurales. Se hará una relación de los distin- 
tos tipos, el número y la frecuencia de dichas aberraciones en los lotes tratados y los controles. Los gaps se 
registrarán por separado y se recogerán en el informe, pero por lo general no se induirán en la frecuencia 
total de aberraciones. Si no se observan diferencias en la respuesta de un sexo y otro, los datos relativos a 
ambos sexos pueden considerarse conjuntamente en el análisis estadístico. 
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2.2.’ EVALUACIÓN E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento de la proporción de células con 
aberraciones cromosómicas relacionado con la dosis, claro aumento del número de células que presentan abe- 
rraciones en un lote al que se ha administrado una sola dosis y en el que se ha realizado una única toma de 
muestras etc.). Debe considerarse en primer lugar la importancia biológica de los resultados. Pueden 
emplearse métodos estadísticos como apoyo para evaluar los resultados del ensayo (6). El hecho de que los 
datos estadísticos sean significativos no ha de ser el único factor para determinar que una respuesta es posi- 
tiva. Los resultados dudosos deberán aclararse mediante más ensayos en los que convendría modificar las con- 
diciones experimentales. 

El aumento de la poliploidía puede indicar que la sustancia de ensayo es capaz de producir aberraciones cro- 
mosómicas numéricas. El aumento de la endorreduplicación puede indicar que la sustancia de ensayo es capaz 
de inhibir la progresión del ciclo celular (7) (8). 

No se considerarán mutágenas en el ensayo en cuestión las sustancias que den lugar a resultados que no se 
ajusten a los criterios anteriores. 

Si bien en la mayoría de los experimentos los resultados serán claramente positivos o negativos, en algunos 
casos el conjunto de datos no permitti emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo. 
Con independencia del número de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo 
ambiguos o dudosos. 

Un resultado positivo en el ensayo de aberraciones cromosómicas in viw indica que la sustancia de ensayo 
provoca aberraciones cromosómicas en la médula ósea de la especie estudiada. Un resultado negativo indica 
que, en las condiciones del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca aberraciones cromosómicas en la 
medula ósea de la especie estudiada. 

Deberá estudiarse la probabilidad de que la sustancia de ensayo o sus metabolitos pasen al torrente circulato 
rio o lleguen específicamente al tejido diana (toxicidad sistémica, etc.). 

3. INFORME 

INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo incluirá la información siguiente: 

Disolvente o vehículo: 

- motivación de la elección del vehículo, 

- solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehículo, si se conocen. 

Animales de ensayo: 

- especie y cepa utilizadas, 

- número, edad y sexo de los animales, 

- procedencia, condiciones de alojamiento, alimentación, etc., 

- peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo del peso corporal, media y desviación 
estándar de cada lote. 

Condiciones del ensayo: 

- controles positivos y negativos (vehículo o disolvente), 

- datos relativos al estudio de determinación del intervalo. si se ha llevado a cabo, 

- fundamento de la selección de la dosis, 

- preparación de la sustancia de ensayo, 
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- administración de la sustancia de ensayo, 

- fundamento de la elección de la vía de administración, 

- métodos de comprobación de que la sustancia de ensayo llega al torrente circulatorio o al tejido diana, 
en su caso, 

- conversión de la concentración de la sustancia de ensayo en el agua ingerida y/o la dieta (ppm) en la 
dosis rea) (mg/kg de peso corporal/dia), si procede, 

- calidad de los alimentos y el agua, 

- descripción detallada de las pautas de tratamiento y toma de muestras, 

- métodos de determinación de la toxicidad. 

- sustancia que detiene la división celular en la metafase, concentración empleada y duración del trata- 
miento, 

- métodos de preparación de los portaobjetos, 

- critetios de recuento de las aberraciones. 

- número de células analizadas por anima¡, 

- criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o dudosos. 

Resultados: 

- signos de toxicidad, 

- índice mitótico, 

- tipo y número de aberraciones obsetvadas en cada animal, 

- número total de aberraciones por lote, medias y desviaciones estándar, 

- número de células con aberraciones por lote, medias y desviaciones estándar, 

- variaciones de la ploidía. en su caso, 

- relación dosis-respuesta, cuando sea posible, 

- análisis estadísticos, si se han realizado. 

- datos de los controles negativos realizados en paralelo. 

- datos sobre controles históricos negativos, intervalos, medias y desviaciones estándar, 

- datos de los controles positivos realizados en paralelo. 

Discusión de los resultados. 

Conclusiones, 
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ANEXO - 83 

aB.12. MUTACENICIDAD - ENSAYO DE MICRONÚCLEOS EN ERITROCITOS DE MAMfFERO IN VIVO 

1. hfiTOD0 

EI presente método reproduce las directrices del documento OCDE TC 474 sobre el ensayo de micronúcleos 
en eritrocitos de mamífero (1997). 

1.1. INTRODUCCIÓN 

El ensayo in vivo de micromícleos en mamíferos se emplea para detectar lesiones provodadas por la sustancia 
de ensayo en los cromosomas o el aparato mitótico de eritroblastos mediante el análisis de eritrocitos toma- 
dos de la médula ósea y/o la sangre periférica de animales (por lo general roedores). 

El ensayo de micronúcleos tiene por objeto determinar las sustancias que ocasionan lesiones citogenéticas que 
dan lugar a la formación de micronúdeos con fragmentos de cromosomas o cromosomas enteros retardados. 

Cuando los eritroblastos de la médula ósea se transforman en eritrocitos policromáticos. el núcleò principal es 
expulsado y el micronúcleo. caso de haberse formado, puede permanecer en cl citoplasma, que de lo contra- 
rio quedaría anucleado. Resulta más fácil visualizar los micronócleos en estas células, pues carecen de núcleo 
principal. El aumento de la frecuencia de micronúdeos en los eritrocitos policromáticos de animales tratados 
es indicativo de la existencia de lesiones cromosómicas inducidas. 

En este ensayo se emplea habitualmente médula ósea de roedores, pues es en ese tejido donde se forman los 
eritrocitos pokromáticos. La detección de eritrocitos inmaduros (policromáticos) micronucleados en la sangre 
periférica también puede llevarse a cabo en otras especies en las que se haya demostrado que el bazo no es 
capaz de eliminar los eritrocitos micronucleados o que son suficientemente sensibles para detectar agentes 
que provocan aberraciones cromosómicas numéricas o estructurales. Entre los diversos criterios pata distin- 
guir los micronúcleos figura la determinación de la presencia o la ausencia de ccntrómem o de ADN centro- 
mérico en los mismos. El parámetro principal es la frecuencia de eritrocitos inmaduros (policromáticos) 
micronucleados. Si los animales se tratan de forma continua dunnte cuatro semanas o más, también puede 
emplearse como parámetro en el ensayo el número de eritrocitos maduros (normocromáticos) con micronú- 
cleos en la sangre periférica respecto a un número determinado de eritrocitos maduros. 

El presente ensayo in vivo de micronúcleos en mamíferos está especialmente indicado para evaluar el riesgo 
mutagénico. ya que permite tomar en consideración factores del metabolismo in vivo, de la farmacocinética y 
de los procesos de reparación del ADN, si bien dichos factores pueden variar según la especie, el tejido y el 
aspecto genético considerado. Los ensayos in vivo también resultan útiles para ahondar en el estudio de los 
efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitre. 

Si hay pruebas de que la sustancia de ensayo o un metabolito reactivo no llegan al tejido diana, no procede 
malizar el presente ensayo. 

Véase asimismo la introducción general de la parte 6. 

1.2. DEFINICIONES 

Centrómero (cinetocoro): región (o regiones) del cromosoma que se asocia a las fibras del huso acromático 
durante la división celular para permitir el movimiento ordenado de los cromosomas hijos hacia los polos de 
las cüulas hijas. 

Mkronúdeo: núcleo pequeño. adicional al núcleo celular principal y separado de él, y producido durante la 
telofase de la mitosis o la meiosis por fragmentos cromos8micos o cromosomas enteros retardados. 

Eritrocito normocromático: eritrocito maduro que carece de ribosomas y que se distingue del eritrocito 
policromáhco (inmaduro) mediante tinción selectiva de los tibosomas. 
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1.3. 

1.4. 

1.4.1. 

1.4.1.1. 

1.4.1.2. 

1.4.1.3. 

1.4.1.4. 

1.4.2. 

1.4.2.1. 

1.4.2.2. 

Eritrocito policromático: eritrocito inmaduro, en una fase intermedia de tansformación, que aún tiene ribo- 
somas y puede, por tanto, distinguirse del eritrocito normocromático (maduro) mediante tinción selectiva de 
dichos orgánulos. 

PRINCIPIO DEL METODO 

Se exponen los animales a la sustancia de ensayo por una vía adecuada. Si se utiliza médula ósea, se sacrifican 
los animales a intervalos apropiados tras el tratamiento, se extrae la médula ósea, se preparan los portaobjetos 
y se tiiien (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7). Si se emplea sangre periférica, se extrae a intervalos apropiados tras el tra- 
tamiento. se preparan frotis y se tinen (4) (8) (9) (10). En los estudios con sangre periférica las dulas deben 
recolectarse lo antes posible después de la última exposición. Se analizan las preparaciones para detectar la 
presencia de micronúcleos. 

DESCRIPCIÓN DEL MtiODO 

Prepalación 

Sdcaión de la especie animal 

Si se emplea médula ósea, se recomienda el uso de ratones o ratas, pero también pueden utilizarse otras espe- 
cies de mamíferos adecuadas. Si se emplea sangre periférica, se recomienda el uso de ratones. Ahora bien, 
puede utilizarse cualquier otro mamífero adecuado, siempre que se trate de una especie en la que el bazo no 
elimine los eritrocitos micronucleados o en la que se haya demostrado una sensibilidad adecuada para detectar 
agentes que provocan aberraciones cromosómicas numéricas o estructurales. Deben usane animal- jóvenes y 
sanos de cepas utilizadas habitualmente en laboratorio. La variación del peso de los animales al empezar el 
estudio ha de ser mínima y no debe exceder de * 20% del peso medio de cada sexo. 

Afojamientu y alimmranön-de los anim&s 

Se aplicarán las condiciones generales recogidas en la introducción general de la parte B. la humedad debe 
ser del 50 al 60%. 

Pmpurución de los animales 

Se reparten al azar animales adultos jóvenes y sanos entre los lotes tratados y los lotes control. Se identitka a 
los animales de forma unívoca y se los acostumbra a las condiciones de laboratorio durante al menos cinco 
días. Las jaulas se colocan de manera que los posibles efectos debidos a la posición de las mismas sean 
mínimos. 

Las sustancias de ensayo sólidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehículos adecuados y, si es 
preciso, diluirse antes de su administración a los animales. Las sustancias de ensayo líquidas pueden adminis- 
trarse directamente o diluirse antes de la administración. Han de emplearse soluciones de la sustancia de 
ensayo reciin preparadas. salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas. 

Condiciones del ensayo 

Disolvmtc o vehículo 

El disolvente o vehículo no deberá producir efectos tóxicos a las dosis empleadas. Es preciso cerciorarse de 
que el disolvente o vehículo no produce reacciones químicas con la sustancia de ensayo. Si se emplean disol- 
ventes o vehículos poco conocidos, debe disponerse de información de referencia que avale su compatibilidad. 
Siempre que sea posible, SC recomienda considerar en primer lugar la utilización de un disolvente o vehículo 
acuoso. 

Controles 

Debe& realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehículo) en paralelo en ambos sexos y en 
cada ensayo. Salvo por lo que respecta a la exposición a la sustancia de ensayo, los animales de los lotes de 
control deben tratarse exactamente igual que los de los lotes tratados. 
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En los controles positivos deberían formarse micronúcleos in vivo con grados de exposición en los que quepa 
esperar un aumento detectable respecto a la frecuencia espontánea. Las dosis del control positivo deben ser 
tales que los efectos sean claros, pero no revelen inmediatamente al lector la identidad de los portaobjetos 
codificados. La sustancia del control positivo podrá administrarse por una vía distinta de la empleada para la 
sustancia de ensayo y la toma de muestras podrá realizarse una sola vez. Podrá considerarse la utilización en 
dichos controles de sustancias de clases químicas afines, cuando sea posible. A continuación figuran algunos 
ejemplos de sustancias para los controles positivos: 

SUSt.UlCh N’ CAS No Eimcs 

Metanosulfonato de etilo 
l 

62-50-o 
I 

200-536-7 

N-etilo-N-nitrosourea 
I 

759-73-g 
I 

212-072-2 

Mitomicina C 
l 

50-07-7 
I 

200-008-6 

Ciclofosfamida 

Monohidrato de ciclofosfhmida 

Trietilenomelamina 

50-18-O 200-015-4 

6055-19-2 

51-18-3 200-08 3-5 

Salvo que haya datos anteriores sobre controles que pongan de manif%sto una variabilidad entre animales y 
una frecuencia de células con micronúcleos aceptables, se realizarán, para cada período de muestreo, controles 
negativos únicamente con el disolvente o vehículo, y se tratarán, por lo demás, de igual manera que los lotes 
tratados. Si se hace una sola toma de muestras en los controles negativos, el momento más oportuno para 
hacerla es tras el primer período de muestreo. Se realizarán asimismo controles sin tratar, salvo que exista 
información anterior o publicada sobre controles que demuestre que el disolvente o vehículo elegido no 
induce efectos nocivos ni mutágenos. 

Si se emplea sangre periférica, puede aceptarse como control negativo en paralelo una muestra previa al trata- 
miento, pero únicamente en los estudios cortos (por ejemplo, de una a tres administraciones), si los resultados 
se encuentran en el intervalo previsto según controles anteriores. 

1.5. PROCEDIMIENTO 

1.5.1. Número y sexo de los animales 

Cada lote tratado y cada control ha de estar compuesto al menos por cinco hembras y cinco machos analiza- 
bles (ll). Si en cl momento en que se efectúe el estudio se dispone de datos sobre otros estudios realizados 
con la misma especie y la misma vía de exposición, que demuestren que no hay diferencia significativa entre 
sexos en cuanto a la toxicidad, será suficiente el ensayo en un solo sexo. En caso de que la exposición 
humana a las sustancias pueda ser específtca de un sexo, como sucede con algunos productos farmacéuticos, 
cl ensayo se realizará con animales del sexo correspondiente. 

1.5.2. Pauta de tatamicnto 

No se recomienda ninguna pauta normalizada (una, dos o más administraciones a intervalos de 24 horas, 
etc.). Pueden aceptarse muestras tomadas en el marco de estudios de larga duración siempre que se haya 
demostrado que ese tipo de estudio proporciona resultados positivos o. si los resultados son negativos, que ha 
habido toxicidad o bien que se ha estado aplicando la dosis límite hasta el momento de tomar la muestra. 
También puede dividirse la dosis -por ejemplo. en dos veces al día separadas por algunas horas como máxi- 
mo- con el fin de facilitar la administración de grandes cantidades. 

W ensayo puede realizarse de dos maneras: 

4 se administra la sustancia de ensayo a los animales en una sola vez. Se extraen muestras de la médula 
ósea al menos dos veces. la primera de ellas cuando hayan transcurrido más de 24 horas, pero menos de 
48 horas desde el tratamiento. Debe respetarse un intervalo adecuado entre las tomas. Si se extraen mues- 
tras antes de que transcurran 24 horas desde el tratamiento, deberá justificarse. Las muestras de sangre 
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perifética han de tomarse al menos en dos ocasiones. la primera de ellas cuando haya transcurrido un 
mínimo de 36 horas desde el tratamiento. Tras la primera toma, se respetan intervalos adecuados, sin 
sobrepasar las 72 horas. Si se observa una respuesta positiva en una toma de muestras, no es preciso 
realizar más, 

b) si se efectúan dos o más administraciones diarias (por ejemplo, dos o más administaciones a intervalos 
de 24 horas), ha de tomarse una muestra transcurridas de 18 a 24 horas desde la última administración 
si se trata de médula ósea, y de 36 a 48 horas desde la última administración en el caso de la sangre peri- 
férica (12). 

Si procede, pueden aplicarse otros tiempos de muestreo adicionales. 

1.5.3. Dosis 

Si se Ueva a cabo un estudio previo de determinación de la gama de dosis por falta de datos adecuados, ha de 
hacerse en el mismo laboratotio. con la misma especie, cepa, sexo y protocolo de tratamiento que el estudio 
principal (13). Si se produce toxicidad, se administrarán tres dosis distintas para el primer período de mues- 
treo. La gama de dosis deberá abarcar desde la toxicidad máxima hasta una toxicidad escasa o nula. En el 
último período de muestreo se administrará únicamente la dosis máxima. Se entenderá por “dosis máxima” la 
que produzca cales signos de toxicidad que, si se administrara una dosis superior según el mismo protocolo, 
resultaría probablemente letal. Las sustancias con actividades biológicas específicas a dosis bajas no tóxicas 
(como las hormonas y los mitógenos) pueden constituir excepciones en cuanto a los criterios de estableci- 
miento de la dosis y han de evaluarse caso por caso. La dosis máxima también puede definirse como la dosis 
que produce algún signo de toxicidad en la médula ósea (por ejemplo, reducción de la proporción de eritroci- 
tos inmaduros respecto al total de eritrocitos en la médula ósea o la sangre periférica). 

1.5.4. Ehsayo límite 

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 2 000 mg/kg de peso corporal administrada cn una sola 
vez, o dos veces en el mismo día, no se observan efectos tóxicos y si, sobre la base de datos relativos a sustan- 
cias de eStructura afin. no cabe esperar genotoxicidad, puede no ser necesario llevar a cabo un estudio com- 
pleto con tres dosis diferentes. En el caso de estudios de mayor duración, la dosis límite será de 2 000 mg/kg 
de peso corporal/día cuando el tratamiento dure hasta 14 días y de 1 000 mg/kg de peso corporal/día cuando 
el tratamiento dure más de 14 días. Si SC prevé la exposición humana a la sustancia, puede ser preciso 
administrar una dosis mayor en el ensayo límite. 

1.5.5. Administración de las dosis 

La sustancia de ensayo suele administarse por sonda gástrica o con una cánula de intubación adecuada, o 
bien por inyección intraperitoneal. Pueden emplearse otras vías de administración. siempre que se justifiquen. 
El volumen máximo de líquido que puede administarse de una sola vez por sonda o inyección depende del 
tamaño del animal de ensayo, pero no excederá de 2 ml/lOO g de peso corporal. Deberá justificarse la admi- 
nistración de volúmenes superiores a éste. Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas, que por lo 
general producen efectos exacerbados con concentraciones mayores, deberá reducirse al mínimo la variabili- 
dad del volumen de ensayo ajustando la concentación de manera que el volumen sea el mismo en todas las 
dosis. 

1.5.6. Preparación de la médula ósea o la sangre periférica 

Por lo general, la médula ósea se extrae del fémur o la tibia de los animales recién sacrificados. Las células 
suelen tomarse del fémur o la tibia, SC preparan y se tiñen según métodos establecidos. La sangre periférica se 
extrae de la vena caudal o de otro vaso sanguíneo adecuado. Las células hcmáticas se someten inmediata- 
mente a una tinción supravital (8) (9) (10) o se extienden en frotis y luego SC tiñen. Si se emplea un colorante 
específico del ADN [por ejemplo, naranja de acridina (14) o Hoechst 3 3258 más pironina-Y (1 S)] pueden evi- 
tarse algunos de los artefactos que aparecen cuando se utiliza un colorante que no es especifico del ADN, 
pero no por ello han de descartarse los colorantes convencionalcj (coloración de Giemsa. etc.). También pue- 
den utilizarse ocros sistemas [por ejemplo, columnas de celulosa para eliminar las células nucleadas (16)], 
siempre que se tenga constancia de que resultan adecuados para la preparación de micronúcleos en labora- 
torio. 

Z.5.7. AlláliSiS 

Para cada animal, se determina la relación entre los eritrocitos inmaduros y el total de eritrocitos (inmadu- 
ros + maduros) en un recuento de al menos 200 eritrocitos si se trata de médula ósea y de 1 000 si se trata de 
sangre periférica (17). Antes de analizarlos al microscopio, se codiican independientemente todos los por- 
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taobjetos, incluidos los controles positivos y negativos. Se determinará la cantidad de eritrocitos inmaduros 
micronucleados en un mínimo de 2 000 eritrocitos inmaduros por animal. Puede obtenerse más información 
contando los eritrocitos maduros con micronúcleos. En el análisis de los portaobjetos la proporción de eritro- 
citos inmaduros respecto al total de eritrocitos no debe ser inferior al 20% del valor del control. Si los anima- 
les han sido tratados de forma continua durante cuatro semanas o más, también puede determinarse la canti- 
dad de micronúcleos en un mínimo de 2 000 eritrocitos maduros por animal. Pueden emplearse sistemas de 
análisis automatizados (análiiis de la imagen o citomettia de flujo continua de suspensiones celulares) en lugar 
del recuento manual. siempre que estén debidamente justificados y validados. 

2. RESULTADOS 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Los datos relativos a cada animal se presentarán en forma de tabla. La unidad experimental es el animal. Para 
cada animal analizado se relacionará por separado el número de eritrocitos inmaduros, el de eritrocitos inma- 
duros micronucleados y la proporción de eritrocitos inmaduros respecto al total de eritrocitos. Si los animales 
han sido tratados de forma continua durante cuatro semanas o más, se proporcionarán también los datos rela- 
tivos a los eritrocitos maduros, caso de haberse recogido. Se facilitarán, para cada animal, la proporción de 
eritrocitos inmaduros respecto al total de los mismos y, si procede, el porcentaje de eritrocitos micronuclea- 
dos. Si no se observan diferencias en la respuesta de un sexo y otro, los datos relativos a ambos sexos pueden 
considerarse conjuntamente en el análisis estadístico. 

2.2. EVALUACl6N E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento del número de células micronu- 
cleadas relacionado con la dosis, claro aumento del número de dichas cüulas en un lote al que se ha adminis- 
nado una sola dosis y en el que se ha realizado una única toma de muestras. etc.). Debe considerarse en pri- 
mer lugar la importancia biológica de los resultados. Pueden emplearse métodos estadísticos como apoyo para 
evaluar los resultados del ensayo (18) (19). El hecho de que los datos estadísticos sean significativos no ha de 
ser el único factor para determinar que una respuesta es positiva. Los resultados dudosos deberán aclararse 
mediante más ensayos en los que convendría modificar las condiciones experimentales. 

No se considerarán mutágenas en el ensayo en cuestión las sustancias que den lugar a resultados que no se 
ajusten a los criterios anteriores. 

Si bien en la mayoría de los experimentos los resultados serán claramente positivos o negativos, en algunos 
casos el conjunto de datos no permitirá emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo. 
Con independencia del número de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo 
ambiguos o dudosos. 

Un resultado positivo en el ensayo de micronúcleos indica que la sustancia de ensayo induce la formación de 
micronúcleos, que son consecuencia de una lesión de los cromosomas o del aparato mitótico de los eritro- 
blastos de la especie estudiada. Un resultado negativo indica que, en las condiciones del ensayo, la sustancia 
de ensayo no induce la formación de micronúcleos en los eritrocitos inmaduros de la especie estudiada. 

Deberá estudiarse la probabilidad de que la sustancia de ensayo o sus metabolitos pasen al torrente circulato- 
rio o lleguen específicamente al tejido diana (toxicidad sistémica, etc.). 

3. INFORME 

INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo incluirá la información siguiente: 

Disolvente o vehículo: 

- motivación de la elección del vehículo, 

- solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehículo, si se conocen. 
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Animales de ensayo: 

- especie y cepa utilizadas, 

- número, edad y sexo de los animalu. 

- procedencia, condiciones de alojamiento, alimentación. etc., 

- peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo del peso corporal, media y desviación 
estándar de cada lote. 

Condiciones de) ensayo: 

- 

- 

- 

- 

- descripción detallada de las pautas de ttatamiento y toma de muestras, 

- métodos de preparación de los portaobjetos, 

- métodos de determinación de la toxicidad, 

- criterios de recuento de los eritrocitos inmaduros micronucleados. 

- número de células analizadas por animal, 

- criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o dudosos. 

datos de los controles positivos y negativos (vehículo o disolvente), 

datos relativos al estudio de determinación del intervalo de dosis, si se ha llevado a cabo, 

fundamento de la selección de la dosis, 

preparación de la sustancia de ensayo, 

administración de la sustancia de ensayo, 

fundamento de la elección de la vía de administración, 

métodos de comprobación de que la sustancia de ensayo llega al torrente circulatorio o al tejido diana, 
en su caso, 

conversión de la concentración de la sustancia de ensayo en el agua ingerida y/o la dieta (ppm) en la 
dosis real (mg/kg de peso corporal/día), si procede, 

calidad de los alimentos y el agua, 

Resultados: 

- signos de toxicidad, 

- proporción de eritrocitos inmaduros respecto al total de eritrocitos, 

- número de eritrocitos inmaduros micronucleados observados en cada animal, 

- media * desviación estándar de eritrocitos inmaduros micronucleados de cada lote, 

- relación dosis-respuesta. cuando sea posible, 

- análisis estadísticos y métodos aplicados, 

- datos de los controles históricos negativos y los realizados en paralelo al ensayo, 

- datos de los controies positivos realizados en paraielo. 

Discusión de los resultados. 

Conclusiones. 
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ANEXO -94 

.B.13/14. MUTAGENICIDAD - ENSAYO DE MUTACI6N INVERSA EN BACTERIAS 

1. MÉTODO 

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 471 sobre el ensayo de mutación 
inversa en bacterias (1997). 

