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(Actos cuya publicacién no es una condicién para su aplicabilidad)

"~ COMISION

DIRECTIVA DE LA COMISION
de 18 de noviembre de 1987

por la que se adapta al progreso técnico, por novena vez, la Directiva 67/548/CEE del
Consejo, relativa a la aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y administra-
tivas en materia de clasificacién, embalaje y etiquetado de las sustancias peligrosas

(87/302/CEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econémica
Europea,

Vista la Directiva 67/548/CEE del Consejo, de 27 de junio
de 1967, relativa a la aproximacién de las disposiciones
legales, reglamentarias y administrativas en materia de
clasificacién, embalaje y etiquetado de las sustancias peli-
grosas (1), modificada por sexta vez por la Directiva
79/831/CEE (), y, en particular, su articulo 19,

Considerando que el apartado 1 del articulo 3 de la Directiva
67/548/CEE establece que las propiedades fisico-quimicas,
toxicidad y ecotoxicidad de las sustancias y preparados se
determinaran segun los métodos previstos en el Anexo V;

Considerando que el apartado 2 del articulo 3 de la Directiva
67/548/CEE establece que la evaluacién del peligro para el
medio ambiente, incluso en forma potencial, de una sustan-
cia o preparado se efectuard en funcién de las caracteristicas
consignadas en los Anexos VII y VIII;

Considerando el Anexo V, en la redaccién dada al mismo por
la Directiva 84/449/CEE de la Comisidn (3), correspon-
diente a las caracteristicas consignadas en el Anexo VIly que
es necesario describir también métodos de ensayo correspon-
dientes a las caracteristicas consignadas en el Anexo VIII;

Considerando que las medidas previstas en la presente Direc-
tiva se ajustan al dictamen del Comité para la adaptacién

(1) DO n° 196 de 16. 8. 1967, p. 1.
(2) DO n° L 259 de 15. 10. 1979, p. 10.
(3) DO n° L 251 de 19. 9. 1984, p. 1.

al progreso técnico de las Directivas relativas a la eliminacién
de obstaculos técnicos al comercio de sustancias y prepara-
dos peligrosos,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

Al Anexo V de la Directiva 67/548/CEE se afiadir4 el texto
del Anexo de la presente Directiva.

Articulo 2

Los Estados miembros adoptaran y publicardn, antes del
31 de diciembre de 1988, las disposiciones necesarias para
cumplir la presente Directiva e informaran inmediatamente
de ello a la Comisién. Aplicardn dichas medidas, a mas
tardar, el 30 de junio de 1989.

Articulo 3

Los destinatarios de la presente Directiva seran los Estados
miembros.

Hecha en Bruselas, el 18 de noviembre de 1987.

Por la Comision
S. CLINTON DAVIS

Miembro de la Comision



N° L 133/2 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 30. 5. 88

ANEXO

Los métodos de ensayo que se describen aqui se destinan a la determinacién de algunas de las propiedades
toxicoldgicas y ecotoxicoldgicas detalladas en el Anexo VIII de la Directiva 79/831/CEE del Consejo. Se
describen métodos de ensayo apropiados al nivel 1 y al nivel 2 del Anexo VIII, pero los ensayos no estin
subdivididos en funcién de los diferentes niveles.
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PARTE B: METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA TOXICIDAD
INTRODUCCION GENERAL: PARTE B

ESTUDIOS A LARGO PLAZO

Estudios subcrénicos, crénicos y de carcinogénesis

Caracterizacion de la sustancia en estudio y de la mezcla empleada para el tratamiento

Antes de iniciar cualquier estudio de toxicidad, es preciso conocer la composicién de la sustancia objeto de estudio,
incluidas las impurezas de importancia, y sus propiedades fisicoquimicas destacadas, como la estabilidad.

Las propiedades fisicoquimicas de la sustancia estudiada aportan informacién importante para la seleccién de la
via de administracién, el disefio de los estudios subcrénicos, crénicos o de carcinogénesis y la manipulacién y el
almacenamiento del material.

Asimismo, la informacién sobre la estructura quimica y las propiedades fisicoquimicas puede dar una idea de las
caracteristicas de absorciéon por la via de administracién propuesta, y de las posibilidades de distribucién
metabdlica e histica. También es posible que se disponga de informacién sobre parametros toxicocinéticos,
procedente de estudios de toxicidad y toxicocinéticos previos.