1.1. INTRODUCClóN 

En el ensayo de mutación inversa en bacterias se emplean cepas de Salmonefln typhimurium y kchaihia coli 
auxotrófkas respecto a un aminoácido para detectar mutaciones puntuales que impliquen sustitución, adición 
o deleción de uno o varios pares de bases del ADN (1) (2) (3). El ensayo se fundamenta en la detección de 
mutaciones que revierten mutaciones presentes en las cepas experimentales y restablecen la capacidad funcio- 
nal de las bacterias de sintetizar un aminoácido esencial. Las bacterias revertientes se detectan por su capaci- 
dad de crecer en ausencia del aminoácido que la cepa experimental parcntal no es capaz de sintetizar. 

Las mutaciones puntuales ocasionan numerosas enfermedades genéticas humanas. Además de ello, son 
muchas las pruebas de que dichas mutaciones en oncogenes y genes supresorts de tumores de las células 
somáticas intervienen en la formación de tumores en los seres humanos y los animalcs de experimentación. 
El ensayo de mutación inversa en bacterias es rápido, poco costoso y relativamente sencillo de realizar. 
Muchas de las cepas experimentalu presentan algunas características que las hacen más sensibles para la 
detección de mutaciones: secuencias de ADN sensibles en los sitios de reversión, mayor permeabilidad celular 
a las moléculas grandes y eliminación de sistemas de reparación del MN o intensificación de los procesos de 
reparación del ADN propensos a errores. La especificidad de las cepas experimentales puede proporcionar 
informaci6n útil sobre los tipos de mutaciones inducidas por sustancias genotóxicas. Existe una importante 
base de datos relativa a una gran variedad de estructuras que recoge los resultados de ensayos de mutación 
inversa en bacterias. Asimismo, se han desarrollado metodologías bien consolidadas para analizar productos 
químicos, incluidos los compuestos volátiles, con diferentes propiedades fisicoquímicas. 

Véase asimismo la introducción general de la parte B. 

1.2. DEFINICIONES 

Ensayo de mutación inversa en Salmonclla typhimutium o E&richia wli: ensayo que permite detectar una 
mutación en una cepa auxótrofa para un aminoácido (histidina y triptófano. respectivamente), que la trans- 
forma en una cepa independiente del aporte externo de dicho aminoácido. 

Mutágenos que provocan la sustitución de un par de bases: agentes que provocan el cambio de una base 
en el ADN. En un ensayo de reversión el cambio puede producirse en el sitio de la mutación original o en un 
segundo sitio del genoma bactetiano. 

Mutagenos que desplazan el marco de lectura: agentes que provocan la adición o deleción de uno o más 
pares de bases en cl ADN. lo que modifica el marco de lectura en el ARN. 

1.3. CONSIDERACIONES INICIALES 

En el ensayo de mutación inversa en bacterias se utilizan células procariotas, que difieren de las células de 
mamifero en aspectos como la absorción, el metabolismo. la esnuctura cromosómica y los procesos de repa- 
ración del ADN. En los ensayos in vibu suele ser necesario emplear un sistema de activación metabólica exó- 
gena, si bien tales sistemas no pueden reproducir todas las condiciones que se dan in vivo en los mamíferos. 
Por tanto, el ensayo no proporciona información directa sobre la potencia mutagénica y carcinogénica de una 
sustancia determinada en mamíferos. 

El ensayo de mutación inversa en bacterias se emplea habitualmente para hacer una selección inicial de la 
actividad genotóxica y, en particular, de la actividad inductora de mutaciones puntuales. Una importante base 
de datos ha puesto de manifiesto que muchas sustancias químicas que dan un resultado positivo en este 
ensayo también presentan actividad mutagénica en otros ensayos. También hay agentes mutagénicos que no 
son detectados por este ensayo. Esas deficiencias pueden deberse a la naturaleza específica del efecto detec- 
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tado, a diferencias de la activación metabólica o de la biodisponibilidad. Por otra parte, los factores que incre- 
mentan la sensibilidad del ensayo de mutación inversa en bacterias pueden llevar a sobrestimar la actividad 
mutagénica. 

El ensayo de mutación inversa en bacterias puede no ser apropiado para evaluar determinadas clases de sus- 
tancias químicas como los compuestos muy bactericidas (por ejemplo, algunos antibióticos) y aquellos de los 
que se cree (o se sabe) que interfieren de forma específica en el sistema de replicación celular de los mamífe- 
ros (por ejemplo, algunos inhibidores de la topoisomerasa y algunos análogos de los nucleósidos). En esos 
casos están más indicados los ensayos de mutaciones en mamíferos. 

Pese a que muchos de los compuestos que dan un resultado positivo en este ensayo son carcinógenos para 
los mamíferos, la correlación no es absoluta, sino que depende de la clase química. Ademas de ello, hay carci- 
nógenos que el ensayo no detecta, pues actúan por mecanismos que no son genotóxicos o que no existen en 
las células bacterianas. 

1.4. PRINCIPIO DEL M!?l-ODO 

Se exponen las suspensiones de células bacterianas a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un 
sistema de activación metabólica exógena. En el método de incorporación en placa, las suspensiones se mez- 
clan con agar de recubrimiento y se vierten inmediatamente sobre una placa en medio mínimo. En el método 
de preincubación, la mezcla de tratamiento se incuba y luego se mezcla con agar de recubrimiento antes de 
verterla sobre una placa en medio mínimo. En ambos casos, tras dos o tres días de incubación, se cuentan las 
colonias revertientes y se compara su cantidad con la de colonias revertientes espontáneas en las placas de 
control con disolvente. 

Entre los diversos procedimientos descritos para realizar el ensayo de mutación inversa en bacterias los méto- 
dos siguientes se utilizan comúnmente: incorporación en placa (1) (2) (3) (4) preincubación (2) (3) (5) (6) (7) 
(8). fluctuación (9) (10) y suspensión (ll). También se han descrito modificaciones para los ensayos con gases 
y vapores (12). 

Los procedimientos descritos en el método corresponden principalmente a la incorporación en placa y a la 
preincubación. Ambos son aceptables para realizar experimentos con y sin activación metabblica. El método 
de preincubación resulta más eficaz para detectar determinadas sustancias que pertenecen a clases químicas 
que incluyen nitrosaminas alifáticas de cadena corta, metales divalentes, aldehídos, azocolorantes y diazocom- 
puestos, alcaloides de la pirolizidina. compuestos alílicos y nitrocompuestos (3). También se reconoce que 
algunas clases de mutágenos no siempre se detectan con procedimientos ordinarios como los métodos de 
incorporación sobre placa y de preincubación. Esos casos deben considerarse ‘especiales” y se recomienda 
seriamente utilizar otros procedimientos para detectarlos. Se han determinado los “casos especiales” siguientes 
(junto con ejemplos de procedimientos de detección eficaces): azocolorantes y diazocompuestos (3) (5) (6) 
(13). gases y sustancias químicas volátiles (12) (14) (15) (16) y glicósidos (17) (18). Cualquier desviación res- 
pecto al procedimiento ordinario ha de estar científicamente justificada. 

1.s. DESCRIPCIÓN DEL MkTODO 

1.5.1. Reparación 

1.5.1.1. BacteGs 

Se dejan crecer cultivos bacterianos recientes hasta el final de la fase exponencial o hasta el principio de la 
fase estacionaria (unas lo9 células por ml). No deben emplearse cultivos que se encuentren al final de la fase 
estacionaria. Es Fundamental que los cultivos utilizados para el experimento contengan un título elevado de 
bacterias viables. El título puede demostrarse sobre la base de datos de controles anteriores sobre curvas de 
crecimiento o bien determinando en cada ensayo el número de células viables mediante un experimento de 
cultivo en placas. 

La temperatura de incubación recomendada es de 37-C. 

Se emplearán al menos cinco cepas bacterianas, de las cuales cuatro serán de S. typhimurium (TA153S; 
TA1 S? 7, TA97a o TA97: TA98 y TAlOO), de fiabilidad demostrada y cuya respuesta sea reproducible entre 
laboratorios. Esas cuatro cepas de S. typhimurium poseen pares de bases CC en el sitio de reversión primaria y 
se sabe que no son capaces de detectar determinados mutágenos oxidantes. agentes de entrecruzamiento e 
hidracinas. Dichas sustancias son detectadas por las cepas E. coli WP2 y S. typhimurium TA102 (19), que 
poseen un par de bases AT en el sitio de reversión primaria. Así pues, se recomienda la combinación de cepas 
siguiente: 
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- S. ‘yphimurium TA1 53 S y 

- 5. typhimutium TA1537 y TA97 o TA97a. y 

- S. typhimurium TA98 y 

- S. typhimtuiurn TA100 y 

- E. coh WP2 uvrA o E. coli WP2 uvrA (pKMl01) o S. typhimurium TA102. 

Para detectar mutágenos de entrecruzamiento puede ser mejor incluir TA102 o añadir una cepa de E. coli efi- 
caz en la reparación de ADN [por ejemplo, E. coh WP2 o E. coli WP2 @Kh4101)]. 

Se seguián procedimientos reconocidos de preparación de cultivos madre, comprobación de marcadores y 
conservación. Debe demostrarse en cada preparación de cultivo madre congelado que es necesario aportar el 
aminoácido en cuestión para que haya crecimiento (bistidina en las cepas de S. typhimutium y triptófano en 
las de E. coli). Se controlarán de igual manera otras caracterfsticas fenoápicas, en concreto la presencia o 
ausencia de factores R, si procede [resistencia a la ampicilina en las cepas TA98, TA100 y TA97a o TA97, 
WP2 uvrA y WP2 uvrA @KMlOI), y a la ampicibna + tetraciclina en la cepa TA1021 y la presencia de muta- 
ciones características (mutación rfa en S. typhimurium mediante la sensibilidad al violeta cristal. y mutación 
uvrA en E. coli o uvrB en S. typhimurium. mediante la sensibilidad a la luz ultravioleta) (2) (3). Las cepas deben 
producir un número de colonias revertientes espontáneas por placa en las gamas de frecuencia esperadas 
sobre la base de datos de controles anteriores del laboratorio y preferiblemente en la gama recogida en las 
publicaciones. 

1.5.1.2. Medio 

Se emplearán un agar mínimo adecuado (por ejemplo, con medio mínimo E de Vogel-Bonner y glucosa) y un 
agar de recubrimiento con histidina y biotina o ttiptófano para permitir pocas divisiones celulares (1) (2) (9). 

1.5.1.3. tivución metubólicta 

Las bacterias deben exponerse a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un sistema adecuado de 
activación metabólica. El sistema más comúnmente empleado es una fracción postmitocondrial (89) a la que 
se añaden cofactores y que se obtiene de hígados de roedores tratados con inductores entimáticos como el 
Aroclor 1254 (1) (2) o una mezcla de fenobarbital y B-naftoflavona (18) (20) (21). La fracción postmitocon- 
dtial suele emplearse en concentraciones que varian del 5 al 30% v/v en la mezcla S9. La elección y la condi- 
ción de un sistema de activación metabólica puede depender de la clase de sustancia estudiada. En algunos 
casos puede ser oportuno utilizar varias concentraciones distintas de fracción postmitocondrial. En el caso de 
los azocolorantes y los diazocompuestos puede estar más indicado utilizar un sistema reductor de activación 
metabólica (6) (13). 

1.5.1.4. Reparación de h susumcia de ensoy 

Las sustancias de ensayo sólidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehículos adecuados y, si es 
preciso, diluirse antes de tratar las bacterias. Las sustancias de ensayo líquidas pueden añadirse directamente al 
sistema de ensayo ylo diluirse antes del tratamiento. Han de emplearse soluciones recién preparadas, salvo 
que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas. 

Es preciso cerciorane de que el disolvente o vehículo no produce reacciones químicas con la sustancia de 
ensayo y es compatible con la supervivencia de las bacterias y la actividad de la S9 (22). Si se emplean disol- 
ventes o vehículos poco conocidos, debe disponerse de información que avale dicha compatibilidad. Siempre 
que sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilización de un disolvente o un vehículo 
acuoso. Cuando se estudien sustancias inestables en presencia de agua, deberán emplearse disolventes orgáni- 
cos que no contengan agua. 

l.S.2. Condiciones de ensayo 

l.S.2.1. Cepac de enrayo (véase el punto 1.5.1.1) 

L.S.2.2. Gmcentr&xus de exposición 

Para determinar la mayor concentración de la sustancia de ensayo deben considerarse, entre otros criterios, ]a 
citotoxicidad y la solubilidad en la mezcla de tratamiento final. 
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Puede ser útil determinar la toxicidad y la insolubilidad en un experimento preliminar. La citotoxicidad puede 
manifestarse por una reducción del número de colonias revertientes, la disminución o la aclaración de la con- 
fluencia del césped bacteriano, o la tasa de supervivencia de los cultivos tratados. La citotoxicidad de una sus- 
tancia puede verse alterada en presencia de sistemas de activación metabólica. Ha de valorarse la insolubilidad 
en forma de precipitación en la mezcla Fmal en las condiciones reales de ensayo, visible por simple observa- 
ción. 

Si se trata de sustancias de ensayo solubles y no citotóxicas. la concentración máxima recomendada es de 
S mg/placa o S @/placa. En el caso de sustancias no citotóxicas que no sean solubles a dicha concentración, 
una o varias de las concentraciones empleadas resultarán insolubles en la mezcla de tratamiento final. Las sus- 
tancias de ensayo que ya sean citotóxicas por debajo de 5 mg/placa o 5 pl/placa deberán ensayarse a concen- 
traciones que llegarán como máximo hasta la concentración citotóxica. El precipitado no ha de interferir en 
la evaluación. 

Se emplearán al menos cinco concentraciones analizables de la sustancia de ensayo con intervalos semilogatít- 
micos aproximadamente (JlO) para el experimento inicial. Si se está estudiando la relación respuesta-concen- 
tración, puede estar indicado emplear intervalor menores. Para. evaluar sustancias que contengan cantidades 
considerables de impurezas potencialmente mutagénicas podrá considerarse el uso de concentraciones supe- 
riores a S mg/placa 0 S pl/placa. 

1.5.2.3. Controh positivos y negativos 

En todos los experimentos deberán realizarse en paralelo controles positivos y negativos (disolvente o vehí- 
culo) específicos de la cepa utilizada, con y sin activación metabólica. Se seleccionaran las concentraciones del 
control positivo que demuestren ser eficaces en cada experimento. 

En los experimentos con sistema de activación metabólica, la sustancia o sustancias de referencia del control 
positivo se elegirán con arreglo al tipo de cepa bacteriana empleada. 

A continuación figuran algunos ejemplos de sustancias adecuadas para los controles positivos en ensayos con 
activación metabólica: 

Sustancia WCAS No Einecs 

9,10-Dimetilantraceno I 781-43-1 I 212-308-4 

7.12-Dimetilbenzo[a]antraceno 

Benzo(a]pireno 

2-Aminoantraceno 

Ciclofosfamida 

Monohidrato de ciclofosfamida 

57-97-6 200-359-s 

50-32-g 200-028-S 

613-13-8 210-330-g 

50-18-O 200-015-4 

6OSS-19-2 

La sustancia siguiente es apropiada para el control positivo del método de activación metabólica reductora: 

Sustancia I No CAS I No Einecs 

Rojo Congo 
I 

573-58-o 
I 

209-358-4 

El 2-aminoantraceno no ha de emplearse como único indicador de la eficacia de la mezcla S9. Caso de 
emplearlo, todos los lotes de S9 han de caracterizarse asimismo con un mutágeno que requiera activación 
metabólica mediante enzimas microsomales. como el benzo[a]pireno o el dimetilbenzoantraceno. 
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A continuación figuran algunos ejemplos de sustancias para los controles positivos específicas de determina- 
das cepas para ensayos sin sistema de activación metabólica exógena: 

susrancia 

Azida de sodio 

2-Nitrofluoreno 

9-Aminoacridina 

ICR 191 

Hidroperóxido de cumeno 

Mitomicina C 

N-ctil-N-nitroN-nitrosoguanidina 

4-Nitroquinolina-l-óxido 

huilfüramida 
6-2) 

No CAS No Einecs 

26628-22-8 247-852-l 

607-57-g 210-138-s 

90-45-9 201-995-6 

17070-4s-o 241-129-4 

80-l 5-9 201-254-7 

w-07-7 200-008-6 

70-25-7 200-730-l 

56-57-S 200-281-I 

3688-53-7 

Cepa 

TA 1535 y TA 100 

TA 98 

TA 1237, TA 97 y TA 97a 

TA 1537. TA 97 y TA 97a 

TA 102 

Wl’ZuvrA y TA 102 

WP2, WPZuvrA y 
WPZuvrA@KM101) 

WP2, WPZuvrA y 
WPZuvrA@KMlOl) 

Cepas que contengan 
plásmidos 

Pueden emplearse otras sustancias adecuadas para los controles positivos. Deberá considerarse la utilización 
en dichos controles de sustancias de clases químicas afines, cuando sea posible. 

Se realizarán controles negativos sin sustancia de ensayo, únicamente con el disolvente o vehículo, y se trata- 
rán de igual manera que los lotes tratados. Se prepararán asimismo controles sin tratar, salvo que exista infor- 
mación anterior sobre controles que demuestre que el disolvente elegido no induce efectos nocivos ni mutá- 
genos. 

1.5.3. Procedimiento 

En el método de incorporacitk sobre placa (1) (2) (3) (4). sin activación metabólica. suele mezclarse 0,O.S ml 
o 0.1 ml de las soluciones de ensayo, 0.1 ml de cultivo bacteriano fresco (aproximadamente 10’ células via- 
bles) y 0,s ml de solución tampón estéril con 2.0 ml de agar de recubrimiento. En el ensayo con activación 
metabólica suele añadirse 0.5 ml de mezcla de activación metabólica que contenga una cantidad adecuada de 
fracción postmitocondrial (del 5 al 30% v/v en dicha mezcla) al agar de recubrimiento (2.0 ml). las bacterias 
y la sustancia o solución de ensayo. Se mezcla el contenido de cada tubo y se vierte sobre una placa de agar 
mínimo. Se deja solidificar el agar de recubrimiento antes de incubar. 

En el método de preincubación (2) (3) (5) (6) se incuba la sustancia o solución de ensayo con la cepa experi- 
mental (aproximadamente lOa células viables) y la solución tampón de ensayo o el sistema de activación 
metabólica (0,5 mi), por lo general durante 20 minutos o más a 30-37-C. Después se añade el agar de recu- 
brimiento y se vierte sobre una placa de agar mínimo. Habitualmente se mezcla 0,OS a 0.1 ml de sustancia o 
solución de ensayo, 0.1 ml de cultivo bacteriano y 0.5 ml de mezcla S9 o solución tampón estéril con 2.0 ml 
de agar de recubrimiento. Se airean los tubos durante la preincubación con un agitador. 

Se prepararán tres placas por cada dosis para estimar adecuadamente la variación. Pueden prepararse sólo dos 
placas por dosis si se justifica científicamente. La pérdida ocasional de una placa no invalida necesariamente 
el ensayo. 

Las sustancias gaseosas o volátiles han de someterse a ensayo con métodos adecuados (recipientes de cultivo 
herméticos, etc.) (12) (14) (15) (16). 
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1.5.4. Incubación 

Se incuban todas las placas de un mismo ensayo entre 48 y 72 horas a 37’C. Al término de la incubación, se 
cuenta el número de colonias revertientes por placa. 

2. RESWLTADOS 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Se facilitará el número de colonias revertientes por placa, así como el número de colonias revertientes en las 
placas del control negativo (control con disolvente y control sin tratar, en su caso) y del positivo. Debe pro- 
porcionarse el recuento por placa, la media de colonias revertientes por placa y la desviación estándar corres- 
pondientes a la sustancia de ensayo y a los controles positivos y negativos (sin tratar y/o con disolvente). 

No será preciso comprobar los resultados positivos claros, si bien los resultados dudosos deberán aclararse 
mediante más ensayos en los que convendría modificar las condiciones experimentales. Los resultados negati- 
vos se confirmaran caso por caso. Los casos en que dicha confkrnación no se considere necesaria deberán jus- 
tiftcarse. En los experimentos ulteriores se considemá la posibilidad de modificar los parámetros del estudio 
para ampliar la gama de condiciones analizadas. Entre los parámetros modificables se encuentra la separación 
entre concentraciones. el método de tratamiento (incorporación sobre placa o preincubación líquida) y las 
condiciones de activación metabólica. 

2.2. EVALUACIÓN E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento relacionado con la concentración 
en la gama utilizada y/o aumento reproducible con una o varias concentraciones en el número de colonias 
revertientes por placa al menos en una cepa. con o sin sistema de activación metabólica, etc.) (23). Debe con- 
siderarse en primer lugar la importancia biológica de los resultados. Pueden emplearse métodos estadísticos 
como apoyo para evaluar los resultados del ensayo (24). No obstante, el hecho de que los datos estadísticos 
sean significativos no ha de ser el único factor para determinar que una respuesta es positiva. 

No se considerarán mutágenas en el ensayo las sustancias que den lugar a resultados que no se ajusten a los 
criterios anteriores. 

Si bien en la mayoría de los experimentos los resultados serán claramente positivos o negativos. en algunos 
casos el conjunto de datos no permitirá emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo. 
Con independencia del número de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo 
ambiguos o dudosos. 

Un resuhado positivo en el ensayo de mutación inversa en bacterias indica que la sustancia de ensayo induce 
mutaciones puntuales por sustitución de bases o desplazamientos del marco de lectura en el genoma de .%l- 
mon& typhimutium y/o Eschcrichia coli. Un resultado negativo indica que, en las condiciones del ensayo, la 
sustancia de ensayo no resulta mutagénica en la especie estudiada. 

3. INFORME 

INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo incluirá la información siguiente: 

Disolvente o vehículo: 

- motivación de la elección del disolvente o vehículo, 

- solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehículo, si se conocen. 

Cepas: 

- cepas utilizadas. 

- número de c&tlas por cultivo, 

- características de las cepas. 
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Condiciones del ensayo: 

- cantidad de sustancia de ensayo por placa (mg/placa o pl/placa). fundamento de la selección de las dosis 
y número de placas por concentración, 

- medios utilizados, 

- tipo y composición del sistema de activación metabólica, incluidos los criterios de aceptabilidad, 

- procedimientos de tratamiento. 

Resultados: 

- signos de toxicidad, 

- signos de precipitación, 

- recuentos por placa, 

- cantidad media de colonias revertientes por placa y desviación estándar, 

- relación dosis-respuesta, cuando sea posible, 

- análisis estadísticos. si se han realizado, 

- datos de los controles negativos (disolvente/vehículo) y positivos realizados en paralelo, intervalos, medias 
y desviaciones estándar, 

- datos sobre controles históricos negativos (disolvente/vehículo) y positivos, intervalos, medias y desviacio- 
nes estándar. 

Discusión de los resultados. 

Conclusiones. 
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ANEXO -BS 

43.17. MUTAGENICIDAD - ENSAYO DE MUTACION CÉNICA DE CÉLULAS DE MAMhRO IN Vl7RO 

1. MlkODO 

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 476 sobre el ensayo de mutación 
génica de células de mamífero in vitm (1997). 

1.1. INTRODUCCIÓN 

El ensayo de mutación génica de células de mamífero in vitm puede realizarse para detectar mutaciones gini- 
cas inducidas por sustancias químicas. Entre las líneas celulares adecuadas para el ensayo se encuentran las 
cüulas de linfoma de ratón L5178Y, las líneas celulares CHO, MO-AS52 y V79 del hámster chimo y las 
células linfoblastoidcs humanas TK6 (1). En dichas líneas cehrlates, los parámetros genéticos más empleados 
revelan una mutación en los loci de la tirnidinquinasa (IX) y la hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa 
(HPRTJ, y en un transgen de la xantina guanina fosforibosiltransferasa (XPRT). Los ensayos de mutación TX. 
HPRT y XPRT detectan diversos espectros de fenómenos genéticos. La localización autosómica de TK y XPRT 
permite poner de manifiesto fenómenos genéticos (por ejemplo. deleciones importantes) que no se detectan 
en el locus HPRT de los cromosomas X (2) (3) (4) (5) (6). 

En este ensayo pueden emplearse cultivos de líneas celulares establecidas o estirpes celulares. Las células deben 
seleccionarse sobre la base de su capacidad de crecimiento en cultivo y la estabilidad de la frecuencia de muta- 
ciones espontáneas. 

En los ensayos in vitm suele ser necesario emplear un sistema de activación metabólica exógena, si bien éste 
no puede reproducir todas las condiciones que se dan in vivo en los mamíferos. Deben evitarse las circunstan- 
cias que puedan conducir a resultados que no reflejen la mutagenicidad intrínseca. Los resultados positivos 
que no reflejan la mutagenicidad intrínseca pueden deberse a cambios en el pH. la osmolalidad o akos grados 
de citotoxicidad (7). 

EI ensayo se emplea para detectar las posibles sustancias mutágenas o carcinógenar para los mamíferos. Pese 
a que muchos de los compuestos que dan un resultado positivo en este ensayo con carcinógenos para los 
mamíferos, no hay una correlación absoluta entre los resultados del mismo y la carcinogenicidad. La correla- 
ción depende de la clase química. Ademas de ello. cada vez hay más pruebas de que existen carcinogenos que 
el ensayo no detecta, pues, al parecer, éstos actúan por mecanismos no genotóxicos o mecanismos ausentes 
en las céhtlas bacterianas (6). 

~éasc asimismo la introducción general de la parte 9. 

1.2. DERNICIONES 

Mutación directa: mutación génica del tipo parental a la condición mutante. que da lugar a una alteración o 
pérdida de la actividad enzimática o la función de la proteína codificada. 

Mutágenos que provocan la sustitución de un par de bases: sustancias que provocan la sustitución de 
uno o varios pares de bases en el ADN. 

Mutágenos que desplazan el marco de lectura: sustancias que provocan la adición o deleción de uno o 
mas pares de bases en la molécula de ADN. 

Período de expresión fenotípica: tiempo que tardan en desaparecer los productos génicos inalterados de las 
células mutadas recientemente. 

Frecuencia de mutantes: número de células mutantes dividido por el número de células viables. 

Cre&niento total relativo: aumento del númem de células en el tiempo respecto a una población celular de 
control: es el producto del crecimiento en suspensión respecto al control negativo por la eficacia de clonado 
respecto al control negativo. 

Crecimiento en suspensión relativo: aumento del número de células durante el período de expresión res- 
pecto al control negativo. 
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Viabilidad: eficacia de clonado de las células tratadas en el momento de la siembra en condiciones selectivas 
tras el periodo de expresión. 

Supervivencia: eficacia de clonado de las células tratadas cuando se siembran al final del periodo de trata- 
miento: suele expresarse respecto a la supervivencia de la población celular de control. 

1.3. PRINCIPIO DEL MÉTODO 

Las células deficientes en timidinquinasa (TK) a causa de la mutación TX+/- + TX-I- son resistentes a los efec- 
tos citotóxicos de la trifluorotimidina (TPT), análogo de la pirimidina. Las células capaces de producir tirnidin- 
quinasa son sensibles a la TFI, que inhibe el metabolismo y detiene la división celular. Así pues, las células 
mutantes son capaces de proliferar en presencia de TPT, mientras que las células normales, que contienen 
timidinquinasa, no lo son. Del mismo modo, las células deficientes en HPRT o XPRT se seleccionan por su 
resistencia a lo ó-tioguanina (K) o la S-azaguanina (AG). Si en los ensayos de mutación génica en células de 
mamífero se utiliza una sustancia de ensayo análoga a una base o un compuesto afln al agente selectivo, 
deben considerarse detenidamente sus propiedades, por ejemplo, cuando se sospeche que la sustancia de 
ensayo presenta toxicidad selectiva en las células mutantes y no mutantes. Así pues, habrá que confirmar la 
eficacia del sistema o agente de selección cuando se estudien sustancias de estructura afin a la del agente selec- 
tivo (8). 

Se exponen las células en suspensión o el cultivo en monocapa a la sustancia de ensayo, con y sin activación 
metabólica, durante un petíodo apropiado. Se realiza un subcultivo para determinar la citotoxicidad y dejar 
que se exprese el fenotipo antes de la selección de los mutantes (9) (10) (11) (12) (13). La citotoxicidad suele 
determinarse midiendo la eficacia relativa de clonado (supervivencia) o el crecimiento total relativo de los cul- 
tivos tras el periodo de traramiento. Los cultivos tratados se mantienen en un medio de crecimiento durante 
un periodo de tiempo suficiente y específico para cada locus y tipo celular seleccionado, de manera que la 
expresión fenotípica de las mutaciones inducidas sea casi óptima. La frecuencia de mutantes se determina 
sembrando un número conocido de células en un medio con agente selectivo y en otro medio sin dicho 
agente para determinar la eficacia de clonado (viabilidad). Tras un periodo de incubación adecuado, se cuen- 
tan las colonias. Se compara el número de colonias mutantes en el medio selectivo y en el no selectivo para 
hallar la frecuencia de mutantes. 

1.4. DESCRIPCIÓN DEL MI?I-ODO 

1.4.1. Reparaeón 

1.4.1.1. CéIuLls 

Entre los diversos tipos de células apropiados para este ensayo se encuentran las de los subclones de L5178Y. 
CHO. CHO-AS52. V79 y TK6. Deben emplearse tipos de células que presenten una sensibilidad probada a los 
mutágenos químicos, una elevada eficacia de clonado y una frecuencia estable de mutaciones espontáneas. Se 
comprobará la ausencia de contaminación por micoplasma. Se desecharán las celulas contaminadas. 

El ensayo debe estar deseñado de manera que su sensibilidad y potencia estén predeterminadas. El número de 
células, cultivos y concentraciones de la sustancia de ensayo ha de reflejar dichos parámetros previamente 
definidos (14). En cada fase del ensayo, el número mínimo de células viables que sobrevivan aI tratamiento 
deberá estar basado en la frecuencia de mutación espontánea. Por lo general, se emplea una cantidad de célu- 
las al menos igual a diez veces el inverso de dicha frecuencia. Se recomienda, no obstante, utilizar un mínimo 
de lo6 células. Para cerciorarse de que el ensayo proporciona resultados coherentes deberá disponerse de 
datos de controles históricos adecuados sobre el sistema celular utilizado. 

1.4.1.2. Medios y condiciorw & cukivo 

Deben utilizarse medios de cultivo y condiciones de incubación apropiados (recipientes de cultivo, tempera- 
tura, concentración de CO, y humedad). Los medios han de elegirse con arreglo a los sistemas selectivos y los 
tipos celulares empleados en el ensayo. Es especialmente importante aplicar condiciones de cultivo que favo- 
rezcan un crecimiento celular óptimo durante el periodo de expresión y la capacidad de las células, mutantes 
y no mutantes. de formar colonias. 
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1.4.1.3. 

1.4.1.4. 

1.4.1.5. 

1.4.2. 

1.4.2.1. 

1.4.2.2. 

Prq~aración de los cultivos 

Se multiplican células de cultivos madre, se siembran en el medio de cultivo y se incuban a 37-C. Antes de 
usar los cultivos en el ensayo, puede ser necesario lavarlos de las células mutantes que contengan. 

Activación metabólica 

Las células deben exponerse a la sustancia de ensayo en presencia y en ausencia de un sistema adecuado de 
activación metabólica. El sistema más comúnmente empleado es una fracción postmitocondrial (S9) a la que 
se atiaden cofactores y que se obtiene de hígados de roedores tratados con inductores enzimáticos como el 
Aroclor 1254 (1 S) (16) (17) (19) o una mezcla de fenobarbital y /3-naftoflavona (19) (20). 

La fracción poscmicocondrial suele emplearse en concentraciones que varían del 1 al 10% v/v en el medio de 
ensayo final. La elección y condición de un sistema de activación metabólica puede depender de la clase quí- 
mica de la sustancia estudiada. En algunos casos puede ser oportuno utilizar varias concentraciones distintas 
de fracción postmitocondrial. 

Son varias las técnicas -como la producción mediante ingeniería genética de líneas celulares que expresen 
enzimas activadoras específicas- que pueden proporcionar el potencial de activación endógena. ha elección 
de las líneas celulares debe justificarse cientíiicamente (por ejemplo, por la importancia de la isoenzima del 
citocromo P4SO para el metabolismo de la sustancia de ensayo, etc.). 

Las sustancias de ensayo sólidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehículos adecuados y, si es 
preciso, diluirse antes de tratar las céh&as. Las sustancias de ensayo líquidas pueden añadirse directamente al 
sistema de ensayo yjo diluirse antes del tratamiento. Han de emplearse soluciones de la sustancia de ensayo 
recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas. 

Condiciones del ensayo 

Disohu o vchÍcuL~ 

Es preciso cerciorarse de que el disolvente o vehículo no produce reacciones químicas con la sustancia de 
ensayo y es compatible con la supervivencia de las células y la actividad de S9. Si se emplean disolventes o 
vehículos poco conocidos, debe disponerse de información que avale dicha compatibilidad. Siempre que sea 
posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilización de un disolvente o vehículo acuoso. Cuando 
se estudien sustancias inestables en presencia de agua, deberán emplearse disolventes orgánicos que no con- 
tengan agua. Ésta podrá eliminarse añadiendo un tamiz molecular. 

Concentraciones de exposición 

Para determinar la concentración máxima de exposición deben considerarse al menos los siguientes criterios: 
citotoxicidad, solubilidad en el sistema de ensayo y variaciones del pH o la osmolalidad. 

La citotoxicidad se determinará con y sin activación metabólica en el experimento principal mediante un indi- 
cador adecuado de la integridad y el crecimiento celular. como la eficacia de clonado relativa (supervivencia) 
o el crecimiento total relativo. Puede ser útil determinar la citotoxicidad y la solubilidad en un experimento 
preliminar. 

Se emplearan al menos cuatro concentraciones analizables. Si se produce citotoxicidad, la gama de concencra- 
ciones deberá abarcar desde la toxicidad máxima hasta una toxicidad escasa o nula, lo cual suele significar 
que la separación entre concnetraciones corresponde a un factor comprendido entre 1 y ~10. En el caso de 
sustancias escasamente citotóxicas, la concentración máxima de ensayo será la menor de estas tres: 5 mg/ml, 
5 pl/ml o 0.01 M. 

Las sutanctas escasamente solubles deben ensayarse hasta concentraciones iguales o superiores al límite de 
solubilidad en las condiciones de cultivo. Ha de ponerse de manifiesto la insolubilidad en el medio de trata- 
miento final al que se exponen la células. Puede ser útil determinar la solubilidad al principio y al final de tra- 
tamiento, pues esta puede variar durante la exposición en el sistema de ensayo debido a la presencia de célu- 
las. S9, suero, etc. La insolubilidad puede detectarse por simple observación. El precipitado no debe interferir 
en la evaluación del resultado. 
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1.4.2.3. Controles 

En todos los experimentos deberán realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehículo) en para- 
lelo, con y sin activación metabólica. Cuando se aplique ésta, la sustancia del control positivo ha de requerir 
activación para provocar una respuesta mutagénica 

A continuación figuran algunos ejemplos de sustancias para el control positivo: 

Activación metabólica 

Ausencia de activación 
metabólica exógena 

Presencia de activación 
metabólica exógena 

LocUr 

HPRT 

TK (colonias 
grandes y 
pequeñas) 

XPRT 

HPRT 

TK (colonias 
grandes y 
pequeñas) 

XPRT 

Sustancia No CASF No EINECS 

Metanosulfonato de etilo 62-50-o 
I 

200-S 36-7 

Et&nitrosourea 
I 

7 59-73-9 
I 

212-072-2 

Metanosulfonato de metilo 66-27-3 200-62 5-O 

Metanosulfonato de etilo 

Et&nitrosourea 

3-metilcolantreno 

N-nitrosodimetilamina 

7.12-Dimetilbenzoantraceno 

62-50-o 200-536-7 

759-73-9 212-072-2 

56-49-5 200-276-4 

62-75-9 200-549-s 

57-97-6 200-359-s 

Ciclofosfamida 200-015-4 

Monohidrato de ciclofosfamida 6055-19-2 
I 

Benzo[a]pireno 50-32-S 
I 

200-028-5 

3-Metilcolantreno 

N-nitrosodimetilamina (para 
grandes cantidades de S9) 

56-49-5 200-276-5 

62-75-9 200-549-s 

Benzo[a]pireno 50-32-S 200-028-S 

Pueden utilizarse otras sustancias de referencia adecuadas para el control positivo, por ejemplo. la 5-bromo 
Z’desoxiuridina (no CAS 59-14-3. na EINECS 200-415-9). si el laboratorio dispone de una base de datos al 
aspecto. Deberá considerane la utilización en dicho control de sustancias de clases químicas afines, cuando 
sea posible. 

Se realizarán controles negativos únicamente con el disolvente o vehículo en el medio de tratamiento. y se 
tratarán de igual manera que los lotes tratados. Se prepararán asimismo controles sin tratar, salvo que exista 
,información de controles históricos que demuestre que el disolvente elegido no induce efectos nocivos ni 
mutágenos. 

1.4.3. Procedimiento 

1.4.3.1. Tratamiento cm la sustancia de ensayo 

Las células en crecimiento se tratan con la sustancia de ensayo, en presencia y en ausencia de un sistema de 
activación metabólica. La duración de la exposición ha de ser suficiente (de tres a seis horas suelen bastar) y 
puede ampliarse hasta uno o varios ciclos celulares. 
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Pueden realizarse uno o dos cultivos con ca& concentración de la sustancia de ensayo. En el caso de reah- 
zarse uno solo, se aumentará el número de concentraciones con el fin de disponer de suficientes cultivos para 
el análisis (por ejemplo, un mínimo de ocho concentraciones analizables). Deben realizarse dos cultivos para 
el control negativo (disolvente). 

Las sustancias gaseosas o volátiles han de evaluarse con métodos adecuados, taks como recipientes de cultivo 
herméticos, etc. (21) (22). 

1.4.3.2. Determinación de ks supervivettcia, ka viabihdtsd y fuficuencia de mutantcr 

AI término del período de exposición se lavan las céktlas y se cultivan para determinar la supervivencia y 
dejar que se exprese el fenotipo mutante. La evaluación de la citotoxicidad suele empezarse después del 
período de tratamiento, determinado la eficacia de clonado relativa (supervivencia) o el crecimiento total rela- 
tivo de los cultivos. 

Cada locus necesita un tiempo mínimo determinado para que la expresión fenotipica de las mutaciones indu- 
cidas recientemente sea casi óptima (un mínimo de seis a ocho días en el caso de HPRT y XPRT y de dos días 
den el de TX). Las cüulas se cultivan con y sin agente o agentes selectivos para determinar el número de 
mutantes y la eficacia de clonado, respectivamente. La viabilidad, que sirve para calcular la frecuencia de 
mutantes. empieza a determinarse al final del período de expresión colocando los cultivos en un medio no 
selectivo. 

Si la sustancia de ensayo da un resultado positivo en el ensayo con LS 178Y TIC’/-, deben medirse las colonias 
al menos en uno de los cultivos de ensayo (el de la concentración que dé resultados más positivos) y en los 
controtes positivos y negativos. Si la sustancia de ensayo da un resultado negativo en el ensayo con L5178Y 
TK-(-, deben medirse las colonias en los controles positivos y negativos. También pueden medirse las colonias 
en los estudios realizados con TK6TK+I-. 

2. RESULTADOS 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Los datos deben incluir la determinación de la citotoxicidad y la viabilidad, los recuentos de colonias y la fre- 
cuencia de mutantes en los cultivos tratados y en los controles. Si el resultado del ensayo con L5178Y TX*/- 
es positivo, las colonias se cuentan distinguiendo las grandes de las pequeñas al menos en un cultivo tratado 
(con la concentración de sustancia de ensayo que dé los resultados más positivos) y en los controles positivos 
y negativos. Debe estudiarse detenidamente la naturaleza molecular y citogenética tanto de las colonias gran- 
des como de las pequeñas (23) (24). En el ensayo TX*‘-, las colonias se cuentan distinguiendo las de creci- 
miento normal (grandes) de las de crecimiento lento (pequenas) (25). Las células mutantes que han sufrido las 
lesiones genéticas más importantes requieren un tiempo de duplicación mayor, de manera que forman colo- 
nias pequeñas. Dichas lesiones suelen variar desde la pérdida de un gen entero hasta las aberraciones cromo- 
sómicas visibles en el cariotipo. La inducción de pequeñas colonias mutantes se ha asociado a sustancias que 
provocan aberraciones cromosómicas importantes (26). Las células mutantes menos afectadas crecen a una 
velocidad similar a la de las células parentales y forman colonias grandes. 

Debe proporcionarse el indice de supervivencia (eficacia de clonado relativa) o el crecimiento total relativo. La 
frecuencia de mutantes se expresa como el número de células mutantes respecto al número de células supervi- 
vientes. 

Se proporcionarán los datos relativos a cada cultivo y se resumirán en forma de tabla. 

No sera preciso comprobar los resultados positivos claros, si bien los resultados dudosos deberán aclararse 
mediante más ensayos en los que convendría modificar las condiciones experimentales. Es preciso confirmar 
los resultados negativos caso por caso. Los casos en que dicha confirmación no se considere necesaria debe- 
rán justificarse debidamente. En los experimentos complementarios de aquéllos que hayan dado resultados 
dudosos o negativos, se considerará la posibilidad de modificar los parámetros del estudio para ampliar la 
gama de condiciones analizadas. Entre los parámetros modificables se encuentran la separación entre concen- 
traciones y las condiciones de activación metabólica. 

2.2. EVALUACIÓN E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento relacionado con la concentración 
o aumento reproducible de la frecuencia de mutantes. etc.). Debe considerarse en primer lugar la importancia 
bilógica de los resultados. Pueden emplearse métodos estadísticos como apoyo para evaluar los resultados del 
ensayo. El hecho de que los datos estadísticos sean significativos no ha de ser el único factor para determinar 
que una respuesta es positiva. 
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No se considerarán mutágenas en el sistema en cuestión las sutancias que den lugar a resultados que no se 
ajusten a los criterios anteriores. 

Si bien en la mayoría de los experimentos los resultados erán claramente positivos o negativos, en algunos 
casos el conjunto de datos no permitirá emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo. 
Con independencia del número de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo 
ambiguos o dudosos. 

Un resultado positivo en el ensayo de mutación génica de células de mamífero in vitre indica que la sustancia 
de ensayo provoca mutaciones génicas en los cultivos de cüulas de mamífero utilizadas. El elemento más sig- 
nificativo es la relación dosis-respuesta positiva y reproducible. Un resultado negativo indica que, en las condi- 
ciones del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca mutaciones génicas en los cultivos de células de mamí- 
fero utilizadas. 

3. INFORME 

INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo incluirá la información siguiente: 

Disolvente o vehículo: 

- motivación de la elección del vehículo o disolvente, 

- solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehículo, si se conocen. 

Células: 

- tipo y procedencia, 

- número de cultivos celulares, 

- número de pases celulares, si procede, 

- métodos de mantenimiento del cultivo cehrlar, si procede, 

- ausencia de micoplasma. 

Condiciones de) ensayo: 

- fundamento de la selección de las concentraciones y del número de cultivos (datos relativos la citotoxici- 
dad, límites de solubilidad, si se conocen, etc.), 

- composición del medio y concentración de COI. 

- concentración de la sustancia de ensayo, 

- volumen de vehículo y de sustancia de ensayo añadida, 

- temperatura de incubación, 

- tiempo de incubación, 

- duración del tratamiento, 

- densidad celular durante el tratamiento, 

- tipo y composición del sistema de activación metabólica, incluidos los criterios de aceptabilidad, 

- controles positivos y negativos, 

- duración del período de expresión (con el número de células sembradas, subcultivos y pautas de nutri- 
ción, si procede), 

- agentes selectivos, 

- criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o 
ambiguos, 
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- métodos empleados para contar las células viables y las mutantes. 

- definición del tamaño y el tipo de las colonias consideradas (incluidos, en su caso, los criterios de distin- 
ción de colonias “grandes” y “pqueñas”). 

Resultados: 

- signos de toxicidad, 

- signos de precipitación, 

- datos sobre el pH y la osmolalidad durante la exposición a la sustancia de ensayo, si se han determinado, 

- tamaíío de las colonias contadas, al menos en los controles positivos y negativos, 

- capacidad del laboratorio para detectar mutantes en colonias pequeñas con el sistema LS178Y TK+j-, en 
su caso, 

- relación dosis-respuesta, cuando sea posible, 

- análisis estadísticos, si se han realizado, 

- datos de los controles negativos (disolvente/vehículo) y positivos realizados en paralelo, 

- datos sobre controles históricos negativos (disolvente/vehículo) y positivos, intervalos, medias y desviacio- 
nes estándar, 

- frecuencia de mutantes. 

Discusión de los resultados. 

Conclusiones. 
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ANEXO -B6 

l B.23. ENSAYO DE ABERRACIONES CROMOS6MICAS EN ESPERMATOCONIAS DE MAMfFERO 

1. MÉTODO 

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 483 sobre el ensayo de aberraciones 
cromosómicas en espermatogonias de mamífero (1997). 

1.1. INIRODUCCIÓN 

El ensayo de aberraciones cromosómicas en espermatogonias de mamífero tiene por objeto detectar sustancias 
que provocan aberraciones cromosómicas estructurales en espermatogonias de mamífero (1) (2) (3) (4) (5). 
Las aberraciones estructurales pueden ser cromosómicas o cromatídicas. La mayoría de los mutágenos quími- 
cos dan lugar a aberraciones cromatídicas, aunque también pueden producirse aberraciones cromos6micas. El 
presente método no está pensado para detectar aberraciones numéricas ni se emplea habitualmente con ese 
fin. Las mutaciones cromosómiw y los efectos relacionados ocasionan numerosas enfermedades genéticas 
humanas. 

El presente ensayo detecta alteraciones cromosómicas en las células germinales de las espermatogonias y debe- 
ría, por tanto, permitir prever la inducción de mutaciones hereditarias en las células germinales. 

El ensayo suele realizarse con roedores: es un ensayo citogenético in vivo que detecta aberraciones cromosómi- 
cas en las mitosis de las espermatogonias. El presente método no se refiere a otras células diana. 

Para detectar aberraciones cromatidicas en las espermatogonias es preciso analizar la primera mitosis celular 
después del tratamiento, antes de que las lesiones desaparezcan en las divisiones celulares siguientes. Puede 
obtenerse información adicional del anaisis de los cromosomas meióticos de células madre de espermatogo- 
nias tratadas, para detectar aberraciones cromosómicas de la diacinesis a la metafase 1 cuando las células trata- 
das se convierten en espcrmatocitos. 

EI presente ensayo in vivo está diseñado para determinar si los mutágenos de las células somáticas también 
son activos en las células germinales. Asimismo, está indicado para evaluar el riesgo mutagénico. ya que per- 
mite tomar en consideración factores del metabolismo in vivo, de la toxicocinética y de los procesos de repara- 
ción del ADN. 

Los testículos contienen varias gencracioncs de espermatogonias. que presentan distinta sensibilidad al trata- 
miento quimico. Por tanto, las aberraciones detectadas corresponden a una respuesta global de las poblaciones 
de espermatogonias tratadas, en las que predominan las células diferenciadas, que son las más numerosas. 
Según su localización en el testiculo y debido a la barrera fisica y fisiológica de las células de Sertoli, así como 
a la barrera entre la sangre y el testículo, algunas generaciones de espermatogonias están expuestas a la circu- 
lación general y otras no. 

Si hay pruebas de que la sustancia de ensayo o un metabolito reactivo no llegan al tejido diana, no procede 
realizar el presente ensayo. 

Véase asimismo la introducción general de la parte B. 

1.2. DEFINICIONES 

Aberración cromatídica: lesión cromosomica estructural que consiste en la rotura de una crom&da o la 
rotura y reunión de cromátidas. 

Aberración cromosómica: lesión cromosómica estructural que consiste en la rotura o en en la rotura y reu- 
nión de ambas cromátidas en el mismo sitio. 

Gap: lesión acromática más estrecha que la cromátida. con alteración mínima de la alineación de las cromá- 
tidas. 

Aberacción numérica: número de cromosomas distinto del número normal propio de los animales em- 
pleados. 



14284 Jueves 19 abril 2001 BOE núm. 94 

1.3. 

1.4. 

1.4.1. 

1.4.1.1. 

1.4.1.2. 

1.4.1.3. 

1.4.1.4. 

1.4.2. 

1.4.2.1. 

1.4.2.2. 

Poliploidíz un múltiplo del número de dotación cromosómica haploide (n) superior al diploide (3n, 4n. etc.). 

Aberración estructurak alteración de la estructura cromosómica (deleciones, intracambios o intercambios) 
detectable mediante examen microscópico de la metafase de la división celular. 

PRINCIPIO DEL MÉTODO 

Se exponen los animales a la sustancia de ensayo por una vía adecuada y se sacrifican a intervalos apropiados 
tras el tratamiento. Antes de sacrificarlos, se les administra una sustancia que detenga la división celular en la 
metafase (por ejemplo, colchicina o Colcemid@J. A continuación, se realizan preparaciones de cromosomas de 
células germinales y se tiñen. tras lo cual se analizan las células en metafase para detectar aberraciones cromo- 
sómicas. 

DBSCRIPCIÓN DEL MtiODO 

Preparación 

Sekccihn de ka csp& animal 

Si bien suelen emplearse hámsters chinos y ratones machos, pueden utilizarse machos de otra especie de 
mamíferos apropiada. Deben usarse animales adultos jóvenes y sanos de cepas utilizadas habitualmente en 
laboratorio. La variación del peso de los animales al empezar el estudio ha de ser mínima y no debe exceder 
de * 20% del peso medio. 

A&jamiento y alimentación de los animaks 

Se aplicaran las condiciones generales recogidas en la introducción general de la parte B. La humedad debe 
ser del 50 al 60%. 

PwparucGn de los animales 

Se reparten al azar machos adultos jóvenes y sanos entre los lotes tratados y los lotes de control. Las jaulas se 
colocan de manera que los posibles efectos debidos a la posición de las mismas sean minimos. Se identifica a 
los animales de forma unívoca y se los acostumbra a las condiciones de laboratorio durante al menos cinco 
días antes de empezar el estudio. 

ñcparación de las dosis 

Las sustancias de ensayo sólidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehículos adecuados y, si es 
preciso, diluirse antes de su administración a los animales. Las sustancias de ensayo liquidas pueden adminis- 
trarse directamente o diluirse antes de la administración. Han de emplearse soluciones de la sustancia de 
ensayo recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible conservarlas. 

Condiciones del ensayo 

Dísolventc o vchiculo 

BI disolvente o vehículo no deberá producir efectos tóxicos a las dosis empleadas. Bs preciso cerciorarse de 
que el disolvente o vehículo no produce reacciones químicas con la sustancia de ensayo. Si se emplean disol- 
ventes o vehículos poco conocidos, debe disponerse de información que avale su compatibilidad. Siempre que 
sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilización de un disolvente o vehículo acuoso. 

Contro&s 

Deberán realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehículo) en paralelo en cada ensayo. Salvo 
por lo que respecta a la exposición a la sustancia de ensayo, los animales de los lotes de control deben tra- 
tarse exactamente igual que los de los lotes tratados 
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1.5. 

1.5.1. 

1.5.2. 

En los controles positivos deberían producirse aberraciones cromosómicas estru~t~&~ en las espermatogo- 
nias in vivo con grados de exposición en los que quepa esperar un aumento detectable respecto al nivel de 
fondo. 