El comienzo del estudio debe ir precedido del desarrollo de un método analitico para la determinacién cualitativa y
cuantitativa de la sustancia estudiada — incluidas las impurezas principales, si es posible — en el vehiculo de
administracién y en el material bioldgico.

Animales de experimentacion: seleccién de especie y cepa

Debido a la necesidad de tratar a los animales durante una parte importante de su existencia, los estudios suelen
limitarse a especies faciles de mantener y de vida relativamente corta. Es muy deseable el conocimiento de la
incidencia de enfermedades y tumores espontdneos en la cepa utilizada cuando se mantienen condiciones
similares. ’

Las cepas deben estar perfectamente caracterizadas y carecer de defectos congénitos perturbadores. El empleo de
cepas consanguineas, o hibridos F1, tiene ciertas ventajas a este respecto, pero si se dispone de datos suficientes
sobre los antecedentes de cepas no consanguineas, utilizando animales procedentes de colonias cerradas, puede
recurrirse a ellas. )

Cuidado de los animales, alimentacién y bebida

Las pruebas y estudios con animales deben realizarse de acuerdo con la normativa nacional y tener en cuenta
principios-humanitarios y los Gltimos progresos en el campo de la proteccién animal.

Para obtener resultados significativos son imprescindibles un control estricto de las condiciones ambientales y unas
técnicas adecuadas de manipulacién de animales. Factores como el alojamiento, las enfermedades intercurrentes,
la farmacoterapia, las impurezas en la alimentacion, el aire, el agua y la cama, los cuidados generales de los
animales y las instalaciones, pueden influir en gran medida en el resultado de estudios con dosis repetidas. En
general, debe conocerse el efecto de los esterilizantes quimicos en el estudio.

La alimentacién debe satisfacer todas las necesidades nutritivas de la especie estudiada y carecer de impurezas que
puedan influir en el resultado de la prueba. Los roedores recibiran alimentos y agua ad libitum; el alimento se
cambiar4 al menos semanalmente. En la actualidad se utilizan tres tipos de alimentacién: convencional, sintética y
dietas diversas de férmula libre.

Sea cual sea la alimentacién elegida, los proveedores deben determinar, mediante controles periddicos, el valor
nutritivo y el nivel de contaminantes de la alimentacion bésica, y facilitar la informacién asi obtenida al laboratorio
con cada lote de producto. Es muy conveniente el conocimiento de los efectos del régimen alimenticio sobre el
metabolismo, as{ como sobre el desarrollo de tumores y la longevidad de los animales.

Ademas, el laboratorio que haga la prueba puede practicar un contraanilisis de la alimentacién b4sica para
controlar los componentes alimenticios y los contaminantes involuntarios, incluidos los agentes cancerigenos. Si se
hace asf, los resultados de los anilisis han de conservarse e incluirse en el informe final sobre cada sustancia
estudiada.
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No deben estar presentes compcnentes habituales de la alimentacién que se sabe influyen en la carcinogénesis (por
ejemplo, antioxidantes, 4cidos grasos insaturados, selenio) en concentraciones pertubadoras. La posible influencia
de varios contaminantes alimenticios comunes en la evaluacién de la cancerogenicidad obliga a prestar una
atencién especial a: la presencia en la alimentacién de residuos de plaguicidas, compuestos organoclorados,
hidrocarburos aromaticos. policiclicos, estrégenos, metales pesados, nitrosaminas y micotoxinas.

Cuando la sustancia estudiada se administre en el agua o el alimento, son esenciales las pruebas de estabilidad. Han
de practicarse pruebas de estabilidad y homogeneidad debidamente realizadas para establecer la frecuencia de
preparacién y control de la alimentacién necesaria.

Si se esteriliza la alimentacién, deben conocerse los efectos de las técnicas empleadas sobre la sustancia estudiada y
sobre los componentes alimenticios. Se practicaran los ajustes que procedan.

Durante las pruebas de cancerogenicidad, los investigadores deben ser conscientes de la posible contaminacién del
agua empleada. El agua apta para el consumo humano es, por lo general, satisfactoria, y debe disponerse de
informacién sobre su composicién.