Las dosis del control positivo deben ser tales que los efectos sean claros, pero no revelen immediatamente al 
lector la identidad de los portaobjetos codificados. La sustancia empleada en el control positivo podrá admi- 
nistrarse por una vía distinta de la empleada para la sustancia de ensayo y la toma de muestras podrá reali- 
zarse una sola vez. Podrá considerane la utilización en dichos controles de sustancias de clases químicas afi- 
nes, cuando sea posible. A continuación figuran algunos ejemplos de sustancias para los controles positivos: 

Sustancia 

Ciclofosfamida 

Monohidrato de ciclofosfamida 

Ciclohexilamina 

Mitomicina C 

Monómero de acrilamida 

Trietilenomelamina 

No CAS No MECS 

50-l 8-O 200-015-4 

6055-19-2 

108-91-8 203-629-o 

50-07-7 200-008-6 

79-06-l 201-173-7 

51-18-3 200-083-5 

Salvo que haya datos anteriores sobre controles que pongan de manifiesto una variabilidad entre animales y 
una frecuencia de células con aberraciones cromosómicas aceptables, se realizaran, para cada período de 
muestro, controles negativos únicamente con el disolvente o vehículo, y se tratarán, por lo demás, de igual 
manera que los lotes tratados. Se realizarán asimismo controles sin tratar, salvo que exista información ante- 
rior o publicada sobre controles que demuestre que el disolvente o vehiculo elegido no induce efectos nocivos 
ni mutágenos. 

PROCFDIMIENTO 

Número de animales 

Los lotes tratados y los controles han de estar compuestos al menos por cinco machos analizables cada uno. 

Pauta de aatamiento 

Las sustancias de ensayo se administrarán preferiblemente una o dos veces (uno o dos tratamientos), aunque 
también puede dividirse la dosis -por ejemplo. en dos veces al dia separadas por algunas horas como máxi- 
mo- con cl fin de facilitar la administración de grandes cantidades. Si se siguen otras pautas debe justificarse 
científicamente. 

En el lote al que se ha administrado la dosis máxima se toman dos muestras tras el tratamiento. Dado que la 
sustancia de ensayo puede afectar a la cinética del ciclo celular, suele tomarse la primera muestra hacia las 24 
horas y la segunda. unas 48 horas después del tratamiento. En los demás lotes se toma una meuscra trans- 
curridas 24 horas o un período de 1.5 veces la duración del ciclo celular desde el tratamiento, salvo que se 
conozca otro período de muestreo más adecuado para detectar los efectos estudiados (6). 

Pueden seguirse otros períodos de muestreo. Por ejemplo, en el caso de sustancias que puedan provocar la 
pérdida de cromosomas o tener efectos independientes de la fase S. pueden estar indicados períodos de mues- 
treo más cortos (1). 

Debe valorarse caso por caso la pertenencia de una pauta de administración repetida. Si se aplica una pauta 
de ese tipo, los animales deben sacrificarse 24 horas (1,s veces la duración del ciclo celular) después de la 
última administración. Cuando proceda. pueden aplicarse períodos de muestreo complementarios. 

Antes de sacrificar los animales, se les inyecta por vía intraperitoneal una dosis adecuada de una sustancia 
que detenga la división celular en la metafase (por ejemplo, Colcernid” o colchicina). Se extraen las muestras 
transcurrido un plazo oportuno, que en el caso de los ratones es de unas tres a cinco horas y en el de los 
hámsten chinos. de unas cuatro a cinco horas. 
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1.5.3. Dosis 

Si se lleva a cabo un estudio previo de determinación de la gama de dosis por falta de datos adecuados, ha de 
hacerse en el mismo laboratorio, con la misma especie, cepa y protocolo de tratamiento que el estudio princi- 
pal (7). Si se produce toxicidad, se administrarán tres dosis distintas para el primer período de muestreo. La 
gama de dosis deberá abarcar desde la toxicidad máxima hasta una toxicidad escasa o nula. En el tíltimo 
período de muestreo se administrará únicamente la dosis máxima. Se entenderá por “dosis máxima” la que 
produzca tales signos de toxicidad que, si se administrara una dosis superior según el mismo protocolo resul- 
taría problamente letal. 

Las sustancias con actividades biológicas especificas a dosis bajas no tóxicas (como las hormonas y los mitó- 
genos) pueden constituir excepciones en cuanto a los criterios de establecimiento de la dosis y han de eva- 
luarse caso por caso. La dosis máxima también puede definirse como la dosis que produce algún signo de 
toxicidad en las espermatogonias (por ejemplo. disminución de la proporción entre el número de mitosis de 
las espermatogonias y el número de metafases 1 y II de la meiosis: la disminución no ha de ser superior al 
50%). 

1.5.4. Ensayo límite 

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 2 000 mgbg de peso corporal/día administrada en una 
sola vez, o dos veces en el mismo día, no se observan efectos tóxicos y si. sobre la base de datos relativos a 
sustancias de estructura afín, no cabe esperar genotoxicidad. puede no ser necesario llevar a cabo un estudio 
completo con tres dosis diferentes. Si se prevé la exposición humana a la sustancia, puede ser preciso admi- 
nistrar una dosis mayor en el ensayo limite. 

1.5.5. Administración & las dosis 

La sustancia de ensayo suele administrarse por sonda gástrica o con una cánula de intubación adecuada, o 
bien por inyección irmaperitoneaL Pueden emplearse otras vías de administración, siempre que se justifiquen. 
El volumen máximo de líquido que puede administrarse de una sola vez por sonda o inyección depende del 
tamaño del animal de ensayo, pero no excedeti de 2 ml/lOO g de peso corporal. Debetá justificarse la admi- 
nistración de volúmenes superiores a éste. Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas, que por lo 
general producen efectos exacerbados con concentraciones mayores, deberá reducirse al mínimo la variabili- 
dad del volumen de ensayo ajustando la concentración de manera que el volumen sea el mismo en todas las 
dosis. 

1.5.6. Reparación de los cromosomas 

Immediatamente despu& del sacrificio. se preparan suspensiones con células de uno o ambos testículos, se 
tratan con una solución hipotónica y se fijan. A continuación, se distribuyen las células en portaobjetos y se 
tiñen. 

1.5.7. 

2. 

2.1. 

Análisis 

Deben analizarse al menos 100 metafases bien extendidas de cada animal (es decir, un mínimo de 500 meta- 
fases por lote). La cantidad puede ser menor si se observan numerosas aberraciones. Antes de analizarlos al 
microscopio, se asigna un código independiente a cada portaobjetos, incluidos los controles positivos y nega- 
tivos. Dado que los métodos de fijación provocan con frecuencia la rotura de células en metafase y la pérdida 
de cromosomas, las células analizadas deben contener un número de centrómeros iqual a 2n * 2. 

RESULTADOS 

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Los datos relativos a cada animal se presentarán en forma de tabla. La unidad experimental es cl animal. Se 
determinará en cada animal la cantidad de células con aberraciones cromosómicas estructurales y el número 
de aberraciones cromosómicas por célula. Se hará una relación de los distintos tipos, el número y la frecuen- 
cia de dichas aberraciones en los lotes tratados y los controles. Los gaps se registraran por separado y se rero- 
gerán en el informe, pero por lo general no se incluirán en la frecuencia total de aberacciones, 

Si se observan tanto mitosis como meiosis, se determinará la relación entre las mitosis de espermatogonias y 
la primera y segunda metafases meióticas en una muestra de 100 células en división por cada animal de los 
lotes tratados y de los controles negativos, con el fin de establecer si ha habido citotoxicidad. Si se observan 
mitosis únicamente, se determinará el indice mitótico al menos en 1 000 cüulas por animal. 
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2.2. EVALUACIÓN INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo (aumento de la proporción de células con 
aberraciones cromosómicas relacionado con la dosis, claro aumento del número de células que presentan abe- 
rraciones en un lote al que se ha administrado una sola dosis y en el que se ha realizado una única toma de 
muestras, etc.). Debe considerarse en primer lugar la importancia biológica de los resultados. Pueden 
emplearse métodos estadisticos como apoyo para evaluar los resultados del ensayo (8). El hecho de que los 
datos estadísticos sean significativos no ha de ser el único factor para determinar que una respuesta es posi- 
tiva. Los resultados dudosos deberán aclararse mediante más ensayos en los que convendría modificar las con- 
diciones experimentales. 

No se considerarán mutágenas en el ensayo en cuestión las sustancias que den lugar a resultados que no se 
ajusten a los criterios anteriores. 

Si bien en la mayoría de los experimentos los resultados serán claramente positivos o negativos, en algunos 
casos el conjunto de datos no permitirá emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo. 
Con independencia del número de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo 
ambiguos o dudosos. 

Un resultado positivo en el ensayo de aberraciones cromosómicas en espermatogonias in vivo indica que la 
sustancia de ensayo provoca aberraciones cromosómicas estructurales en las céhrlas germinales de la especie 
estudiada. Un resultado negativo indica que, en las condiciones del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca 
aberraciones cromosómicas en las células germinales de la especie estudiada. 

Deberá estudiarse la probabilidad de que la sustancia de ensayo o sus metabolitos lleguen al tejido diana. 

3. INFORME 

INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo incluirá la informacián siguiente: 

Disolvente o vehículo: 

- motivación de la elección del vehículo, 

- solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehículo, si se conocen. 

Animales de ensayo: 

- especie y cepa utilizadas, 

- número y edad de los animales, 

- procedencia. condiciones de alojamiento, alimentación, etc., 

- peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo del peso corporal, media y desviación 
estándar de cada lote. 

Condiciones del ensayo: 

- datos relativos al estudio de determinación del intervalo, si se ha llevado a cabo, 

- fundamento de la selección de la dosis, 

- fundamento de la elección de la vía de administración, 

- preparación de la sustancia de ensayo, 

- administración de la sustancia de ensayo, 

- fundamento de la elección del momento del sacrificio, 
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- conversión de la concentración de la sustancia de ensayo en el agua ingerido y/o la dieta (ppm) en la 
dosis real (mg/kg de peso corporal/día), si procede,. 

- calidad de los alimentos y el agua, 

- descripción detallada de las pautas de tratamiento y toma de muestras, 

- métodos de determinación de la toxicidad. 

- sustancia que detiene la división celular en la metafase, concentración empleada y duración del trata- 
miento, 

- métodos de preparación de los portaobjetos, 

- criterios de recuento de las aberraciones, 

- número de células analizadas por animal, 

- criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o dudosos. 

Resultados: 

- signos de toxicidad, 

- indice mitótico, 

- proporción enae el número de mitosis de espermatogonias y el número de metafases 1 y II de la meiosis, 

- tipo y número de aberraciones observadas en cada animal, 

- número total de abenaciones por lote, 

- número de células con aberraciones por lote, 

- relación dosis-respuesta, cuando sea posible, 

- análisis estadísticos, si se han realizado, 

- datos de los controles negativos realizados en paralelo. 

- datos anteriores sobre controles negativos, intervalos, medias y desviaciones estándar, 

- datos de los controles positivos realizados en paralelo, 

- variaciones de la ploidía. en su caso. 

Discusión de los resultados. 

Conclusiones. 
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ANEXO -B7 

aB.39. ENSAYO DE SfNTESIS DE ADN NO PROGRAMADA (UDS) EN HEPATOClTOS DE MAMíFERO 
IN VIVO 

1. MÉTODO 

El presente método reproduce las directrices del documento OCDE TG 486 sobre el ensayo de síntesis de 
ADN no programada (UDS) en hepatocitos de mamífero in vivo (1997). 

1.1. INTRODUCCIÓN 

U ensayo de síntesis de ADN no programada (UDS) en hepatocitos de mamífero in vivo tiene por objeto deter- 
minar sustancias de ensayo que inducen la reparación del ADN en los hepatocitos de animals tratados (1) (2) 
(3) (4). 

EI presente ensayo in vivo constituye un método de investigación de los efectos genotóxicos de los productos 
químicos en el hígado y sirve para detectar lesiones en el ADN y su posterior reparación en las células hepáti- 
cas. El hígado suele ser el lugar donde más se metabolizan los compuestos absorbidos y por ello constituye el 
órgano más apropiado para la detección de lesiones del ADN in vivo. 

Si hay pruebas de que la sustancia de ensayo no llega al tejido diana, no procede realizar el presente ensayo. 

La síntesis de ADN no programada (UDS) se determina midiendo la incorporación de nucleósidos marcados 
en células que no se encuentran en la fase S de síntesis programada de ADN. La técnica más empleada con- 
siste en determinar la captación de timidina tritiada(‘H-TdR) por autorradiografía. Para los ensayos de UDS 
in vivo es preferible utilizar hígados de rata. También pueden empleatse otros tejidos, si bien no se tratan en 
las presentes directrices. 

La detección de una respuesta de UDS depende del número de bases del ADN eliminadas y repuestas en el 
sitio de la lesión. De ahí que el ensayo de UDS sea particularmente útil para detectar la reparación de secuen- 
cias largas (20 a 30 bases: secuencias largas de reparación) inducida por una sustancia. Sin embargo, la sensi- 
bilidad del ensayo para detectar la reparación de secuencias cortas (1 a 3 bases: secuencias cortas de repara- 
ción) es mucho menor. Por otra parte, las alteraciones mutagénicas pueden deberse a una falta de reparación 
o a una reparación o replicación err6near de las lesiones del ADN. La magnitud de la respuesta de UDS no es 
indicativa de la fidelidad del proceso de reparación. Ademas de ello, es posible que un mutágeno reaccione 
con el ADN. pero que la lesión de este no se repare por un mecanismo de reparación de excisión. La falta de 
información específica sobre la actividad mutagénica que caracteriza al ensayo UDS se ve compensada por su 
sensibilidad potencial, ya que detecta los efectos en todo el genoma. 

Véase~asimismo la introducción general de la parte 8. 

1.2. DEFINICIONES 

CCluh en reparación: c&las con un múmero neto de granulaciones nucleares (NGN) superior a un 
múmero preestablecido que el laboratorio donde se realiza el ensayo ha de fundamentar. 

Número neto de granulaciones nucleares (NGN): medida cuantitativa de la síntesis de ADN no progra- 
mada en las células por autorradiografía: se calcula restando el número medio de granulaciones citoplasmáti- 
cas (CC) en las zonas citoplasmáticas equivalentes al núcleo del número de granulaciones nucleares (GN): 
NGN = GN - GC. Primero se calcula el NGN de cada célula y después el correspondiente a todo un cultivo o 
a cultivos paralelos, etc. 

Síntesis de ADN no programada (UDS): síntesis de reparación de ADN tras la excisión y eliminación de un 
segmento de ADN que contiene una región dañada por sustancias químicas o agentes hsicos. 

1.3. PRINCIPIO DEL Mn-ODO 

El ensayo de síntesis de ADN no programada en hepatocitos de mamífero in vivo detecta la síntesis de repara- 
ción del ADN tras la excisión y eliminación de un segmento de ADN que contiene una región dañada por 
sustancias químicas o agentes fisicos. El ensayo suele fundarse en la incorporación de ‘H-TdR al ADN de 
hepatocitos de los cuales una escasa proporción se encuentra en la fase S del ciclo celular. La incorporación 
de ‘H-TdR suele determinarse por autorradiografia, ya que esta técnica no es tan sensible a las interferencias 
debidas a las células en fase S como lo es. por ejemplo, el recuento por centelleo de líquidos. 
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1.4. 

1.4.1. 

1.4.1.1. 

1.4.1.2. 

1.4.1.3. 

1.4.1.4. 

1.4.2. 

1.4.2.1. 

1.4.2.2. 

DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO 

Preparaáón 

sekmión de In especie animal 

Si bien suelen emplearse ratas, pueden utilizarse otras especies de mamíferos apropiadas. Deben usarse anima- 
les adultos jóvenes y sanos de cepas utilizadas habitualmente en laboratorio. La variación del peso de los ani- 
males al empezar el estudio ha de ser mínima y no debe exceder de * 20% del peso medio de cada sexo. 

Aloj<unimto y aIimmmción de los rrnim& 

Se aplicatin las condiciones generales recogidas en la introducción general de la parte B. La humedad debe 
ser del 50 al 60%. 

Prepamción de los animales 

Se reparten al azar animales adultos jóvenes y sanos entre los lotes tratados y los lotes de control. Las jaulas 
se colocan de manera que los posibles efectos debidos a la posición de las mismas sean mínimos. Se identifica 
a los animales de forma unívoca y se los mantiene en las jaulas al menos cinco días antes de empezar el estu- 
dio para que se acostumbren a las condiciones de laboratorio. 

Las sustancias de ensayo sólidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehículos adecuados y, si es 
preciso, diluirse antes de su administración a los animales. Las sustancias de ensayo líquidas pueden adminis- 
trarse directamente o diluirse antes de la administración. Han de emplearse soluciones de la sustancia de 
ensayo recién preparadas, salvo que los datos relativos a la estabilidad demuestren que es posible, conser- 
varlas. 

Condiciones del ensayo 

Disolvente o vehículo 

Bl disolvente o vehículo no deberá producir efectos tóxicos a las dosis empleadas. Es preciso cerciorarse de 
que el disolvente o vehículo no produce reacciones químicas con la sustancia de ensayo. Si se emplean disol- 
ventes o vehículos poco conocidos, debe disponerse de información que avale su compatibilidad. Siempre que 
sea posible. se recomienda considerar en primer lugar la utilización de un disolvente o vehículo acuoso. 

ControLs 

Deberán realizarse controles positivos y negativos (disolvente o vehículo) en paralelo en cada parte indepen- 
diente del experimento. Salvo por lo que respecta a la exposición a la sustancia de ensayo, los animales de los 
lotes de connol deben tratarse exactamente igual que los de los lotes tratados. 

En los controles positivos se emplearán sustancias de las que se sepa que inducen la síntesis de ADN no pro- 
gramada cuando se administran en dosis con las que se prevé un aumento detectable respecto a la frecuencia 
espontánea. Los controles positivos que requieran activación metabólica se realizaran con dosis que provo- 
quen una respuesta moderada (4). Las dosis del control positivo pueden ser tales que los efectos sean claros, 
pero no revelen inmediatamente al lector la identidad de los portaobjetos codificados. A continuación figuran 
algunos ejemplos de sustancias para los controles positivos: 

Período de muestreo Sustancia ND CAS Nn WNECS 

Corto (2 a 4 horas) N-nitrosodimetilamina 62-75-9 200-249-8 

Largo (12 a 16 horas) N-2-tluorenilacetamida (2-MF) 53-96-3 200-188-6 

Pueden emplearse otras sustancias adecuadas para los controles positivos. La sustancia del control positivo 
puede administrarse por una vía distinta de la de la sustancia de ensayo. 
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1.5. PROCEDIMIENTO 

1.5.1. Número y sexo de los animales 

El número de animales deberá decidirse tomando en consideración la variación biológica natural de la res- 
puesta al ensayo. Cada lote estará constituido al menos por tres animales analizables. Si se dispone de una 
base de datos de controles históricos importante, bastarán uno o dos animales para los lotes de los controles 
negativos y positivos realizados en paralelo. 

Si en el momento en que se efectúe el estudio se dispone de datos sobre otros estudios realizados con la 
misma especie y la misma vía de exposición, que demuestren que no hay diferencia significativa entre sexos 
en cuanto a la toxicidad. será suficiente el ensayo en un solo sexo, preferiblemente en machos. En caso de 
que la exposición humana a sustancias químicas pueda ser específica de un sexo, como sucede con algunos 
productos farmacéuticos, el ensayo se ralizará con animales del sexo correspondiente. 

1.5.2. Pauta de mtamiento 

Las sustancias de ensayo suelen administrarse en una sola vez. 

1.5.3. Dosis 

En principio, se administran al menos dos dosis distintas. Se entiende por -dosis máxima” la que produce tales 
signos de toxicidad que, si se administrara una dosis superior según el mismo protocolo, resultaría probable- 
mente letal. Por lo general, la dosis inferior es del 50 % al 2 5 % de la dosis máxima. 

Las sustancias con actividades biol6gicas específicas a dosis bajas no tóxicas (como las hormonas y los mitó- 
genos) pueden constituir excepciones en cuanto a los criterios de establecimiento de la dosis y han de eva- 
luarse caso por caso. Si se lleva a cabo un estudio previo de determinación de la gama de dosis por falta de 
datos adecuados, ha de hacerse en el mismo laboratorio, con la misma especie. cepa, sexo y protocolo de tra- 
tamiento que el estudio principal. 

La dosis máxima también puede definirse como la dosis que produce algún signo de toxicidad hepática (por 
ejemplo, núcleos picnóticos). 

1.5.4. Ensayo límite 

Si en un ensayo realizado con una dosis de al menos 2 000 mgbg de peso corporal administrada en una sola 
vez, o dos veces en el mismo día, no se observan efectos tóxicos y si, sobre la base de datos relativos a sustan- 
cias de estructura afin, no cabe esperar genotoxicidad, puede no ser necesario llevar a cabo un estudio com- 
pleto. Si se prevé la exposición humana a la sustancia, puede ser preciso administrar una dosis mayor en el 
ensayo límite. 

1.5.5. Administración de las dosis 

La sustancia de ensayo suele administrarse por sonda gástrica o con una cánula de intubación adecuada. Pue- 
den emplearse otras vias de administración, siempre que se justifiquen. La vía intraperitoneal no está indicada, 
ya que podría exponer el higado a la sustancia de ensayo directamente en lugar de a través del sistema circu- 
latorio. El volumen máximo de líquido que puede administrarse de una sola vez por sonda o inyección 
depende del tamaño del animal de ensayo, pero no excederá de 2 ml/lOO g de peso corporal. Deberá justifi- 
carse la administración de volúmenes superiores a éste. Salvo en el caso de sustancias irritantes o corrosivas, 
que por lo genera1 producen efectos exacerbados con concentraciones mayores, deberá reducirse al mínimo la 
variabilidad del volumen de ensayo ajustando la concentración de manera que el volumen sea el mismo en 
todas las dosis. 

1.5.6. Preparación de los hepatocitos 

Se extraen hepatocitos de los animales tratados, por lo general de 12 a 16 horas despu& de la administración 
de la sustancia de ensayo. Suele ser necesaria otra toma previa (generalmente de 2 a 4 horas despuis del trata- 
miento), salvo que a las 12-16 horas haya una respue.sta.positiva clara. No obstante, pueden aplicarse otros 
períodos de muestreo, si así lo justifican los datos toxicocinéticos. 
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Los cultivos de hepatocitos de mamífero a corto plazo se realizan perfundiendo el hígado in situ con colage- 
nasa y dejando que los hepatocitos recién disociados se adhieran a una superficie adecuada. La viabilidad de 
los hepatocitos de los animales del control negativo ha de ser del 50% como mínimo (5). 

1.5.7. Determinación de la síntesis de ADN no programada 

Los hepatocitos de mamífero recién aislados se incuban en un medio con ‘H-TdR durante un tiempo ade- 
cuado, por ejemplo, de 3 a 8 horas. Al término de la incubación, se retiran las células del medio y pueden 
entonces incubarse en otro medio con un exceso de timidina sin tratar con el fin de reducir la radiactividad 
no incorporada (“cold chase”). A continuación, se aclaran las células, se fijan y se tiñen. Esta segunda incuba- 
ción puede no ser necesaria si la primera ha sido más larga. Se bañan los portaobjetos en una emulsión auto- 
rradiográfica, se exponen en la oscuridad (por ejemplo, refrigerados, de 7 a 17 días), se revelan y tirien y se 
cuentan los granos de plata expuestos. Se preparan dos o tres portaobjetos por animal. 

1.58. hdisis 

Las preparaciones han de contener un número suficiente de células de morfología normal para que la evalua- 
ción de la síntesis de ADN no programada sea significativa. Se observan las preparaciones al microscopio en 
busca de signos de citotoxicidad manifiesta (por ejemplo, picnosis. índice reducido de marcado radiactivo, 
etc.). 

Se codifkan los portaobjetos antes del recuento de granulaciones. Por lo general, se cuentan 100 células por 
animal, en dos portaobjetos como mínimo. El recuento de menos de 100 células por animal deberá estar 
debidamente justificado. Si bien los núcleos en fase S no se consideran en el recuento de granulaciones, puede 
registrarse la proporción de células en fase S. 

Se determinará con métodos apropiados la cantidad de ‘H-TdR incorporada en los núcleos y el citoplasma de 
las células con morfología normal, revelada por el depósito de granos de plata. 

2. RESULTADOS 

2.1. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS 

Se proporcionarán los datos de cada portaobjetos y de cada animal. Se resumirán todos los datos en forma de 
tabla. Se calculará el número neto de granulaciones nucleares (NGN) por célula, por animal y por dosis y 
tiempo restando el número de GC del de GN. Si se cuentan las células en reparación, se motivará el criterio 
aplicado para definir las ‘células en reparación”, que debeá fundarse en datos relativos a controles históricos 
negativos o realizados en paralelo al ensayo. Los resultados numéricos pueden evaluarse por medio de méto- 
dos estadísticos, que deberán seleccionarse y justificarse antes de llevar a cabo el estudio. 

2.2. EVALUACIÓN E INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

Entre los criterios para determinar si una respuesta es positiva o negativa se encuentran los siguientes: 

respuesta positiva: i) el NCN es superior a un valor preestablecido fundado en datos de controles histó- 
ricos obtenidos en el laboratorio, o 

ii) el NGN supera de forma significativa al de los controles realizados en paralelo: 

respuesta negativa: 0 el NGN no supera el umbral correspondiente a controles históricos, o 

ii) el NGN no supera de forma significativa al de los controles realizados en paralelo. 