Es posible que, a medida que crezcan los animales, sea preciso ajustar la concentraci6n de una sustancia estudiada
en la alimentacién para mantener una ingestién razonablemente constante de ella en relacién con el peso
corporal.

Ha de lograrse que los valores nutritivos de las alimentaciones de control y de prueba sean lo més parecidos posible.
En consecuencia, hay que tener en cuenta el valor nutritivo de una sustancia de prueba incorporada a la
alimentacién. La experiencia indica que es improbable que una concentracién de hasta un 5 % de sustancias de
prueba no nutritivas en la alimentacién, altere en grado significativo el valor nutritivo de ésta.

1. Estudios por inhalacion

No se especifica prueba limite alguna, ya que no ha sido posible definir un valor de exposicién limite por inhalacién
unico. )

2. Estudio de teratogenicidad

El met6do de prueba se basa fundamentalmente en la administracién por via oral. Es posible utilizar otras vias
segtin las propiedades fisicas de la sustancia objeto de estudio, o de la via probable de exposicién humana. En tales
casos, el método de prueba debe adaptarse teniendo en cuenta la informacién obtenida de la prueba de
28 dias. :

3. Toxicocinética

Los estudios toxicocinéticos ayudan a interpretar y evaluar los datos de toxicidad. Estos estudios van encaminados
a aclarar aspectos determinados de la toxicidad de la sustancia quimica objeto de estudio, y sus resultados pueden
ayudar a idear estudios de toxicidad ulteriores. No se contempla la necesidad de determinar en cada caso todos los
parametros. S6lo en casos esporadicos serd precisa la totalidad de los estudios toxicocinéticos (absorcién,
excrecién, distribucién y metabolismo). En el caso de compuestos determinados, tal vez sean oportunos cambios
de la secuencia de los estudios, o baste un estudio de dosis unica.

Definiciones
Toxicocinética:  Estudio de la absorcién, distribucién, metabolismo y excrecién de sustancias de prueba.
Absorcién: Proceso o procesos por los que penetra en el organismo una sustancia administrada.

Excrecién: Proceso o procesos por los que se eliminan del organismo la sustancia administrada, sus
metabolitos o ambos.

Distribucién: Proceso o procesos por los que la sustancia absorbida, sus metabolitos o ambos, se reparten por
el interior del organismo.

Metabolismo: Proceso o procesos por los que la sustancia administrada se modifica estructuralmente en el
" organismo por medio de reacciones enzimdticas o no enzimaticas.

4. Estudio agudo y subagudo en una segunda especie
El objeto de un estudio en una segunda especie es complementar las conclusiones extraidas en la primera.

Si se practica un estudio en una segunda especie, el método de prueba ya descrito puede utilizarse o adaptarse para
un nimero menor de animales.
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5. Estudios de fertilidad

Cuando sea necesaria una prueba de reproduccién en tres generaciones, cabe ampliar el método descrito para la
prueba de reproduccién en dos generaciones, a fin de cubrir la tercera.

6. Estudios de mutagénesis

Pruebas de mutagénesis complementarias, incluidas pruebas de deteccién dela carcino-
génesis
En el Anexo VIII de la Directiva se citan estudios complementarios para determinar la mutagénesis o-la

carcinogénesis. Los estudios descritos .en esta seccién pueden utilizarse en general para investigar ambas
cosas.

Introduccién

La evaluacién inicial de la actividad mutdgena de una sustancia comprende pruebas encaminadas a descubrir
mutaciones génicas (puntuales) en las bacterias, as{ como lesiones citogenéticas en células de mamiferos (in vitro o
in vivo); se han descrito anteriormente métodos adecuados para estos estudios «de base». Esta seccién se ocupa de
estudios complementarios que permiten comprobar o ampliar los resultados obtenidos en las pruebas de base y que
pueden emplearse con varios fines:

1. confirmar los resultados obtenidos en las pruebas de base;
2. investigar objetivos no perseguidos en aquéllas;

3. iniciar o ampliar estudios in vivo.