Debe considerarse la importancia biológica de los resultados. Se tomarán en consideración, por ejemplo, la 
variabilidad entre animales, la relación dosis-respuesta y la citotoxicidad. Pueden emplearse métodos estadísti- 
cos como apoyo para evaluar los resultados del ensayo. El hecho de que los datos estadísticos sean signifkati- 
vos no ha de ser el único factor para determinar que una respuesta es positiva. 
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Si bien en la mayoría de los experimentos los resultados serán claramente positivos o negativos, en algunos 
casos el conjunto de datos no permitirá emitir un juicio definitivo sobre la actividad de la sustancia de ensayo. 
Con independencia del número de veces que se repita el experimento, los resultados pueden seguir siendo 
ambiguos o dudosos. 

Un resultado positivo en el ensayo de síntesis de ADN no programada en hepatocitos de mamífero in vivo 
indica que la sustancia de ensayo provoca lesiones del ADN en los hepatocitos de mamífero in vivo que pue- 
den repararse por síntesis de ADN no programada in vitre. Un resultado negativo indica que, en las condicio- 
nes del ensayo, la sustancia de ensayo no provoca lesiones del ADN detectables mediante este ensayo. 

Deberá estudiarse la probabilidad de que la sustancia de ensayo pase al torrente circulatorio o llegue específi- 
camente al tejido diana (toxicidad sistémica. etc.). 

3. INFORME 

INFORME DEL ENSAYO 

El informe del ensayo incluirá la información siguiente: 

Disolvente o vehículo: 

- motivación de la elección del vehículo. 

- solubilidad y estabilidad de la sustancia de ensayo en el disolvente o vehículo, si se conocen. 

Animales de ensayo: 

- especie y cepa utilizadas, 

- número, edad y sexo de los animales. 

- procedencia, condiciones de alojamiento, alimentación. etc., 

- peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo del peso corporal, media y desviación 
estándar de cada lote. 

Condiciones del ensayo: 

- controles positivos y negativos (vehículo o disolvente), 

- datos relativos aI estudio de determinación del intervalo, si se ha llevado a cabo, 

- fundamento de la selección de la dosis, 

- preparación de la sustancia de ensayo, 

- administración de la sustancia de ensayo, 

- fundamento de la elección de la vía de administración. 

- métodos de comprobación de que la sustancia de ensayo llega al torrente circulatorio o al tejido diana, 
en su caso. 

- conversión de la concentración de la sustancia de ensayo en el agua ingerida y/o la dieta (ppm) en la 
dosis real (mg/kg de peso corporal/día). si procede, 

- calidad de los alimentos y el agua, 

- descripción detallada de las pautas de tratamiento y toma de muestras. 

- métodos de determinación de la toxicidad. 

- métodos de preparación y cultivo de los hepatocitos. 

- técnica autorradiográfica utilizada, 
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- número de portaobjetos preparados y de células sometidas a recuento, 

- criterios de evaluación, 

- criterios empleados para considerar que los resultados de los estudios son positivos, negativos o dudosos. 

Resultados: 

- media de granulaciones mudeares. granulaciones citoplasmáticas y granulaciones nucleares netas por por- 
taobjetos, animal y lote, 

- relación dosis-respuesta, cuando sea posible, 

- evaluación estadistica, si se ha realizado, 

- signos de toxicidad, 

- datos de los controles negativos (disolvente o vehículo) y positivos realizados en paralelo, 

- datos de controles históricos negativos (disolvente o vehículo) y positivos, intervalos, medias y desviacio- 
nes estándar, 

- número de “células en reparación”, si se ha determinado, 

- número de células en fase S, si se ha determinado, 

- viabilidad de las células. 

Discusión de los resultados. 

Conclusiones. 
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1. MÉTODO 

1.1. mroducci6n 

El Centro Europeo de Validación de MCtodos Alternativos (CWMA, Centro Común de Investigación, Cou+ 
si& Europea) ha considerado científicamente vaidos dos ensayos in vim&;E&d cudnea: el ensayo 
de resistencia eléctrica tm~nscutánea en piel de rata [the rut skin tmnscws -o-wlY~ 
ensayo que emplea un modelo de piel humana (1) (2) (3). El estudio de validación del CEVMA demd que 
ambos ensayos podían discriminar de manera fiable entre agentes corrosivos y no ~corrosivcrs cutáneos conc+ 
cidos. Además, el protocolo del ensayo basado en un modelo de piel humana permitib una distiná6n 
correcta entre gndos de efectos corrosivos (agentes cormsivos potentes conocidos,. R35. y otros agentes 
corrosivos cutáneos, R34) (2). A continuación, se dan las descripciones y procedimientos de ambos ensayos, 
cuya elección depende de las necesidades concretas y las preferencias del usuario. 

v.&e también la introducción general de la parte B. 

1.2. Definicionts 

~r-r&Gr cutdncu: producción de daños tisulares’ irreversibles en la piel tras la aplicación de una sustancia de 
ensayo. 

1.3. S~trn&s & refacha 

No se especifica ninguna pero véanse las puntos 1.5.3.4 y 1.7.2.3. 

1.4. mepi del mCtod&- Ensayo TER en piel de rata 

ba sustancia de ensayo se aplica durante 24 horas a las superficies epidérmicas de discos cutáneos tomados 
de la piel de ratas jóvenes sacrificadas sin causar sufrimientos. Las sustancias corrosivas se caractmn por 
su capacidad de producir una pérdida de la integridad normal de la capa córnea y de la función de barrera 
Esta pérdida se mide como reducción de la TFR inherente por debajo de un umbral (5 kQ (4) (5). has sus- 
tancias irritantes y no irritantes no reducen la IBR por debajo del umbral. Pan los surfactantes y las sutanb 
orgánicas neutms [véase la definición en la referencia (6)] puede incorporarse al procedimiento de ensayo trn 
paso consistente en la fijación de un colorante con el fin de reducir el número de falsos positivos que se 
obtienen concretamente con estos tipos químicos (2) y (7). 

1.5. Descripción del método - Ensayo TER en piel de rata 

1.5.1. Animaks 

Para la preparación de los discos de piel se necesitan ntas jóvenes (20-23 días) (Wistar o una cepa compu;l- 
ble). El pelo dorsal y de 10s costadas se rasura con cuidado utilizando una maquinilla. para anides 
pequeños. A continuación se lavan los animales enjugándolos cuidadosamente al mismo tiempo que se 
smnerge la zona en una solución antibiótica (que contenga, por ejemplo, estreptomicina, penicilina, cloranfe- 
nicol y anfotericina en concentraciones que sean efectivas para inhibir el crecimiento bacteriano). Al tercer o 
cuarto día después del primer lavado se lavan otra vex los animales con antibióticos y se usan dentro de 10~ 
tres días siguientes (los animales no pueden tener más de 31 días de edad para la preparación de piel). 

1.5.2. p,.+n,m&n de los discos cutáneos 

Se sacrifican los animales sin sufrimientos. A continuación se retira la piel dorsal de cada animal y se le qmta 
la grasa separándola de la piel cuidadosamente. Se coloca la piel en el extremo de un tubo de m (pohtem- 
fluomtileno), comprobando que la superficie epidérmica esté en contacto con el mismo. Se coloca a pM& 
un anillo de goma en el extremo del tubo para mantener la piel en su sitio y se recorta el tejido sobrante. En 
la figura 1 se dan las dimensiones del anillo y del tubo. Después se sella con cuidado el anillo de goma al 
extremo del tubo de PITE con vaselina. El tubo se sujeta mediante una pinza de muelle dentro de una hara 
receptora que contiene una solución de sulfato de magnesio (154 mM) (figura 2). 

1.5.3. 

1.5.3.1. 

Proozdimiento 

Aplicación del material de ensayo 

aB.40. CORROSIr5N CUTÁNEA 

Dentro del tubo SC aplican a Ia superficie epidérmica sustancias líquidas de ensayo (1 SO pl) (figura 2). Cuando 
se prueban materias sólidas se aplica al disco una cantidad suficiente del sólido de tal manera que quede 
cubierta.toda la superficie de epidermis. A continuación se vierte encima del sólido agua desionizada (3 50 4) 
y se agitan suavemente los tubos. Las sustancias de ensayo deben tener el máximo contacto posible con Ia 
piel. Para algunos sólidos este contacto máximo puede conseguine calentando hasta 30’C par;l fundir la sus- 
tan& de ensayo o moliéndola para producir un polvo o un granulado. 
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Para cada sustancia de ensayo se utilizan tres discos cutáneos. La sustancia de ensayo se aplica durante 24 
horas (véase también el punto 1.5.3.4) y se elimina lavando bajo el chorro de agua de] grifo a 3O’C hasta 
que no pueda eliminarse más materia. La eliminación de sustancias de ensayo que se hayan solidificado en e] 
tubo puede facilitarse mediante un lavado a chorro con agua caliente a aproximadamente 30-C. 

1.5.3.2. Mediciones de la TER 

La TER se mide mediante un puente de corriente alterna y baja tensión (por ejemplo, Alhi 401 o 6401, o 
equivalente). Antes de medir la resistencia eléctrica, se reduce la tensión superficial de la piel añadiendo la 
cantidad suficiente de etanol al 70% para cubrir la epidermis. Después de unos segundos se quita el etano] 
dando la vuelta al tubo y entonces se hidrata el tejido aplicando 3 mi de una solución de sulfato de magnesio 
(3 S4 mM). Los electrodos del puente se colocan a ambos lados del disco cutáneo para medir la resistencia en 
kn/disco (figura 2). En la figura 1 se dan las dimensiones de los electrodos y la longitud del electrodo 
expuesta por debajo de las pinzas de cocodrilo. La pinza que sujeta el electrodo interior (grueso) se coloca 
encima de] tubo de PTFE durante la medición de la resistencia para asegurarse de que la longitud del elec- 
trodo que queda surmergida en la solución de sulfato de magnesio es constante. El electrodo exterior (del- 
gado) se coloca dentro de la cámara receptora de manera que esté en contacto con el fondo de la misma. La 
distancia entre el fondo de la pinza de mueile y el fondo del tubo de PTPE se mantendrá constante (figura I), 
ya que esta distancia afecta al valor de la resistencia obtenido. 

Téngase en cuenta que si el valor de la resistencia medido es superior a 20 kR, puede deberse a la sustancia 
de ensayo que recubre la superficie epidérmica del disco cutáneo. Puede intentarse la eliminación de este 
recubrimiento, por ejemplo, sellando el tubo de PTPE con el pulgar cubierto de un guante y agitándolo 
aproximadamente diez segundos: se tira la solución de sulfato de magnesio y se repite la medición de la re&- 
tencia con otra solución de sulfato de magnesio. 

Los resultados medios de la TER se aceptan a condición de que 10s valores de control positivos y negativa 
en paralelo queden dentro de intervalos aceptables para el método. A continuación se dan las sustancias de 
control propuestas y sus intervalos de resistencia aceptables para la metodología y el instrumental: 

Control Sustancia hu-valo de resistu~cia 
WV 

Positivo 10 M de acido clorhídrico (36%) 0.5-I ,o 

Negativo Agua destilada lo-25 

1.5.3.3. Procedimiento modificado para surfactantes y sustancias orgánicas neutras 

Si los valores TER de las sustancias de ensayo que sean surfactantes o sustancias orgánicas neutras son infe- 
tiores o iguales a 5 kR, puede hacerse en los tejidos una evaluación de la penetración del colorante. hte pro- 
cedimiento determinará si IOS resultados son falsos positivos (2). 

1.5.3.3.1. Aplicación y eliminación del colorante sulforodamina B 

Después del tratamiento inicia] con la sustancia de ensayo, se aplicarán 150 ml de una dilución al 10 % @Iv) 
de colorante sulforodamina B en agua destilada sobre la superficie epidérmica de cada disco cutáneo durante 
dos horas. A continuación. los discos SC lavan a chorro con agua del grifo a temperatura ambiente durante 
aproxrmadamente 10 segundos para ehminar el colorante excedente o sin fijar. Ca& disco cutáneo se retira 
cuidadosamente de] tubo de PTPE y se coloca en un frasco (por ejemplo, un frasco de cristal de centelleo de 
20 ml) que contenga agua desionizada (8 ml). Los frascos se agitan suavemente durante cinco minutos para 
eliminar el colorante excedente o sin.fijar que haya quedado. Este procedimiento de aclarado SC repite a con- 
tinuación, después de IO cual se retiran los discos cutáneos y se colocan en frascos que contengan 5 ml de 
dodecilsulfato sódico (SDS) al 30% @/ 
]a incubación, se retira y desecha 

v en agua destilada y se dejan incubar una noche a 60-C. Despuú de ) 
cada 

(fuerza centrífuga relativa - 
disco cutáneo y la solución restante SC centrifuga 8 minutos a 21 ‘C 

175). Luego, SC diluye 1 a 5 (v/v) [es decir, 1 ml + 4 ml] una muestra de 1 m] 
del sobrenadante con dodecilsulfato sódico al 30 % (JJ/ ) 
solución se mide a aproximadamente 565 nm. 

v en agua destilada. La densidad óptica (DO) de ]a 

1 .S.3.3.2. CálcuIo del contenido en colorante 

El contenido en colorante sulfordamina B por disco se calcula a partir de los valores DO (coeficiente de cxth- 
ción molar de] colorante sulforodamina B a 565 nm = 8,7x 10’: peso molecular = S80). El contenido en 
colorante sulforodamina B se determina para cada disco cutáneo y luego se calcula un contenido medio de 
colorante para 10s ensayos repetidos. Los resultados medios de fijación del colorante se aceptan a condición 
de que los valores de control en paralelo queden dentro de intervalos aceptables para el método. A continua- 
ción se dan los interva]os de contenido en colorante aceptables que se proponen para las sustancias de con- 
tro] y para la metodología y el instrumental: 
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1.5.3.4. 

1.6. 

1.7. 

1.7.1. 

1.7.2. 

1.7.2.1. 

1.7.2.2. 

COtlCd Sustancia 
Intetdo del contenido 

en colorante 
@g/disco) 

Positivo 

Negativo 

10 M de ácido clorhídrico (36 %) 

Agua destilada 

40-l 00 

15-35 

Información complementaria 

Pueden aplicarse rambitn sustancias de ensayo a los discos cutáneos durante períodos más cortos (por ejem- 
plo, 2 horas) para identificar aquelllos matcrialcs que sean fuertemente corrosivos. Sin embargo, en el estudio 
de validación. se halló que el ensayo TER sobrestimaba el potencial corrosivo de varias sustancias químicas 
de ensayo después de SU aplicación a los discos cutáneos durante 2 horas (2). aunque permitía la correcta 
identificación dc sustancias corrosivas y no corrosivas después de una aplicación de 24 horas. 

Las propiedades y dimensiones del instrumental de ensayo y cl procedimiento experimental utilizado pueden 
influir en IOS valores TER obtenidos. El umbral de corrosión de 5 ka se determinó a partir de datos obteni- 
dos con el instrumental y el procedimiento concretos descritos en este método. Si las condiciones de ensayo 
se modifican dc manera significativa, pueden aplicarse diferentes umbrales y valores de control. Por tanto, se 
recomienda que la metodología y cl umbral de resistencia se calibren probando una serie de sustancias de 
referencia elegidas entre 10s productos químicos utilizados en el estudio de validación (3). 

Principio del mitodo - Ensayo con modelo de piel humana 

El materia] de ensayo SC aplica tópicamente durante 4 horas a un modelo tridimensional de piel humana que 
comprende una epidermis reconstruida con una capa córnea funcional. Los materiales corrosivos se caracte+ 
tan por su capacidad de producir una disminución de la viabilidad celular (determinada, por ejemplo, ut& 
zando el ensayo de reducción del MIT) por debajo de determinados umbrales en períodos de exposición 
especificados. El principio del ensayo parte de la hipótesis de que los productos químicos corrosivos son ]os 
que pueden penetrar la capa córnea (por difusión o erosión) y son suficientemente citotóxicos para provocar 
]a muerte de las células en las capas celulares subyacentes. 

Desuipción del método - Ensayo con modelo de piel humana 

Modeh de piel humono 

Los modelos de piel humana pueden tener diferentes orígenes pero tienen que cumplir determinados cdte- 
eos. El modelo debe tener una capa córnea funcional con una capa subyacente de células vivas. ea Función 
de barrera de la capa córnea debe ser adecuada. lo cual puede ponerse de manifiesto demostrando la resisten- 
cia de] modelo a la citoroxicidad tras la aplicación de sustancias conocidas como citotóxicas pero que nor- 
malmente no atraviesan la capa córnea. Debe mostrarse que el modelo da resultados reproducibles en condi- 
ciones experimentales definidas. 

La viabilidad de las células vivas de] modelo debe ser suficientemente alta para discriminar bien entre las sus- 
tancias de controles positivos y negativos. La viabilidad celular (por ejemplo, medida por la reducción de] 
MTT, es decir, un valor DO) tras la exposición a la sustancia del control negativo debe quedar dentro de Ifmi- 
tes aceptables para cl modelo en cuesrión. DC la misma manera, los valores de viabilidad celular con la sus- 
tancia del control positivo (en relación con los del control negativo) deben quedar dentro de límites espe&- 
cados y, lo que es más importante, hay que demostrar que el modelo de predicción utilizado cumple norma 
de validación internacionales (2). 

proccdimitnto 

Aplicación de la sustancia de ensayo 

Para materiales líquidos, debe aplicarse una cantidad de sustancia de ensayo suficiente para cubrir la supe& 
cie cutánea (un mínimo de 25 pl/cm’). Para los materiales sólidos. tiene que aplicarse suficiente cantidad dc 
sustancia para cubrir la piel y, a continuación, debe humedecerse para asegurar un buen contacto con la piel; 
cuando convenga, deberán molerse los sólidos para transformarlos en polvo antes de su aplicación. Debe 
mostrarse que el metodo de aplicación es adecuado para una amplia gama de tipos químicos (2). Al fina de] 
período de exposición. el materia] de ensayo debe lavarse cuidadosamente de la superficie de la pic] con una 
solución salina. 

Medici6n de la viabilidad celular 

Para medir la viabilidad celular puede emplearse cualquier mCtodo cuantitativo validado. El ensayo utilizado 
más frecuentemente es la reducción del MIT. que se ha comprobado que da resultados exactos y reproduci- 
bies en diferentes laboratorios (2). El disco cutáneo se coloca en una solución de MTT de 0.3 mg/d a 
2O-28’C durante 3 horas. A conricuación se extrae cl formazano azul precipitado (extracción del disolvente) 
y se mide la concentración de formazano determinando la DO a una longitud de onda entre 545 y 595 nm. 
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1.7.2.3. 

2. 

2.1. 

2.1.1. 

2.1.2. 

2.2. 

2.2.1. 

2.2.2. 

3. 

Información complementaria 

El modelo de piel utilizado y cl protocolo exacto del tiempo de exposición y los procedimientos de lavado, 
etc., tendrán un efecto importante en los resultados de la viabilidad celular. Se recomienda que la metodolo- 
gía y el modelo dc predicción se calibren probando una serie de sustancias de referencia elegidas entre loS 
productos químicos utilizados en el esrudio de validación del CEVMA (3). Es crucial haber comprobado que 
el método utilizado es reproducible dentro y entre laboratorios para una amplia gama de productos químicos 
con arreglo a normas internacionales. Como mínimo, el método debe cumplir los criterios de validez cienti- 
fica definidos previamente (2) y los resultados de esfe estudio de validación deben publicarse en una revista 
científica que los someta a una revisión inw pares. 

RESULTADOS 

Tratamiento de los resultados 

Ensayo TER en picl de rara 

los valores de resistencia (kR) para la sustancia de ensayo, los controles positivos y negativos y los posibles 
productos químicos de referencia deben darse en forma de tabla, incluyendo los datos de los experimentos 
repcridos. los valores medios y la clasificación derivada. 

EN~CJ con modelo de piel humana 

10s valores DO y los datos sobre viabilidad celular calculados en porcentaje para la sustancia de ensayo, 10s 
controla positivos y negativos y los posibles productos químicos de referencia deben darse en forma de 
tabla, incluyendo los datos de los experimentas repetidos, los valores medios y la clasificaci6n derivada. 

Evaluación c interpretación de los resultados 

E-0 Tl3 sobre piel de rata 

Si el valor medio TER obtenido para la sustancia de ensayo es superior a 5 kfl. la sustancia no es corrosiva. 
Si el valor TJZR CS inferior o igual a 5 ka. y la sustancia de ensayo no es un surfactante ni una sustancia 
orgánica neutra, la sustancia es corrosiva. 

para los surfacfanfes o sustancias orgánicas neutras que den valores TER inferiores o iguales a 5 ka, puede 
evaluarse la penetración de un colorante. Si el contenido medio de colorante en el disco es superior o igual 
al contenido medio dc colorante en cl disco del control positivo de HCI al 36% obtenido en pardelo, la sus- 
tancia de ensayo es un positivo verdadero y, por tamo, es corrosiva. Si el contenido medio de colorante en e] 
disco es inferior al contenido medio de colorante en el disco del control positivo de HCl al 36% obtenido en 
paralelo. la sustancia de ensayo da un falso positivo y, por tanto, no cs corrosiva. 

E~qo con modelo dc piel humnrw 

EI valor DO del control negativo representa el 100% de viabilidad celular: de ahí que los valores DO obteni- 
dos para cada muestra de ensayo puedan utilizarse para calcular un porcentaje de viabilidad respecto al con- 
trol negativo. El porcentaje de viabilidad celular que permite distinguir entre sustancias de ensayo corrosivas 
y no corrosivas (O discriminar entre diferentes tipos de sustancias conosivas) tiene que definirse claramente 
en el modelo de predicción antes de validar el método y cl posterior estudio de validación debe demostrar 
que el valor que se utiliza para separar es adecuado (2). 

INFORME 

Informe del ensayo 

EI informe del ensayo debe dar, como mínimo, la información siguiente: 

sustancia dc ensayo: 

- datos de identificación. naturaleza fisica y, si procede, propiedades fisicoquímicas: rambién debe darse 
información semejante para las sustancias de referencia, si se utilizan. 

Condiciones del ensayo: 

- particularidades del procedimiento de ensayo empleado. 

- descripción y iustificación de uosiblcs modificaciones. 
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Resultados: 

- tabulación de los valores de resistencia (ensayo TER) o porcentajes de viabilidad celular (ensayo con 
modelo de piel humana) del material de ensayo, controles positivos y negativos y posibles productos qui- 
micos de referencia, incluyendo datos sobre experimentos repetidos y valores medios, 

- descripción de otros efectos observados. 

Discusión de los rcsuftndos. 
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Figura 1 

Dimensiones del h&o de PITE 

Dimensiones de los elccl~os 
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Figura 2 

lnsrumcot21 para cl ensayo TER en piel de rata 
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mxo6-9 

l B.41 . FOTOTOXICIDAD - ENSAYO DE FOTOTOXICIDAD IN VJ’TRO 3T3 NRU 

1. MÉTODO 

1.1. Introducción 

ea fototoxicidad es una reacción tóxica que se produce tras la exposición de la piel a determinadas sustancias 
químicas y su posterior exposición a la luz, o por irradiación de la piel tras la adminiittación sist&ica de 
una sustancia química. 

La información que proporciona el ensayo de fototoxicidad in vitm 3T3 NRU sirve para determinar el poum- 
cial fototóxico de una sustancia de ensayo, es decir, para saber si puede entrañar peligros o no en - de 
exposición a las radiaciones UV y de luz visible 

Dado que el parámetro toxicológico que se pone de manifiesto con el ensayo in vihu es la fotocitototicidad, 
provocada por la acción combinada de una sustancia y de la luz, el ensayo permite determinar compuestos 
que resultan fototóxicos in vivo tras su administración sistémica y difusión a la piel, así como compuestas que 
resultan fotoirritantes tras su aplicación tópica en la piel. 

EI ensayo de fototoxicidad in vitre íf3 NRU ha sido elaborado y validado en el marco de un proyeao con- 
junto UE/COLIPA.entre 1992 y 1997 (1) (2) (3), con cl fin de establecer un método in vitm vilido para susa- 
tuir a .los diversos ensayos in vivo empleados. En 1996 ae recomendó en un taller de la OCDE un enfoque 
secuencial de ensayo in vitm para evaluar la fototoxicidad (4). 

LOS nwsltados del ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU se han comparado con los efectos de fotottici- 
dad/fotoinitación aguda in vivo en animales y seres humanos, lo cual ha puesto de manifkto que el ensayo 
proporciona una excelente predictividad de dichos efectos. El ensayo no está diseriado para dctectu otros 
efectos adversos de la acción combinada de las sustancias químicas y la luz. como pueden ser fa fotogenototi- 
cidad. la fotoalergia y la fotocarcinogenicidad, si bien muchas sustancias químicas que presentan esas propie- 
dades darán un resultado positivo en el ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU. Además de ello, el ensayo 
tampoco permite evaluar la potencia fototóxica. 

El apéndice recoge-un enfoque secuencial de ensayo de la fototoxicidad de sustktcias quúnicas. 

1.2. Dcfiiciones 

~m&ut&: intensidad de radiación ultravioleta (UV) o visible que incide en una superficie, medida en W/m* o 
mW/cm’. 

Dosis de hu: cantidad (= intensidad x tiempo) de radiación ultravioleta (UV) o visible que incide en una supe&- 
cie, expresada en julios (= W xs) por unidad de superficie, por ejemplo J/m2 o J/cm’. 

b@ud de onda de la luz W: UVA (315-400 nm), UVR (280-315 nm) y UVC ( loo-280 am) [designaciones 
recomendadas por la CIE (Commission Iaternationale de L’Eclairage)]. También se emplean otras designado- 
nes: la separación entre UVB y UVA suele situarse a 320 nm y las ndiaciones UVA pueden subdividirse en 
UV-Al y UV-A2, con una separación a 340 nm aproximadamente. 

Viabilidad celular: parámetro que mide la actividad total de una poblacion celular (por ejemplo, captación del 
colorante vital rojo neutro por los lisosomas celulares), que. según el efecto que se mida y el tipo de ensayo 
realizado. corresponde al mímero total y/o la viabilidad de las células. 

V~f&fad celular relativa: viabilidad celular respecto a la de los controles negativos (disolvente) que se toman a 
Lo largo de todo el procedimiento de ensayo (+ UV o -LN), pero no se tratan con la sustancia de ensayo. 

M&IO de predicción: algoritmo utilizado para transfotmar’los resultados de un ensayo de toxicidad cn una pre- 
dicción de potencial tóxico. En las presentes directrices de ensayo, pueden utiliz.arse el PIF y cl MPE para 
transformar los resultados del ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU en una prediccion del potencial foto- 
ttico. 

PJF (Phota Initation Factor-Factor dr fitoirritacidn): factor que se obtiene comparando dos concenttaciones cito- 
tóxicas igualmente eficaces (FC,,) de la sustancia de ensayo en ausencia (-UV) y en presencia (+ UV) de una 
irradiación no citotóxica con UVAlluz visible. 

MPE (Mm Photo EJ¿cr-Foto$ccto medio): nueva medida derivada de un análisis matemático del mzado com- 
pleto de dos curvas de concentración-respuesta obtenidas en ausencia (-UV) y en presencia (+w) de una 
irradiación no citotóxica con UVA/hrz visible. 
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1.3. 

1.4. 

1.5. 

1.6. 

Fototoxicidad: reacción róxica aguda que se produce tras la primera exposición de la piel a determinadas sus- 
tancias químicas y su posterior exposición a la luz. o por irradiación de la piel tras la administración sistémica 
de una sustancia química. 

Fotoirritación: subcategotía del término “fototoxicidad”, empleada para describir únicamente las reacciones 
fototóxicas que se producen en la piel tras la exposición (aplicación tópica o administración oral) a sustancias 
químicas. Dichas reacciones fototóxicas provocan siempre. daños celulares inespecíficos (del tipo eritema 
solar). 

Fotookrgin: reactividad inmunológica adquirida, que no se produce tras la primera exposición a la sustancia 
química y a la luz. y que requiere un periodo de inducción de una o dos semanas antes de que se manifieste 
la reactividad cutánea. 

Fotogcnotoxicidad: reacción penotóxica observada para un parámetro genético, que se produce tras la exposi- 
ción de las células a una dosis no genotóxica de luz W/visible y a una sustancia química no genotóxica. 

Fotoczwcinogenicidnd: carcinogenicidad inducida por la exposición repetida a la luz y a una sustancia química. 
Se emplea el término ‘fotococarcinogénesis” cuando el efecto carcinógeno de las radiaciones W se ve acre- 
centado por la exposición a una sustancia química. 

.%stanQas de referencia 

Además de la clorpromacina empleada para el control positivo, que ha dc someterse a ensayo en paralelo en 
cada caso, se recomienda utilizar como sustancias de referencia para el ensayo de fototoxicidad 3T3 NRU un 
subconjunto de las sustancias quimicas empleadas para dicho ensayo en las pruebas interlaboratorios (1) (3) 
(13). 

Consideraciones iniciales 

Se ha señalado que numerosos tipos de sustancias químicas producen efectos fototóxicos (5) (6) (7) (8). Su 
única característica en común es la capacidad de absorber la energía luminosa de la luz solar. Con arreglo a la 
primera ley de la fotoquímica (ley de Grotthaus-Draper), para que se produzca fotorreacción, cs necesaria la 
absorción de una cantidad suficiente de qwnto de luz. Por tanto, antes de plantearse realizar un ensayo bioló- 
gico conforme a las presentes directtices, debe determinarse el espectro de absorción de rayos W/luz visible 
de la sustancia de ensayo (por ejemplo según las directrices de ensayo 101 de la’ OCDE). Si el coeficiente de 
extinción/absorción molar es inferior a 10 litro x mal-’ *cm- ‘, la sustancia carece de potencial fotorreactivo y 
no es preciso somererla al ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU ni a ningún otro ensayo biológico de 
efectos fotoquímicos adversos (apéndice 1). 

~incipio del método 

Se han descrito cuatro mecanismos mediante los cuales la absorción de luz por un cromóforo (químico) 
puede dar lugar a una reacción forotóxica (7) y rodos ellos provocan daños celulares. Así pues, el ensayo de 
fototoxicidad in vitre 3T3 NRU se basa en la comparación de la citotoxicidad de una sustancia cuando se 
somete a ensayo exponiéndola a una dosis no citotóxica de radiación WA/]uz visible y sin exponerla. La cito- 
toxicidad en este ensayo se expresa como la disminución, ligada a la concentración, de la captación del colo- 
rante vital rojo neutro (Neutrnl Red - NR (9)) 24 horas después de la administración de la sustancia de ensayo 
y la irradiación. 

Se mantienen en cultivo células Balb/c 3T3 durante 24 horas hasta que se formen monocapas. Por cada sus- 
tancia de ensayo se preincuban durante 1 hora dos placas de 96 pocillos con ocho concentraciones distintas 
de la sustancia de ensayo. A continuación, una de las placas se expone a una dosis no citotóxica de radiación 
WA/luz visible de 5 J/cm2 WA (expetimento +UV) y la otra SC mantiene en la oscuridad (experimento 
-UV). El medio de tratamiento se sustituye después por un medio de cultivo en las dos placas y, tras otras 24 
horas de incubación, se determina la viabilidad celular mediante el análisis de captación del rojo neutro (Neu- 
tra] Red Uptake - NRU) durante 3 horas. Se calcula. para cada una de las ocho concentraciones de ensayo, la 
viabilidad celular relativa, expresada en porcentaje de los controles negativos no tratados. Para predecir el 
potencial fototóxico, se comparan las reacciones a las distintas concentraciones obtenidas en presencia (+uv) 
y en ausencia (-UV) de irradiación, por lo general al nivel ECIc,. es decir, la concentración que inhibe la viabi- 
lidad celular en un SO % respecto a los contro]cs sin tratar. 

Criterios de calidad 

Semibilidod de lac celulas II lar radiaciones UVA-Datos de rejerencia: debe comprobarse periódicamente la sensibili- 
dad de las células a las radiaciones WA. Se siembran las células a la densidad empleada en el ensayo de foto- 
toxicidad in vitre 3T3 NRU y al día siguiente se irradian con dosis de 1 a 9 J/cm de radiación WA. Un día 
después, se determina la viabilidad celular mediante el ensayo NRU. Las células cumplen los criterios de cali- 
dad si, tras la irradiación con 5 J/cm’ WA, su viabilidad es superior o igual al 80 % de la viabilidad de los 
controles mantenidos en la oscuridad. Con la dosis superior de radiación WA (9 J/cm’). la viabilidad debe 
ser, al menos, igual al 50 % de la de los controles mantenidos en la oscuridad. Esta comprobación debe repe- 
tirse aproximadamente cada 10 pasos celulares. 

Sensibilidad ¿t lar c¿luh de los controks negativos II kz radiaciones UVA-Ensayo cn curso: el ensayo cumple los cri- 
terios dc calidad si los controles negativos [cílulas en una solución salina equilibrada de Earl (hrl’s Bakmud 
Salt Sofution-EBSS) con o sin 1 % de dimetilsulfóxido (DMSO) o 1 % de etanol (EtOH)] en el experimento + 
WA presentan una viabilidad superior o igual al 80 % de la de las células no irradiadas en el mismo disol- 
vente de] experimento realizado en paralelo en la oscuridad (-WA). 
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Viabilidad de los controlrs negativos: la densidad óptica absoluta (OD,,, NRu) medida en el extracto NR de los 
controles negativos indica si las 1 x 10’ células sembradas por pocillo han crecido en un tiempo de generación 
normal durante los dos días del ensayo. Este se ajusta a los criterios de aceptación si la densidad óptica media 
(ODs40 NRo) de los controles no tratados es r 0.2. 

Control positivo: por cada ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU, debe someterse a ensayo en paralelo un* 
sustancia fototóxica conocida. Se recomienda utilizar la clorpromacina (CPZ) como control positivo, pues es 
la sustancia que se ha empleado en el estudio de validación EU/COLIPA. Se han definido los criterios de acep- 
tación siguientes para el uso de CPZ conforme al protocolo normalizado en el ensayo de fototoxicidad in vitre 
3T3 NRU: CPZ irradiada (+ WA), ECse = 0,l a 2,0 pg/ml: CPZ no irradiada (-UVA), ECs, = 7.0 a 90,O pg/mL 
El factor de fotoirritación (PIF), es decir, la variación de ja ECsa ha de ser, al menos, de 6. 

En lugar de la CPZ, pueden emplearse para los controles positivos en paralelo otras sustancias fototóxicas 
conocidas adecuadas a la naturaleza química o a las características de solubilidad de la sustancia de ensayo. 
En ese caso y sobre la base de los datos de referencia. deben definirse debidamente como criterios de acepta- 
ción para el ensayo los intervalos de los valores de la ECsa y el PIF o el MPE. 

1.7. Descripción del método 

1.7.1. Reparncidn 

1.7.1.1. Células 

Se recomienda el uso de una línea celular permanente de frbroblastos de ratón -Balb/c 3T3, clon 31-proce- 
dente del ATCC o ECACC, pues es la que se ha empleado en el estudio de validación. También pueden obte: 
nerse buenos resultados utilizando otras células o líneas celulares según cl mismo protocolo de ensayo, siem- 
pre y cuando las condiciones de cultivo estén adaptadas a las necesidades particulares de las &lulas, si bien en 
tal caso debe demostrarse la equivalencia. 

Debe comprobarse periódicamente que las células no están contaminadas por micoplasmas y solo se utiliza- 
rán si los resultados de las comprobaciones son satisfactorias. 

Dado que la sensibilidad de las células a las radiaciones UVA puede aumentar con el número de pasos, deben 
emplearse células Balb/c 3T3 sometidas al menor número posible de pasos, preferiblemente menos de 1OO:Es 
importante comprobar periódicamente la sensibilidad de las células Balb/c 3T3 a las radiaciones WA con- 
forme al procedimiento de control de calidad descrito en las presentes directrices. 

1.7.1.2. Medios y condiciones de cultivo 

Deben emplearse medios de cultivo y condiciones de incubación apropiados para los pasos celulares sistemáti- 
cos y durante cl procedimiento de ensayo. En el caso de las células Balb/c 3T3, el medio de cultivo es DMEM 
enriquecido con un 10 % de suero de remera recién nacida, 4 mM de glutamina. penicilina y estreptomicina, 
y han de incubarse en atmósfera humidificada. a 37’C/7,5 % CO,. Es particularmente importante que las con- 
diciones de cultivo celular permitan mantener la duración del ciclo celular dentro de los límites normales de 
Ia linea celular 0 las células utilizadas. 

3.7.3.3. Preparación de los cultivos 

Se siembran células procedentes de cultivos nock congelados en un medio de cultivo a una densidad apro- 
piada y se subcultivan al menos una vez antes de utilizarlas en cl ensayo de fototoxicidad in vitre 313 NRU. 

Para el ensayo de fototoxicidad, las células se siembran en el medio a una densidad que impida que los cukf- 
VOS confluyan antes de que finalice el ensayo, es decir, cuando se determine la viabilidad celular 48 horas des- 
pués de la siembra celular. Para las células Balb/c 3T3 cultivadas en placas de 96 pocillos, se recomienda una 
densidad de 1 x 10’ células por pociBo. 

Para cada sustancia de ensayo se siembran las células de igual modo en dos placas distintas de 96 pocillos, 
que se mantendrán en condiciones de cultivo idénticas a lo largo de todo el procedimiento de ensayo, excepto 
durante cl tiempo en que una de ellas se irradia (+ WA/fuz visible) y la otra se mantiene en la oscuridad 
(- lJVA/h visible). 

1.7.1.4. Activación metabólica 

Si bien es necesario utilizar sistemas de activación metabólica para todos los ensayos in vitm de predicción deI 
potencial genotóxico o carcinogénico, en el caso de la fototoxicología no se conoce hasta la fecha ninguna 
sustancia química que requiera una transformación metabólica para actuar como fototoxina in vivo o in vitm. 
Por consiguiente, no resulta necesario ni está fundado científicamente realizar el presente ensayo con un sis- 
tema de activación metabólica. 
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1.7.1.5. Sustancia de ensayo-Preparación 

Las sustancias de ensayo deben prepararse jusro antes de emplearlas. salvo que los datos de estabilidad 
demuestren que pueden conservarse. Puede ser necesario prepararlas bajo luz roja si es probable que se pro- 
duzca una fotodegradación rápida. 

Las sustancias de ensayo se disuelven en soluciones tampón salinas, como la solución salina equilibrada de 
Earl (EBSS) o la solución tampón fosfato (Phosphatc Bu&d Snlinc-PBS), que no deben contener componentes 
proteicos ni colorantes indicadores de pH que absorban la luz. con el fin de evitar interferencias durante Ia 
irradiación. 

Las sustancias de ensayo poco solubles en agua han de disolverse en disolventes apropiados a 100 veces la 
concentración fina1 deseada y a continuación diluirse a 1:lOO con la solución tampón salina. Si se emplea un 
disolvente, debe hacerse a un volumen consrante del 1 % (v/v) y en todos los cultivos. es decir, en los contrc+ 
les negativos y en todas las concentraciones de ia sustancia de ensayo. 

Se recomienda el uso de los disolventes dimetilsulfóxido (DMSO) y etanol (EtOH). Pueden emplearse otros 
disolvenres de baja ciroroxicidad (por ejemplo acetona), pero deben evaluarse detenidamente sus propiedades 
particulares (capacidad de reaccionar con la sustancia de ensayo, de atenuar el efecto fototóxico, de captar 
radicales). 

Si es preciso, puede emplearse un agitador mecánico, la sonicación o el calentamiento a 37-C para facilitar la 
disolución. 

1.7.1.6. Irradiación UV-Preparación 

Fuente de luz: la elección de una fuente de luz y un filtrado apropiados es cl factor determinante de los ensayos 
de fototoxicidad. Las porciones de radiacidn UVA y de luz visible suelen asociarse a la fotosensibiliución (7) 
(10). mientras que las de WB revisten menor importancia, son directamente muy citotóxicas y su citotoxici- 
dad se multiplica por 1000 entre 313 y 280 nm (11). Uno de los principales criterios para elegir una fuente 
de luz adecuada es que ésta emita longitudes de onda absorbidas por la sustancia de ensayo y que la dosis de 
luz (que pueda obtenerse cn un tiempo razonable) sea suficiente para detectar los fotosensibilizadores conoci- 
dos. Además de ello. las longitudes de onda y las dosis empleadas no han de ser innecesariamente nocivas 
para el sistema de ensayo, teniendo en cuenta la emisión de calor (porción de infrarrojos). 

La mejor fuente de luz es la de los simuladores de radiación solar, en los que se emplean tanto arcos de 
xenón como arcos de mercurio (dopado) con haluro de metal. Estos últimos presentan la ventaja de emitir 
menos calor y de ser más económicos, pero no reproducen exactamente la luz solar. Dado que todos 10s 
simuladores de radiación solar emiten cantidades importantes de rayos WB. deben emplearse los filtros ade- 
cuados para atenuar sus longitudes de onda altamente citotóxicas. 

Para el ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU debe usarse un espectro de irradiancia prácticamente exento 
de UVE (UVA:UVB - 1:20). Se ha publicado un ejemplo de la distribución de la irradiancia espectral dd 
simulador de la radiación solar filtrada utilizado en el esrudio de validación del ensayo de fototoxicidad in tim 
3T3 NRU (3). 

Dosimetria: debe comprobarse con regularidad la intensidad de luz (irradiancia) antes de cada ensayo de fote 
toxicidad con un medidor de W de banda ancha adecuado y previamente calibrado en función de la fuente 
de luz. Ha de comprobarse. asimismo, el correcto funcionamiento de dicho aparato, para lo CUJ se rec* 
micnda utilizar otro medidor de W de referencia del mismo tipo y calibrado de igual manera. Lo ideal sena 
emplear. a intervalos mayores, un espcctrorradiómetro para medir la irradiancia espectral de la fuente de luz 
filtrada y comprobar el calibrado del medidor de UV de banda ancha, si bien es cierto que para manejar esos 
instrumentos se precisa personal debidamente cualificado. 

~n el estudio de validación se determinó que la dosis de 5 J/cml (UVA) no resulta citotóxica para las c&&s 
Balb/c 3T3 y que es suficientemente potente para activar incluso las sustancias químicas debamente fototóti- 
cas. Para obtener S J/cm’ en un plazo de SO minutos. la irradiancia ha de ajustarse a 1.666 mW/cm*. Si se 
emplea otra linea celular u otra fuente de luz, puede ser preciso adaptar ligeramente la dosis de rayos WA de 
manera que no dañe las células y sea suficiente para detectar fototoxinas de referencia. La duración de ia 
exposición a la luz se calcula de la manera siguiente: 

t(min) = 
dosis de irradiación (j/cm’) x 1000 

irradiancia (mW/cm’) x 60 

1.7.2. coJldicionel dc clLyY0 

(1 J = 1 W segundo) 

La concenrración máxima de la sustancia de ensayo no debe superar los 100 pglglml, pues todas las sustancias 
fotolóticas han sido detectadas con concentraciones inferiores y, además, con concentraciones superiores 
aumenta la incidencia de falsos positivos (sobrepredicción) (13). El pH de la concentración más alta de sustan- 
cia de ensayo ha de ser satisfactorio (pH entre 6.5 y 7.8). 
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Los rangos de las concentraciones de la sustancia de ensayo en presencia (+ WA) y en ausencia (-WA) de 
luz deben determinarse de forma adecuada mediante experimentos previos (range-findn experirncntc). El rango 
y el intervalo de una serie de concentraciones debe ajustarse de manera que las curvas de concentración-res- 
puesta estén suficientemente confirmadas por los datos experimentales. Debe utilizarse una progresión geomé- 
trica de concentraciones (con un factor de dilución constante). 

1.7.3. Procedimiento (‘) 

1.7.3.1. Primer día 

Se prepara una suspensión de 1 n 10’ células/ml en el medio de cultivo y se vierten 100 pl de medio de cul- 
tivo sólo en los pocillos periféricos de una microplaca de cultivo tisular de 96 pocillos (= ensayos en blanco). 
En los demás pocillos se vierten 100 pJ de una suspensión de 1x10’ células/ml (= 1 x 10’ células/pocillo). Se 
preparan dos placas con cada sustancia de ensayo: una para determinar la citotoxicidad (-WA) y la otra para 
determinar la fotocitotoxicidad (+ WA). 

Se incuban las células durante 24 horas (7.5 % COI, 37-C) hasta que formen una monocapa scmiconfhtyente. 
Este período de incubación permite la recuperación. la adherencia y el crecimiento exponencial de las cüulas. 

1.7.3.2. Segundo día 

Tras la incubación, se decanta el medio de cultivo de las células y se efectúan dos lavados con 150 pl de 
EBSS/PBS por pocillo. Se añaden 100 $ de EBSS/PBS que contengan la concentración adecuada de la sustan- 
cia de ensayo o sólo disolvente (control negativo). Se añaden 8 concentraciones distintas de la sustancia dr 
ensayo. Se incuban las células con la sustancia de ensayo durante 60 minutos en la oscuridad (7.5 % COs. 
37.C). 

Para realizar la parte (+UVA) del ensayo se irradian las células a temperatura ambiente durante 50 minutos a 
través de la tapa de la placa de 96 pocillos con una dosis de 1.7 mW/cm2 UVA (= 5 J/cm’). Se airea con un 
ventilador para evitar la condensación de Hz0 bajo la tapa. Se mantienen las placas que no se van a irradiar 
(-UVA) a temperatura ambiente durante 50 minutos (= tiempo de exposición a los rayos WA) en la oscuri- 
dad. 

Se decanta la solución de ensayo y se lava dos veces con 150 pl de EBSS/PBS. Se sustituye la EBSS/PBS por el 
medio de cultivo y se incuba (7.5 % CO,. 37 l C) hasta el día siguiente (18-22 horas). 

1.7.3.3. Tercer día 

Evaluación microscópica 

Se examinan las cClu1a.s en un microscopio con dispositivo para contraste de fase. Se registran los cambios 
morfológicos de las células debidos a los efectos citotóxicos de la sustancia de ensayo. Se recomienda efectuar 
esta comprobación para excluir los errores experimentales, si bien las observaciones no se emplean para eva- 
luar la citotoxicidad ni la fototoxicidad. 

Ensayo de captación del rojo neutro 

Se lavan las células con 1 SO $ de EBSS/PBS precalentada. Se elimina la solución de lavado con unos golpe& 
tos suaves. Se añaden 100 pl de medio con NR y se incuba durante 3 horas a 37-C. en atmosfera humidifì- 
cada con 7.5 % CO,. 

Tras la incubación, se elimina el medio con NR y se lavan las células con 150 $ de EBSS/PBS. Se decanta y 
se absorbe completamente la EBSS/PBS (Facultativo: centrifugado de la placa invertida). 

Se aîladen exactamente 150 4 de solución de dcsorción del NR (solución de ctanol/ácido acitico recién pm- 
parada). 

Se agita rápidamente la placa en un agitador de microplacas durante 10 minutos, hasta que el NR se extraiga 
de las células y forme una solución homogénea. 

Se mide la densidad óptica del exttacto de NR a 540 nm en un especnofotómetro y se utth .?!a n los ensayos en 
blanco como referencia. Se guardan los datos en un formato de fichero apropiado (por ejemplo ASCII) para 
su posterior análisis. 

(1) ~1 referencia I 2 de la biobliografia contiene mayor infomrción 
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2. RESULTADOS 

2.1. tMklad y cantidad de los resultados 

LOS datos deben permitir un análisis significativo dc las respuestas obtenidas con cada concentración, en pre- 
sencia y en ausencia de radiación WA/luz visible. Si se comprueba que hay fototoxicidad. tanto el rango de 
concentraciones como el intervalo entre cada concentración deben establecerse de manera que los datos expe- 
rimentales puedan representarse en una curva. Dado que una sustancia de ensayo puede no producir efectos 
citotóxicos con la concentración límite definida de 100 pg/ml en el experimento realizado en la oscuridad 
(-WA), pero puede resultar muy citotóxica en el experimento irradiado (+ UVA), puede ser necesario emplear 
rangos de concentraciones de órdenes de magnitud distintos en las dos partes del experimento para obtener 
resultados de calidad adecuada. Si no se comprueba citotoxicidad en ninguna de las dos partes del experi- 
mento (-WA y + WA), es suficiente realizar el ensayo con concentraciones separadas por un gran intervalo 
hasta alcanzar ]a concentración máxima. 

No es preciso comprobar un resultado claramente positivo repitiendo el experimento. Los resultados clata- 
mente negativos tampoco han de comprobarse, siempre y cuando la sustancia se haya sometido a ensayo a 
concentraciones suficientemente altas. En esos casos, basta realizar un experimento principal y uno o vartos 
experimentos previos para determinar los rangos de concentraciones. 

Los ensayos que den resultados límite, próximos a la línea de corte del modelo de predicción, deben compro- 
barse repitiendo el experimento. 

Si se considera necesario repetir el ensayo, puede ser importante modificar las condiciones experimentales 
para obtener un resultado inequivoco. En este ensayo, la preparación de las soluciones de la sustancia pro- 
blema constituye una variable fundamental. Por consiguiente. al repetir el ensayo puede ser esencial modificar 
dichas condiciones (codisolvente. trituración, sonicación. etc.). Tambiin puede plantearse modificar la dura- 
ción de la incubación previa a la irradiación. En el caso de las sustancias inestables en el agua puede ser con- 
veniente reducir dicha duración. -. 

2.2. T~tamicnto de los resultados 

S] es posible, conviene determinar la conccntracibn de sustancia de ensayo que da lugar a una inhibición del 
SO % de la captación celular de rojo neutro (FC,,). Puede hacerse aplicando cualquier método de regresión no 
lineal adecuado (preferiblemente una función de Hi]] o una regresión logístiu) a los resultados de respuesta a 
]as concentraciones o mediante otros métodos de ajuste (14). Antes de emplear una Et&, para los cálculos 
posteriores, ha de comprobarse debidamente la calidad del ajuste. TambiCn pueden utilizarse métodos de 
ajuste gráfico para calcular la EC,,. En tal caso, se recomienda usar papel probabilístico (eje x: log. eje 
y: probit). pues en numerosas ocasiones la función concentración-respuesta pasa a ser prácticamente lineal 
d-pues de esa transformación. 

2.3. 

23.1. 

Evaluación de los resultados (modelos de predicci6n) 

Modrlo de predicción-versión 1: Jbctor defotoititcrción (P]r) 

Si, tanto en presencia (* UVA) como en ausencia (-WA) de luz. se obtienen curvas completas de concentra- 
ción-respuesta, se calcula el factor de fotoirritación (PIF) mediante la fórmula siguiente: 

4 
EC,, (- W 

‘IF = EC,, (+ UV) 

Un PIF < 5 predice ]a ausencia de potencia] fototóxico. mientras que un PlF r 5 predice la existencia de 
potencial fototóxiCo. 

Si una sustancia CS citotóxica en presencia de luz (+ UVA) y no lo es en ausencia de luz (-UVA), no puede 
calcularse el PIF, si bien ese resultado indica la existencia de potencial fototóxko. En tales casos, puede caku- 
larse un “> PlF si el ensayo de citotoxicidad (-W’) se ha realizado hasta la concentración de ensayo máxima 
(C,J, pues Cste es el valor que se emplea para el cálculo del “> PIF: 

> PIF = 
L l-w) 
EC,, (+ W 

Si únicamente puede obtenerse un “> PIF, todo valor > 1 predice un potencial fototóxico. 

Si no puede calcularse ni la ECra (-W) ni la ECso (+w) porque la sustancia no produce efectos citotóxicos 
ni a la concentración de ensayo máxima, significa que ésta carece de potencia] fototóxico. En tal caso, se uti- 
]ixa un ‘PIF = l 1” teórico para caracterizar el resultado. 

cl PIF = l l = 
cmax t-w) 

Gw(+W 
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Si únicamente puede obtenerse un ‘PIF = * 1”. el ensayo predice la ausencia de potencial fototóxico. 

En los casos b) y c), a la hora de predecir el potencial fototóxico deben tomarse detenidamente en considem- 
ción las concentraciones alcanzadas en el ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU. 

2.3.2. Made]o de predicción-versión 2:Jotocfcno medio (MPE) 

Puede aplicarse como variante una nueva versión del modelo de predicción del potencial fototóxico, que se 
ha elaborado sobre la base de los datos del estudio de validación EU/COLIPA (15) y se ha probado en ciego 
en un estudio posterior relativo a la fototoxicidad in vitre de sustancias empleadas como de UV (13). Este 
modelo permite superar la limitación del modelo basado en el PlF en los casos en que no puede obtenerse 
una ECsn. El modelo utiliza el fotoefecto medio (?vlPE), que es una medida basada en la comparación de las 
curvas completas de concentración-respuesta. Para aplicar el modelo MPE, la Universidad Humboldt (Berlín, 
Alemania) ha elaborado un programa informático especia], que puede obtenerse de forma gratuita. 

2.4. Interpretación de los resultados 

Un resultado positivo en el ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU (PIF r 5 o MPE z 0.1) indica que la sus- 
tancia de ensayo presenta un potencial fototóxico. Si dicho resultado se ha producido con concentraciones 
inferiores a 10 pg/ml. es probable que la sustancia de ensayo también tenga efectos fototóxicos en diversas 
condiciones de exposición in vivo. Si el resultado es positivo únicamente con la concentración de ensayo 
máxima de 100 pg/mL. para evaluar el peligro o el poder fototóxico puede ser necesario tomar en considera- 
ción otros aspectos como la penetración y la absorción cutáneas y la posible acumulación de la sustancia er. 
]a piel, o someter la sustancia a otro tipo de ensayo para confirmar los resultados empleando, por ejemplo, 
un modelo de piel humana in vitre. 

Un resultado negativo en el ensayo de fototoxicidad in vitre 3T3 NRU (PIF < 5 o MPE < 0,l) indica que la sus- 
tancia de ensayo no tiene efectos fototóxicos cn las células cultivadas de mamífero en las condiciones aplica- 
das. Si la sustancia se ha podido someter a ensayo hasta la concentración máxima de 100 pg/ml. un resultado 
negativo indica que la sustancia carece de potencial fototóxico y es improbable que produzca efectos fotot&- 
cos in vivo. Si se obtienen reacciones tóxicas idénticas (ECs, + UV y ECS, -UV) con concentraciones inferiores, 
]os datos han de interpretarse del mismo modo. Sin embargo, si no se ha producido toxicidad (+UV y -UV) 
y ]a solubilidad de la sustancia de ensayo en el agua ha limitado las concentraciones a menos de 100 pg/ml, 
cabe dudar de la compatibilidad de la sustancia con el método dc ensayo y debe plantearse la realización de 
un ensayo de confirmación (por ejemplo, con un modelo de piel in vitre o ex vivo, o bien un ensayo in vivo). 

3. INFORME 

Informe del ensayo 

El informe del ensayo debe incluir la información siguiente: 

sustotui~ de enrayo: 

- datos de identificación y no CAS. si se conoce, 

- naturaleza física y pureza, 

- propiedades fisicoquímicas importantes para la realización del estudio, 

- estabilidad y fotoestabilidad. si se conocen. 

Dirotvcnft: 

- justificación de la elección del disolvente, 

- solubilidad de la sustancia de ensayo en cl disolvente, 

- porcentaje de disolvente presente en el medio de tratamiento (EBSS o PBS). 

CélUh: 

- tipo y procedencia de las células, 

- ausencia de micoplasma. 

- número de pasos celulares, si se conoce. 

- sensibilidad de las células a la radiación WA. determinada con el equipo de irradiación utilizado en e] 
rnsayo de fototoxicidad in vitrc~ 3T3 NRU. 

Condiciones de ensayo (o)-]ncubMón ~ntrs y despuk del tratamiento: 

- tipo y composición del medio de cultivo, 

- condiciones de incubación (concentración de CO,, temperatura y humedad), 

- duración de la incubación (tratamiento previo y posterior). 
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Condicionrs de ensayo (bJ-Tratamiento con & suswuiu: 

- fundamento de la elección de concentraciones de la sustancia de ensayo empleadas en presencia y en 
ausencia de radiación UV/lut visible, 

- en caso de que la sustancia de ensayo sea escasamente soluble y no sea citotóxica, fundamento de la elec- 
ción de la mayor concentración empleada, 

- tipo y composición del medio de tratamiento (solución salina tampón), 

- duración del tratamiento químico. 

Condiciona de etuvo (c)-lrrndiación: 

- fundamento de la elección de la fuente de luz empleada, 

- características de la irradiancia espectral de la fuente de luz. 

- características de transmisión/absorción del fütro o filtros utilizados. 

- características del radiómetro y condiciones de calibrado, 

- distancia entre la fuente de luz y el sistema de ensayo, 

- it-radiancia UVA a esa distancia, expresada en mW/cm’. 

- duración de la exposición a la radiación UV/luz visible, 

- dosis de radiación UVA (irradiancia x tiempo), expresada en J/cmt. 

- temperatura aplicada a los cultivos celulares durante la irradiación y a los mantenidos en la oscuridad en 
paralelo. 

condiciones de ensqo (d~Erwryo NRLJ: 

- composición del medio NR. 

- duración de la incubación en NR, 

- condiciones de incubación (concentración de COZ, temperatura y humedad), 

- condiciones de extracción del NR (agente de extracción. duración), 

- longitud de onda empleada para la lectura espectrofotometrica de la densidad óptica del NR, 

- segunda longitud de onda (referencia), si procede, 

- contenido del ensayo en blanco del espectrofotómetro. si procede. 

Rwfnsdos: 

- viabilidad celular obtenida con cada concentracion de la sustancia de ensayo, expresada en % de la viab& 
dad media de los controles, 

- curvas de concentración-respuesta (concentración de la sustancia de ensayo - viabilidad celular relativa), 
obtenidas en los experimentos + UVA y -UVA realizados en paralelo, 

- análisis de IOS datos derivados de las curvas de concentración-respuesta: si es posible, computación/& 
culo de la EC,, (+ WA) y EC5, (- WA), 

- comparación de las dos curvas de concentración-respuesta obtenidas en presencia y en ausencia de irra- 
diación UVA/luz visible, calculando el factor de fotoirritación (PIF) o el fotoefecto medio (MPE). 

- clasificación del potencial fototóxico. 

- criterios de aceptación del ensayo (a)-Control negativo en paralelo: 

- viabilidad absoluta (densidad óptica del extracto de NR) de las células irradiadas y ias no irradiadas, 

- datos de referencia del control negativo, media y desviación estándar, 

- criterios de aceptación del ensayo (b)-Control positivo en paralclo: 

- ECsa (+ WA). ECt, (-UVA) y PIF ¿e la sustancia del control positivo, 

- datos de referencia de la sustancia del control positivo: EC,, (+ UVA), EC,, (-UVA) y PIF, media y 
desviación estándar. 

Discusión dt los tesldtdos. 
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ANEXO-C 

PARTE A 

Disposiciones relativas a los cierres de seguridad para niiios 

Además de lo dispuesto en el apartado 1 de artiwlo 18 del presente Reglamento, los envases que, independientemente de su capacidad, contengan sustancias que 
represente un peligro por aspiración (XI-I; R65) y estin dashadas y etiquetadas de acuerdo con el punto 3.2.3. del anexo VI del presente Reglamento con excepch de las 
sustancias comercializadas en forma de aerosol o en un envase provisto de sistema de pulverizach sellado, deberin ir provistos de un cierre de seguridad para niños. 

1, Envases que pueden volver a cerrarse 

Los cierres de seguridad para niiios que se empleen en envases que pueden volver a cerrarse deberán ajustarse a la norma ISO 6317 (ediciin de 1 de julio de 1989) 
sobre ‘Envases de seguridad a prueba de niños - Requisitos y mktodo de ensayo para envases que pueden volver a cerrarse’, adoptada por la Organización 
Internacional de NormalizacM (ISO). 

2. Envases que no pueden volver a cerrarse 

Los cierres de seguridad para niños que se empleen en envases que no pueden volver a cerrarse deber& ajustarse a la ma CEN 662 (edición de mano de 1997) 
sobre ‘Envases de seguridad a prueba de nitios - Requisitas y métodos de ensayo para envases que no pueden volver a cerrarse para productos no farmatiuticos‘, 
adoptada por el Comité Europeo de Normahación (CEN). 

3. Observaciones 

1. SOlo podrán certificar la conformidad WI las mencionadas normas aquellos laboratorios que hayan demostrado que cumplen las normas europeas EN 
de la serie 45.ooO. 

2. Casos parthlares 

Cuando parezca evidente que un envase es suficientemente seguro para los niños, en particular porque éstos no pueden acceder a su contenido sin 
ayuda de un instrumento, podrá omitirse el ensayo. 

En todos los demás casos, y cuando existan motivos válidamente justhdos para dudar de la eficacia del cierre de seguridad utilizado a prueba de 
niños, la autoridad nacional podrá solicitar al responsable de la comerciatiici~ un certificado, emitido por un laboratorio de ensayo del tipo definido en 
el punto 3.1, que certifique: 

- Que el tipo de Uerre utkado es tal que no es preciso efectuar ensayos conforme a tas normas tS0 o CEN anteriormente mencionadas. 

0 

- Que el cierre de que se trata, una vez sometido a los ensayos establecidos por las normas mencionadas, es conforme a las 
prescripciones establecidas. 

PARTE B 

Disposiciones relativas a los dispositivos que permiten detectar los peligros al tacto 

Las especkaciones téakas de los dispositivos que permiten detectar los peligms al tacto deberin ajustarse a la norma ISOEN 11663 (ediión de 1997) sobre 
‘Envases, Marcas TácGles de Peligro. Requisitos’. 
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1.6. 

1.7.2. 

2.2.2.1. 

ANEXO- D 

los datos necesarios para la clasificación y el etiquetado de sustancias podrán obtenerse: 

a) con respecto a las sustancias para las que sea imprescindible la información especificada en el anexo VII, 
la mayor parte de los datos necesarios para su clasificación y etiquetado figurarán en el “expediente de 
base”. Ambos, clasificación y etiquetado, se revisarán, si fuera necesario, cuando se disponga de inforrna- 
ción complementaria (anexo VIII): 

b) con respecto a las demás sustancias (por ejemplo, 1a.s del punto 1.5), los datos necesarios para su clasifica- 
ción y etiquetado podrán obtenerse de diversas fuentes, tales como resultados de ensayos anteriores, indi- 
caciones exigidas por la normativa internacional en materia de transporte de mercancías peligrosas, infor- 
mación recogida en trabajos de referencia y en bibliografía o información generada por la experiencia 
práctica. También se podrán tomar en consideración, cuando proceda, los resultados de relaciones valida- 
das estructura-actividad y la opinión de expertos. 

has datos necesarios para la clasificación y el etiquetado de preparados podrán obtenerse: 

4 en cuanto a los datos fisicoquímicos, aplicando los métodos del anexo V. Para los preparados gaseosos se 
puede utilizar un método de cálculo de las propiedades inflamables y comburentes (véase el capítulo 9); 

b) en cuanto a los datos relativos a los efectos sobre la salud 

- aplicando los métodos del anexo V o el método convencional que se indica en los numeros 1 al 9 del 
apartado 5 del articulo 3 del Reglamento d e Preparados o, en el caso de R65. aplicando las normas del 
punto 3.2.3. 

- sin embargo, para la evaluación de propiedades carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas para la repro- 
ducción, se aplicará el método convencional preceptuado en los números 10 al 17 del apartado 5 del ar- 
ticulo 3 de] Reglamento d e Preparados. 

Nora rejérente o los resultados de los ensayos con animales 

ea realización de ensayos con animales para obtener datos experimentales está sujeta a lo dispuesto en e 1 
Rea] Decreto 22311988 de 14 de marzo. 

ApIicación de los criterios de guía a Ias sustancias 

Ios criterios establecidos en el presente anexo serán directamente aplicables cuando los datos se hayan obte- 
nido utilizando métodos de ensayo equivalentes a los descritos en el anexo V. En otros casos, los datos dispo- 
nibles deberán evaluarse comparando los métodos de ensayo de que se trate con los métodos contemplados 
en el anexo V y con las normas previstas en el presente anexo, a fin de determinar la clasificación y el etique- 
tado más adecuados. 

En algunos casos puede haber dudas sobre la aplicación o no de los criterios pertinentes, especialmente si se 
precisan conocimientos especializados. En tales casos, el fabricante, distribuidor o importador clasificarán y eti- 
quetarán provisionalmente la sustancia basándose en una evaluación de los datos realizada por una persona 
competente. 

Sin perjuicio de 10 dispuesto en el artículo 6. se se ha aplicado el procedimiento anterior y se temen posibles 
incoherencias, se podrá proponer la inclusión de la clasificación provisional en el anexo 1. Dicha propuesta se 
presentará a uno de IOS Estados miembros e irá acompañada de los datos científicos apropiados (véase también 
el punto 4.1). 

Se podrá aplicar un procedimiento similar en caso de que se disponga de información que haga dudar de la 
exactitud de una entrada existente en el anexo 1. 

Observaciones sobre los peróxidos 

En lo que se refiere a Ias propiedades explosivas, todo peróxido orgánico o preparado que lo contenga en la 
forma en que es comercializado se clasificará de acuerdo con los criterios del punto 2.2.1 sobre la base de los 
ensayos realizados con arreglo a 10s métodos indicados en el anexo V. 
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Respecto a las propiedades comburentes, los actuales métodos del anexo V no pueden aplicarse a los peróxi- 
dos orgánicos. 

En cuanto a las sustancias, los peróxidos orgánicos que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasi- 
ficarán como peligrosos en función de su estructura (por ejemplo: R-O-O-H; R,-O-O-R,). 

Los preparados que no hayan sido clasificados ya como explosivos se clasificarán aplicando el método de cál- 
culo basado en el porcentaje de oxígeno activo que se recoge en el punto 9.5 

Todo peróxido orgánico, o preparado que lo contenga, que no haya sido clasificado ya como explosivo se cla- 
sificará como comburente si el peróxido o su formulación contiene: 

- más de 5 % de peróxidos orgánicos, o 

- más del 0,5 % de oxígeno disponible procedente de los peróxidos orgánicos, y más del 5 % de peróxido de 
hidrógeno. 

3.2.3. Nocivo 

Las sustancias y preparados se clasificarán como nocivos, asignándoseles el símbolo ‘Xn” y la indicación de 
peligro “Nocivo”, según los criterios que se especifican a continuación. Se asignarán las frases de riesgo en fún- 
ción de los criterios siguientes: 

R 22 Nocivo por ingestión 

Toxicidad aguda: 

- DL,, por vía oral, en rata: 200< LDses 2 000 mg/kg, 

- dosis discriminante, vía oral. en rata, SO mg/kg: 100% de supervivencia, con toxicidad evidente, 

- menos del 100% de supervivencia con 500 mg/kg, vía oral, en rata, por el procedimiento de la dosis fija. 
Véase el cuadro de evaluación del método Bl bis del anexo V. 

R 21 Nocivo en contacto con fa piel 

Toxicidad aguda: 

- DL,, por penetración cutánea, en rata o en conejo: 400 c LD,, 5 2 000 mg/kg. 

R 20 Nocivo por inhalación 

Toxicidad aguda: 

- CLs, por inhalación, en rata, para aerosoles o partículas: 1 c CL,,< 5 mg/1/4 h, 

- CLsa por inhalación, en rata, para gases o vapores: 2 <CL,, ‘: 20 mg/]/4 h. 

R 6S Nocivo: si se ingiere puede causar daño pulmonar 

Sustancias y preparados líquidos que presentan riesgo de aspiración para las personas debido a su baja visco- 
sidad: 

4 sustancias y preparados que contienen hidrocarburos alifáticos, alicíclicos o aromáticos en una concentra- 
ción total, igual 0 superior al lo%, y que tienen: 

- un período de flujo inferior a 30 s en un recipiente KO de 3 mm con arreglo a ISO 2431, o 

- una viscosidad cinemática medida con un viscosímetro capilar de cristal calibrado con arreglo a ISO 
3104/31OS inferior a 7x10e6 m’/s a 4O’C, 0 

- una viscosidad cinemática derivada de las mediciones de la viscosometría rotativa con arreglo a ISO 
3129 inferior a 7x10+ m2/s a 40°C. 

Nótese que las sustancias y preparados que cumplen estos criterios no tienen por qué ser clasificados si su 
tensión superficial media es superior a 33 mN/m a 2S’C medida mediante el tensiómetro de Nouy o los 
métodos de ensayo del punto S de la parte A del anexo V; 

b) en el caso de las demás sustancias y preparados, no sujetos a los criterios anteriores, según la experiencia 
práctica con personas. 
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R 40 Posible riesgo de efectos irreversibles 

- Datos convincentes de que, aparte de los efectos mencionados en el capítulo 4, pueden provocarse daños 
irreversibles como consecuencia de una única exposición por una vía susceptible, generalmente en el 
intervalo de valores arriba citado. 

Para indicar la vía de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R 40120, R 
40121. R 40122, R 40/20/21, R 40120122, R 40/21/22. R 40/20/21/22. 

R 48 Peligro de grave daño para la salud por exposición prolongada 

- Se puede producir un dafio grave (claro trastorno funcional o cambio morfológico de significación toxico- 
lógica) como consecuencia de una exposición repetida o prolongada por una vía susceptible. 

Las sustancias y preparados se clasificarán al menos como nocivos si se observan estos efectos con dosis del 
orden de: 

- vía oral, en rata: < 50 mg/kg (peso corporal)/día, 

- vía cutáneo, en rata o conejo: 5 100 mg/kg (peso corporal)/día, 

- inhalación. en rata: 50.25 mg/], 6 h/día. 

Pueden aplicarse directamente estos valores indicativos cuando se hayan observado lesiones graves en un 
ensayo de toxicidad subcrónica (noventa días). Al interpretarse los resultados de un ensayo de toxicidad suba- 
guda (veintiocho días), estas cifras deberán multiplicarse por tres aproximadamente. Si existe un ensayo de 
toxicidad crónica (dos años), la evaluación deberá realizarse caso por caso. Si se dispone de resultados de estu- 
dios de más de una duración, se utilizarán normalmente los obtenidos en el estudio más largo. 

Para indicar la vía de administración/exposición se asignará una de las combinaciones siguientes: R 48/20, R 
48/21, R 48122, R 48/20/21, R 48/20/22, R 48/21/22, R 48/20/21/22. 

3.2.3.1. Comentarios concernientes a las sustancias volátiles 

En el caso de ciertas sustancias con una elevada concentración de vapor saturado, pueden existir datos que 
indiquen efectos preocupantes. Tales sustancias pueden no estar clasificadas según los criterios de efectos para 
la salud recogidos en esta guía (3.2.3) o no estar cubiertos por el punto 3.2.8. Sin embargo, si existen indicios 
suficientes de que pueden representar un riesgo cuando se utilicen y manipulen en condiciones normales. 
puede ser necesario clasificarlas una por una en el anexo 1. 

3.2.6.1. Inflamación cutánea 

Se asignará la siguiente frase de riesgo según los criterios indicados: 

R 38 Irrita la piel 

- Sustancias y preparados que producen una inflamación cutánea importante, que persiste al menos 24 
horas tras un período de exposición de hasta 4 horas, establecida en conejos, según el método de ensayo 
de irritación cutánea que figura en el anexo V. 

La inflamación cutánea se considerará importante si: 

4 el valor medio de las puntuaciones de la formación de eritemas y escaras, o de edema, valor calculado 
teniendo en cuenta todos los animales del ensayo, es igual o superior a 2; 

b) o bien, en caso de que el ensayo del anexo V se hubiera realizado en tres animales, cuando se haya 
observado en dos o más animales una formación de eritemas y escaras o de edemas equivalente a un 
valor medio igual o superior a 2 calculado por cada animal individualmente. 

En ambos casos, al calcular las medias respectivas, deberán utilizarse todos los resultados de cada uno de 
los períodos de lectura (24, 48 y 72 horas) para cada efecto. 



BOE núm. 94 Jueves 19 abril 2001 14317 

La inflamación cutánea también se considerará importante si persiste en un mínimo de dos animales, al 
Anal del período de observación. También deberán tenerse en cuenta efectos especiales como, por ejem- 
plo, hiperplasia. descamación, decoloración, formación de fisuras o costras y alopecia. 

Los datos pertinentes pueden también obtenerse de estudios no agudos en animales (véanse los comenta- 
rios sobre la frase R 48, punto 2.d). Estos se considerarán significativos si los efectos observados son com- 
parables a los arriba descritos. 

- Sustancias y preparados que producen una inflamación cutánea importante por contacto inmediato, pro- 
longado o repetido, comprobada en observaciones prácticas en seres humanos. 

- Peróxidos orgánicos, excepto si se demuestra lo contrario. 

Parestesia: La parestesia causada en seres humanos por contacto de plaguicidas piretroides con la piel no se 
considera un efecto irritante que justifique la clasificación como Xi: R 38. No obstante, debe aplicarse la frase 
S 24 a las sustancias que produzcan este efecto. 

3.2.8. Otras propiedades toxicológicas 

Se asignarán otras frases de riesgo de acuerdo con los criterios siguientes (basados en la experiencia obtenida 
durante la elaboración del anexo l) a las sustancias y preparados clasificados en virtud de los puntos 2.2.1 a 
3.2.7 anteriores y los capítulos 4 y 5. 

R 29 Libera gas tóxico en contacto con el agua 

Sustancias y preparados que, en contacto con el agua o con aire húmedo, desprenden gases tóxicos o muy 
tóxicos en cantidades potencialmente peligrosas (por ejemplo, fosfuro de aluminio o pentasulfuro de fósforo). 

R 31 Libera gas tóxico en contacto con ácidos 

Sustancias y preparados que reaccionan con ácidos desprendiendo gases tóxicos en cantidades peligrosas (por 
ejemplo, hipoclorito de sodio o polisulfuro de bario). En cuanto a las sustancias de uso público, seria más ade- 
cuado utilizar la frase S 50 [No mezclar con . . . (a especificar por el fabricante)]. 

R 32 Libera gas muy tóxico en contacto con ácidos 

Sustancias y preparados que reaccionan con ácidos desprendiendo gases muy tóxicos en cantidades peligrosas 
(por ejemplo, sales de cianuro de hidrógeno o aziduro de sodio). En cuanto a las sustancias de uso público, es 
más adecuado utilizar la frase S 50 [No mezclar con . . . (a especificar por el fabricante)]. 

R 33 Peligro de efectos acumulativos 

Sustancias y preparados que pueden acumularse en el cuerpo humano, lo cual, aun siendo motivo de preocu- 
pación, no justifica el uso de la frase R 28. 

R 64 Puede resultar nocivo para el lactante 

Sustancias y preparados absorbidos por la mujer que pueden interferir con la lactancia, o estar presentes (in- 
cluidos los metabolitos) en la leche materna en cantidades suficientes para ser motivo de preocupación con 
respecto a la salud del lactante. 

Para las observaciones sobre la utilización de esta frase R 64 (v, en algunos casos, la frase R 33). véase el 
punto 4.2.3.3. 

R 66 La exposición repetida puede provocar sequedad o agrietamiento de la piel 

Sustancias y preparados que pueden producir sequedad, descamación o agrietamiento de la piel, pero no cum- 
plen los criterios de la frase R 38: 

sobre la base de: 

- la observación práctica tras manipulación y uso normal 

- o bien, datos de sus efectos previstos sobre la piel. 

Véanse asimismo los puntos 1.6 y 1.7. 
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R 67 La inhalación de vapores puede provocar somnolencia y mareo 

Sustancias y preparados volátiles que contengan sustancias que puedan causar síntomas ciaros de depresión 
del sistema nervioso central por inhalación y que no estén clasificados ya en función de su toxicidad aguda 
por inhalación (R 20, R 23, R 26, R 40/20, R 39/23 o R 39/26). 

Se podrán aportar los datos siguientes: 

a) datos de estudios sobre animales que muestren claros signos de depresión del SNC como, por ejem- 
plo, efectos narcóticos, letargia, falta de coordinación (incluida la pérdida del reflejo de enderezamiento) y 
ataxia, 

ya sea: 

- a concentraciones/tiempos de exposición no superiores a 20 mg/]/4 h, o 

- con un conciente < I/lO entre la concentración del efecto a < 4 h y la concentración de vapor satu- 
rado (SVC) a 2O’C; 

b) experiencias prácticas con seres humanos (por ejemplo: narcosis, somnolencia, aturdimiento, pérdida de 
reflejos, falta de coordinación, vértigo) incluidas en informes bien documentados en condiciones de expo- 
sición comparables a las que producen los efectos especificados anteriormente en animales. 

Véanse también los puntos 1.6 y 1.7. 

Para otras frases de riesgo, véase el punto 2.2.6. 

4.1.2. Si un fabricante, distribuidor o importador dispone de información que aconseje clasificar y etiquetar una sus- 
tancia conforme a los criterios enunciados en los puntos 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3, etiquetará provisionalmente 
dicha sustancia con arreglo a tales criterios, a partir de una evaluación de las purebas realizada por una per- 
sona competente. 

4.1.3. El fabricante, distribuidor o importador presentará lo antes posible al Estado miembro donde se comercialice 
la sustancia un documento que resuma toda la información pertinente. Dicho resumen contendrá una biblio- 
grafía exhaustiva, incluidos cualesquiera datos pertinentes no publicados. 

4.1.4. Ademas, si el fabricante, distribuidor o importador dispone de nuevos datos pertinentes para la clasificación o 
etiquetado de una sustancia con arreglo a los criterios enunciados en los puntos 4.2.1, 4.2.2 o 4.2.3, los pre- 
sentará lo antes posible al Estado miembro donde se comercialice la sustancia. 

5.2.2. Medio ambiente no acktico 

5.2.2.1. Las sustancias se cksifkarán como peligrosas para el medio ambiente y se les asignará el símbolo “N”, y la 
correspondiente indicación de peligro y frase de riesgo, en función de los criterios siguientes: 

R 54: Tóxico para la flora 

R 55: Tóxico para la fauna 

R 56: Tóxico para los organismos del suelo 

R 57: Tóxico para las abejas 

R 58: Puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente 

Sustancias que, según los datos de que se dispone sobre sus propiedades, persistencia, potencial de acumula- 
ción y su destino y comportamiento en el medio ambiente -previsibles u observados- puedan suponer un 
peligro inmediato, retardado o a largo plazo para la estructura o funcionamiento de otros ecosistemas natura- 
les aparte de los referidos en el punto 5.2.1. Se elaborarán criterios más detallados en el futuro. 

5.2.2.2. Las sustancias se clasificarán como peligrosas para el medio ambiente y se les asignará el símbolo ‘N”, y la 
correspondiente indicación de peligro y frase de riesgo, en función de los criterios siguientes: 

R 59: Peligroso para la capa de ozono 

Sustancias que pueden representar, de acuerdo con los datos disponibles sobre sus propiedades, así como 
sobre su destino medioambiental y su comportamiento previsibles u observados, un peligro para la estructura 
y/o el funcionamiento de la capa estratosférica de ozono. Esto incluye las sustancias enumeradas en el anexo I 
del Reglamento (CE) no 309 3/94 del Consejo, de 15 de diciembre de 1994, relativo a las sustancias que agotan 
la capa de ozono (DO L 3 33 de 22.12.1994, p. 1) y en sus modificaciones posteriores. 
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6.2. Frases de prudencia para sustancias y preparados 

S 1 Consérvese bajo llave 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y corrosivos. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados arriba citados de venta al público. 

S 2 Manténgase fuera del alcance de los niños 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados peligrosos. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para todas las sustancias y preparados peligrosos de venta al público, a excepción de los 
clasificados sólo como peligrosos para el medio ambiente. 

S 3 Consérvese en lugar fresco 

- Aplicación: 

- peróxidos orgánicos, 

- otras sustancias o preparados peligrosos con punto de ebullición 2 40°C. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para los peróxidos orgánicos, salvo si se utiliza la frase S 47, 

- recomendada para otras sustancias o preparados peligrosos con punto de ebullioción 5 40 ‘C. 

S 4 Manténgase lejos de locales habitados 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a las sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos, cuando convenga comple- 
mentar la frase S 13; por ejemplo, cuando haya riesgo de inhalación y dichas sustancias o preparados 
deban almacenarse fuera de locales habitados. La advertencia no pretende impedir la correcta utiliza- 
ción de tales sustancias o preparados en locales habitados. 

S 5 Consérvese en ._. (líquido apropiado a especificar por el fabricante) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados sólidos espontáneamente inflamables. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo, el sodio, el potasio o el fósforo blanco. 

S 6 Consérvese en . . . (gas inerte a especificar por el fabricante) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados peligrosos que deban conservarse en atmósfera inerte. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales. por ejemplo, determinados compuestos organometálicos. 
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S 7 Manténgase el recipiente bien cerrado 

- Aplicación: 

- peróxidos orgánicos, 

- sustancias y preparados que puedan desprender gases muy tóxicos, tóxicos, nocivos o extremada- 
mente inflamables, 

- sustancias y preparados que, en contacto con la humedad, desprendan gases extremadamente infla- 
mables, 

- sólidos fácilmente inflamables. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para los peróxidos orgánicos, 

- recomendada para los demás casos arriba citados. 

S 8 Manténgase el recipiente en lugar seco 

- Aplicación: 

- Sustancias y preparados que puedan reaccionar violentamente con el agua, 

- sustancias y preparados que, en contacto con el agua, liberen gases extremadamente inflamables, 

- sustancias y preparados que, en contacto con el agua, liberen gases muy tóxicos o tóxicos. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a los casos arriba citados, cuando sea necesario reforzar las advertencias de las 
frases R 14, R 15 en particular, y R 29. 

S 5~ Mantenga el recipiente en lugar bien ventilado 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados volátiles que puedan desprender vapores muy tóxicos, tóxicos o nocivos, 

- líquidos extremadamente inflamables o fácilmente inflamables y gases extremadamente inflamables 

- Criterios de utilización: 

- recomendada para las sustancias y preparados volátiles que puedan desprender vapores muy tóxicos, 
tóxicos 0 nocivos, 

- recomendada para líquidos extremadamente inflamables o fácilmente inflamables o gases extremada- 
mente inflamables. 

S 12 No cerrar el recipiente herméticamente 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados que puedan hacer estallar el recipiente que los contiene por desprendimiento 
de gases o vapores. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a los casos especiales arriba citados. 

S 13 Manténgase lejos de alimentos, bebidas y piensos 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y nocivos. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada cuando dichas sustancias o preparados sean de uso público. 
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S 14 Manténgase lejos de I. ( ma eri t al es incompatibles a especificar por el fabricante) 

- Aplicación: 

- peróxidos orgánicos. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para los peróxidos orgánicos y limitada, normalmente, a los mismos. No obstante, puede 
ser útil en ciertos casos excepcionales, cuando la incompatibilidad pueda provocar un riesgo determi- 
nado. 

S 15 Conservar alejado del calor 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados que puedan descomponerse o reaccionar espontáneamente por efecto del 
calor. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo los monómeros, salvo si ya se les han asignado 
las frases R 2. R 3 y/o R 5. 

S 16 Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas - No fumar 

- Aplicación: 

- líquidos extremadamente inflamables o fácilmente inflamables y gases extremadamente inflamables. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada para las sustancias y preparados arriba mencionados, salvo si ya se les han asignado la> 
frases R 2, R 3 y/o R 5. 

S 17 Manténgase lejos de materiales combustibles 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados que puedan formar mezclas explosivas o espontáneamente inflamables con 
materiales combustibles. 

- Criterios de utilización: 

- en casos especiales (por ejemplo, para reforzar las frases R 8 y R 9). 

S 18 Manipúlese y ábrase el recipiente con prudencia 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados que puedan producir una sobrepresión en el recipiente, 

- sustancias y preparados que puedan ocasionar la formación de peróxidos explosivos. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a los casos arriba citados cuando haya riesgo de lesiones oculares o cuando 
dichas sustancias y preparados sean de uso público. 

S 20 No comer ni beber durante su utilización 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos y corrosivos. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, arsénico y compuestos de arsénico, fluoraceta- 
tos), en particular cuando tales sustancias y preparados sean de uso público. 
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S 21 No fume durante su utilización 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados cuya combustión produzca compuestos tóxicos. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo compuestos halogenados. 

S 22 No respirar el polvo 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados sólidos peligrosos para la salud. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados antes citados a los que se asigne la frase R 42, 

- recomendada para las sustancias y preparados arriba mencionados que se suministran en forma de 
polvo inhalable y cuyos riesgos para la salud por inhalación se desconocen. 

S 23 No respirar los gases/humos/vapores/aerosoles (denominaciones adecuadas a especificar por el 
fabricante) 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados líquidos o gaseosos peligrosos para la salud. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados antes citados a los que se asigne la frase R 42, 

- obligatoria para las sustancias y preparados que se vayan a utilizar en forma de aerosoles. Se deberá 
asignar además la frase S 3 8 o la S S 1, 

- recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por inhalación no 
indicados en las frases de riesgo asignadas. 

S 24 Evítese el contacto con la piel 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R 43, salvo que tam- 
bién se haya asignado la S 36, 

- recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por contacto con 
la piel no mencionados en las frases de riesgo (por ejemplo, parestesia). asignadas a dichas sustancias. 
No obstante, esta frase podrá utilizarse también para reforzar tales frases de riesgo. 

S 25 Evítese el contacto con los ojos 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados peligrosos para la salud. 

- criterios de utilización: 

- recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por contacto con 
los ojos no mencionados en las frases de riesgo obligatorias. No obstante, esta frase podrá utilizarse 
también para reforzar tales frases de riesgo, 

- recomendada para las sustancias que tengan asignadas las frases R 34, R 35, R 36 o R 41 y que sean 
de uso público. 
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S 26 En caso de contacto con los ojos, lávense inmediata y abundantemente con agua y acúdase a un 
médico 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados corrosivos o irritantes. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados, así como para las sustancias y preparados que deban Ile- 
var la frase R 4 1, 

- recomendada para las sustancias y preparados irritantes que deban llevar la frase R 36. 

S 27 Quítese inmediatamente la ropa contaminada 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos o corrosivos. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria en las sustancias y preparados muy tóxicos a los que se ha asignado la frase R 27 y que 
sean de uso público, 

- recomendada en el caso de sustancias y preparados muy tóxicos utilizados en la industria a los que se 
ha asignado la frase R 27. Sin embargo, esta frase de prudencia no se deberá utilizar cuando se haya 
asignado la frase S 36, 

- recomendada para las sustancias y preparados tóxicos a los que se ha asignado la frase R 24, así 
como para las sustancias y preparados corrosivos de uso público. 

S 28 En caso de contacto con la piel, lávese inmediata y abundantemente con . . . (a especificar por el 
fabricante). 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos o corrosivos. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados muy tóxicos, 

- recomendada para las otras sustancias y preparados antes citados, especialmente cuando el agua no 
sea el líquido más apropiado para el lavado, 

- recomendada para las sustancias y preparados corrosivos de uso público 

S 29 No tirar los residuos por el desagüe 

- Aplicación: 

- líquidos extremada o fácilmente inflamables que sean inmiscibles con el agua, 

- sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos, 

- sustancias peligrosas para el medio ambiente. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias peligrosas para el medio ambiente a las que se haya asignado el sím- 
bolo “N” y que sean de uso público, a menos que estén destinadas para ello, 

- recomendada para las demás sustancias y preparados arriba citados que sean de uso público, a menos 
que estén destinados para ello. 
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S 30 No echar jamás agua a este producto 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados que reaccionen violentamente con el agua. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo ácido sulfúrico. También podrá utilizarse para 
aclarar una información, para reforzar la frase R 14 o, incluso, como alternativa a la frase R 14. 

S 33 Evítese la acumulación de cargas electroestáticas 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados extremada o fácilmente inflamables. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria que no absorban la humedad. 
No se usara prácticamente nunca para las sustancias y preparados de venta al público. 

S 35 Elimínense los residuos del producto y sus recipientes con todas las precauciones posibles 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados peligrosos. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada para las sustancias y preparados cuya eliminación adecuada exija instrucciones espe- 
ciales. 

S 36 Usen indumentaria protectora adecuada 

- Aplicación: 

- peróxidos orgánicos, 

- sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos o nocivos, 

- sustancias y preparados corrosivos. 

- criterios de utilización: 

- obligatoria para sustancias y preparados muy tóxicos y corrosivos, 

- obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R 21 o R 24, 

- obligatoria para las sustancias carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas para la reproducción de la cate- 
goría 3. salvo cuando los efectos se produzcan sólo por inhalación de la sustancia o el preparado, 

- obligatoria para los peróxidos orgánicos, 

- recomendada para las sustancias y preparados tóxicos si no se conoce el valor DL,, por vía cutánea y 
es probable que la sustancia o preparado resulten tóxicos en contacto con la piel, 

- recomendada para las sustancias y preparados utilizados en la industria cuando puedan causar daño a 
la salud tras una exposición prolongada. 

S 37 Usen guantes adecuados 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos, tóxicos, nocivos o corrosivos, 

- peróxidos orgánicos, 

- sustancias y preparados irritantes para la piel o sensibilizantes por contacto con la piel. 
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- Criterios de utilización: 

- obligatoria para sustancias y preparados muy tóxicos y corrosivos, 

- obligatoria para sustancias y preparados a los que se haya asignado La frase R 21, R 24 o R 43, 

- obligatoria para las sustancias carcinogénicas, mutagénicas y tóxicas para la reproducción de la cate- 
goría 3, salvo cuando los efectos se produzcan sólo por inhalación de la sustancia o preparado, 

- obligatoria para los peróxidos orgánicos. 

- recomendada para las sustancias y preparados tóxicos si no se conoce el valor DL,, por vía cutánea y 
es probable que la sustancia o preparado resulten nocivos en contacto con la piel, 

- recomendada para las sustancias y preparados irritantes para la piel. 

S 38 En caso de ventilación insuficiente, usen un equipo respiratorio adecuado 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos o tóxicos. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a los casos especiales en que se utilizan sustancias y preparados muy tóxicos o 
tóxicos en la industria o en la agricultura. 

S 39 Usen protección para los ojos/la cara 

- Aplicación: 

- peróxidos orgánicos, 

- sustancias y preparados corrosivos, incluidos los irritantes, que puedan provocar lesiones oculares 
graves, 

- sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados a los que se haya asignado la frase R 34, R 35 o R 41, 

- obligatoria para los peróxidos orgánicos, 

- recomendada cuando sea necesario llamar la atención del usuario sobre los riesgos por contacto con 
los ojos no mencionados en las frases de riesgo obligatorias, 

- limitada normalmente a casos excepcionales en que haya riesgo de salpicaduras al utilizar sustancias 
y preparados muy tóxicos y tóxicos, y éstos sean fácilmente absorbibles por la piel. 

S 40 Para limpiar el suelo y los objetos contaminados por este producto, úsese . . . (a especificar por el 
fabricante) 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados peligrosos. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a las sustancias y preparados peligrosos para los que el agua no es el agente de 
limpieza más idóneo (por ejemplo, cuando deban absorberse con un material pulverulento o disol- 
verse con un disolvente) y en caso de que sea importante, por razones de salud o seguridad, mostrar 
esta advertencia en la etiqueta. 

S 41 En caso de incendio y/o de explosión no respirar los humos 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados peligrosos en cuya combustión se desprendan gases muy tóxicos o tóxicos. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales 
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S 42 Durante las fUmigaciones/pulverizaciones use un equipo respiratorio adecuado (denominaciones 
adecuadas a especificar por el fabricante) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados destinados a tal uso, pero que puedan poner en peligro la salud y la seguridad 
del usuario si no se toman las medidas de precaución adecuadas. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales. 

S 43 En caso de incendio, utilizar . . . (en el espacio en blanco el fabricante deberá indicar el tipo 
preciso de equipo contraincendios). (Si el agua aumenta el riesgo, se deberá añadk “No usar 
nunca agua”) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados extremadamente inflamables, fácilmente inflamables e inflamables. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados que, en contacto con el agua o el aire húmedo, despren- 
dan gases extremadamente inflamables, 

- recomendada para las sustancias y preparados extremadamente inflamables, fácilmente inflamables e 
inflamables, especialmente cuando no sean miscibles con el agua. 

S 45 En caso de accidente o malestar, acuda inmediatamente al médico (si es posible, muéstrele la 
etiqueta) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos, 

- sustancias y preparados tóxicos y corrosivos, 

- sustancias y preparados sensibilizantes por inhalación. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados mencionados anteriormente. 

S 46 En caso de ingestión, acuda inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados peligrosos excepto los muy tóxicos, tóxicos, corrosivos o peligrosos 
para el medio ambiente. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para todas sustancias y preparados peligrosos arriba citados de uso público, salvo si su 
ingestión puede considerarse inofensiva, especialmente para los niños. 

S 47 Consérvese a una temperatura no superior a . . . ‘C (a especificar por el fabricante) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados que se vuelvan inestables a cierta temperatura. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales (por ejemplo, determinados peróxidos orgánicos). 

S 48 Consérvese húmedo con _.. (material apropiado, a especificar por el fabricante) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados que, si se desecan, pueden ser muy sensibles a las chispas, al frotamiento o al 
choque. 

- Criterios de utilización: 

- limitada normalmente a casos especiales, por ejemplo las nitrocelulosas. 
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S 49 Consérvese únicamente en el recipiente de origen 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados sensibles a la descomposición catalítica. 

- Criterios de utilización: 

- sustancias y preparados sensibles a la descomposición catalítica, por ejemplo algunos peróxidos orgá- 
nitos. 

S 50 No mezclar con -. (a especificar por el fabricante) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados que puedan reaccionar con el producto especificado y desprender gases muy 
tóxicos 0 tóxicos, 

- peróxidos orgánicos. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada para las sustancias y preparados antes citados de uso público, cuando esta frase sea pre- 
ferible a la R 31 o R 32, 

- obligatoria para determinados perbxidos que puedan producir reacciones vilentas con catalizadores o 
iniciadores. 

S 51 Úsese únicamente en lugares bien ventilados 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados destinados a producir vapores, polvo, aerosoles, humos, nieblas, etc., o que 
puedan desprenderlos, que supongan riesgo por inhalación o peligro de incendio o explosión. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada cuando no convenga utilizar la frase S 38. Por consiguiente, el empleo de esta frase es 
importante cuando tales sustancias y preparados sean de uso público. 

S 52 No usar sobre grandes superficies en locales habitados 

- Aplicación: 

- sustancias volátiles muy tóxicas, tóxicas y nocivas y preparados que las contengan. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada cuando la exposición prolongada a dichas sustancias puede afectar a la salud a causa de 
su volatilización en grandes superficies situadas en el interior de viviendas o locales cerrados donde se 
congregan personas. 

S 53 Evítese la exposición - Recábense instrucciones especiales antes del uso 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados carcinogénicos, mutagénicos y/o tóxicos para la reproducción. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados antes mencionados a los que se han asignado las frases R 
45. R 46. R 47, R 49, R 60 o R 61. 

S 56 Elimínense esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de residuos especiales 
0 peligrosos 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados peligrosos. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada para todas las sustancias y preparados de uso público y que precisen una eliminación 
especial. 
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S 57 Utilícese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminación del medio ambiente 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados a las que se haya asignado el símbolo “N”. 

- Criterios de utilización: 

- limitada en general a las sustancias que no son de uso público. 

S 59 Remitirse al fabricante o proveedor para obtener información sobre su recuperación/reciclado 

- Aplicación: 

- todas.las sustancias y preparados peligrosos. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias peligrosas para la capa de ozono, 

- recomendada para otras sustancias y preparados cuya recuperación o reciclado se recomiende. 

S 60 Elimínese el producto y su recipiente como residuos peligrosos 

- Aplicación: 

- todas las sustancias y preparados peligrosos. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada para las sustancias y preparados que no sean de uso público cuando no se haya asig- 
nado la frase S 35. 

S 61 Evítese su liberación aI medio ambiente. Recá%ense instrucciones específicas de la ficha de datos 
de seguridad 

- Aplicación: 

- sustancias peligrosas para el medio ambiente. 

- Criterios de utilización: 

- utilizada normalmente en sustancias a las que se haya asignado el símbolo “N”, 

- recomendada para todas las sustancias clasificadas como peligrosas para el medio ambiente que no 
estén incluidas en la descripción anterior. 

S 62 En caso de ingestión no provoque el vómito: acuda inmediatamente aI médico y muéstrele la 
etiqueta 0 el envase 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados clasificados como nocivos a los que se haya asignado la frase R 65 según los 
criterios del punto 3.2.3, 

- no aplicable a sustancias y preparados que se comercialicen en envases para aerosoles (o en envases 
con un dispositivo nebulizador sellado); véanse las secciones 8 y 9. 

- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados antes citados, de venta o uso público, excepto en los 
casos en que sean obligatorias las frases S 45 o S 46, 

- recomendada para las sustancias y preparados antes citados cuando se empleen en la industria, 
excepto en los casos en que sean obligatorias las frases S 45 o S 46. 

S 63 En caso de accidente por inhalación, transporte a la persona afectada al aire libre y manténgala 
en reposo 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados muy tóxicos y tóxicos (gases, vapores, partículas, líquidos volátiles), 

- sustancias y preparados que produzcan sensibilización respiratoria. 
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- Criterios de utilización: 

- obligatoria para las sustancias y preparados a los que se han asignado las frases R 26, R 23 o R 42 y 
que pueden ser utilizados por el público de manera que se produzca inhalación. 

S 64 En caso de ingestión, enjuáguese la boca con agua (sólo si la persona está consciente) 

- Aplicación: 

- sustancias y preparados corrosivos o irritantes. 

- Criterios de utilización: 

- recomendada para las sustancias y preparados citados de uso público, en caso de que el tratamiento 
descrito sea el indicado. 

7.5.2. Ekcbón de iar@.ws de prudencia 

La elección final de las frases de prudencia deberá realizarse teniendo en cuenta las frases de riesgo indicadas 
en la etiqueta y el uso previsto de la sustancia o preparado: 

- por regla general, bastará con un máximo de cuatro frases S para formular de modo adecuado los conse- 
jos de precaución; a tal efecto, las frases compuestas del anexo IV se considerarán simples; 

- en el caso de las frases S sobre eliminación, se utilizará una de ellas, a menos que esté claro que la elimi- 
nación del material y de su envase no supone peligro para la salud humana o el medio ambiente. En parti- 
cular, es importante aconsejar sobre la eliminación con todas las precauciones posibles en el caso de las 
sustancias y preparados de venta al público; 

I si se seleccionan cuidadosamente las frases S, algunas frases R resultarán superfluas, y viceversa; algunas 
frases S que corresponden claramente a frases de riesgo sólo figurarán en la etiqueta cuando se quirea des- 
tacar una advertencia concreta; 

- en la elección de frases S, se prestará atención muy especial a las condiciones de uso previstas para deter- 
minadas sustancias y preparados, por ejemplo la pulverización u otros efectos de los aerosoles. Se elegirán 
las frases teniendo en cuenta la utilización prevista; 

- las frases de prudcenia S 1, S 2 y S 45 son obligatorias para todas las sustancias y preparados muy tóxi- 
cos, tóxicos y corrosivos de venta al público; 

- las frases de prudencia S 2 y S 46 son obligatorias para todas las demás sustancias (excepto las clasificadas 
sólo como peligrosas para el medio ambiente) y los preparados peligrosos de venta al público. 

Se podrán eliminar algunas de las frases seleccionadas según los criterios estrictos del punto 6.2 cuando den 
lugar a redundancias o ambigüedades, o resulten claramente innecesarias para el producto o envase concretos. 

8. CASOS ESPECIALES: Sustancias 

8.1. Botellas portátiles de gas 

Se considerará que las botellas de gas reúnen los requisitos en materia de etiquetado cuando cumplan lo dis- 
puesto en el artículo 19 del Reglamento de sustancias o en el artículo 20.5. b del mismo. 

Sin embargo, como excepción a lo dispuesto en los apartados 1 y 2 del artículo 20. podrá utilizarse una de 
las siguientes alternativas para las botellas de gas con una capacidad igual o inferior a 150 litros: 

- el formato y las dimensiones de la etiqueta pueden ajustarse a las prescripciones de la norma ISO/DP 
7225, 

- la información especificada en el apartado 1 del artículo 19 puede aparecer sobre un disco o una etiqueta 
duradera de información que se mantendrá unida a la botella. 
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8.2. Bombonas de gas propano, butano o gas licuado de petróleo (CLP) 

Estas sustancias se clasifican en el anexo 1. A pesar de estar clasificadas de conformidad con el articulo 2, no 
suponen riesgo para la salud humana si son comercializadas en botellas rellenabies cerradas o en cartuchos no 
rellenables a los que se aplica la norma EN 417 en cuanto gases combustibles que sólo se liberan para la com- 
bustión. 

Dichas botellas o cartuchos deben estar etiquetados con el símbolo apropiado y las frases R y S sobre su infla- 
mabilidad. No se exige en la etiqueta información sobre los efectos para la salud humana. Sin embargo, la 
información sobre dichos efectos que debería figurar en la etiqueta la enviará al usuario profesional la persona 
responsable de la comercialización de esa sustancia con arreglo al modelo previsto en el artículo 23 del R.de 
sustancias. Se transmitirá suficiente información al consumidor para que éste pueda tomar todas las precaucio- 
nes necesarias para la salud y la seguridad, según se dispone en dicho artículo y anexo XI del Reglamento de 
sustancias. 

8.3. Metales en forma maciza 

Estas sustancias están clasificadas en el anexo 1 o bien se clasificarán con arreglo al artículo 5.5. No obstante, 
algunas de ellas, aunque clasificadas conforme al artículo 2, no suponen peligro para la salud humana en caso 
de inhalación, ingestión o contacto con la piel, ni tampoco para el medio ambiente acuático, en la forma en 
que se comercializan. Tales sustancias no precisan una etiqueta conforme al artículo 19. Sin embargo, el res- 
ponsable de su comercialización comunicará al usuario toda la información que debería haber figurado en la 
etiqueta. según el modelo establecido en el artículo 2 3 del Reglamento de sustancias. 

8.4. Sustar~cias clasificadas con la frase R 65 

Las sustancias clasificadas como nocivas por riesgo de aspiración no tendrán que ser etiquetadas como nocivas 
con la frase R 65 cuando se comercialicen en envases para aerosoles o en envases con dispositivo nebulizador 
sellad0.r. 