Con estos fines, la gama de pruebas descritas comprende sistemas eucariotas in vitro e in vivo, asi como una amplia
variedad de finalidades bioldgicas. Las pruebas aportan informacién sobre mutaciones puntuales en organismos
mas complejos que las bacterias empleadas en las pruebas de base y amplian la informacién sobre la capacidad de
una sustancia para inducir aberraciones cromosémicas.

También se describen pruebas con finalidades distintas de las mutaciones puntuales y las aberraciones
cromosémicas, que facilitan informacién complementaria y, si procede, pueden utilizarse en programas de
experimentacion.

Por norma general, si se considera la aplicacién de un programa de estudios complementarios de mutagénesis, debe
organizarse de forma que aporte informacion afiadida pertinente sobre el potencial mutigeno o cancerigeno de la
sustancia.

La eleccién de los estudios oportunos en un caso concreto dependers de numerosos factores, como son las
caracteristicas quimicas y fisicas de la sustancia, los resultados de las pruebas bacterianas y citogenéticas iniciales,
el perfil metabélico de la sustancia, los resultados de otros estudios de toxicidad y los usos conocidos de la
sustancia. En consecuencia, y dada la diversidad de factores que deben tenerse en cuenta, no es oportuno un
programa rigido de seleccién de las pruebas. No obstante, pueden servir de orientacidn ciertos principios
generales. Asi, cuando una de las pruebas de base haya sido positiva, los estudios complementarios deben incluir al
menos una prueba capaz de descubrir la misma finalidad genética. Si las dos pruebas de base han dado resultado
negativo, deben practicarse normalmente, como estudios complementarios, una prueba de mutaciones génicas y
otra encaminada a descubrir aberraciones cromosémicas. Quiz4 sea apropiado obtener también datos
complementarios de las pruebas indicadoras (antes enumeradas).

A continuacién se agrupan los métodos empleados para tales investigaciones segtin su finalidad genética
principal. :

Estudios de investigacién de mutaciones génicas (puntuales)

Para la investigacién ulterior de la capacidad de una sustancia de producir mutaciones génicas (puntuales), pueden
ser apropiadas cualquiera de las pruebas siguientes: ’

a) Estudios de mutacién directa o inversa con microorganismos eucariotas (Saccharomyces cerevisiae).
b) Estudios in vitro para descubrir mutaciones directas en células de mamifero.
c) Prueba del gen letal recesivo ligado al sexo en Drosophila melanogaster.

d) Prueba de mutacién somética in vivo: prueba de la mancha en el ratén.

Estudios de investigacién de aberraciones cromosémicas

Para la investigacién ulterior de la capacidad de una sustancia de producir aberraciones cromosémicas, pueden ser
apropiadas cualquiera de las pruebas siguientes:

a) Estudios citogenéticos in vivo en mamiferos.

Si no se ha incluido en la evaluacién inicial (estudios de base), debe considerarse el uso del anélisis iz vivo de la
metafase de células de la médula 6sea. Ademas, puede estudiarse la citogenética de las células embrionarias in
vivo. '
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b) Estudios citogenéticos in vitro de células de mamifero, si no se han incluido en la evaluacién inicial.
c) Gen letal dominante en roedores.

d) Prueba de translocacién hereditaria en el ratén.

Pruebas indicadoras de efectos en el DNA

Se dispone de métodos que indican determinados efectos en el DNA pero cuya finalidad no es una manifestacién
mutigena. Estos estudios pueden aportar informacién complementaria de la obtenida en los estudios de
mutagénesis, y posiblemente titil para interpretar éstos. Si se precisaran estas investigaciones, puede ser apropiado
cualquiera de los métodos siguientes, que emplean microorganismos eucariotas o células de mamifero:

a) Recombinacién mitética en Saccharomyces cerevisiae.
b) Lesién y reparacién del DNA — sintesis de DNA no programada — células de mamifero (in vitro).

¢) Intercambio de cromatidas hermanas en células de mamifero (in vitro).

Otras pruebas indicadoras de potencial carcindgeno

Hay disponibles ensayos de transformacién de células de mamifero que determinan la capacidad de una sustancia
para inducir en un cultivo celular alteraciones morfolégicas y de comportamiento, que se consideran relacionadas
con una transformacién maligna in vivo. Pueden utilizarse varios tipos celulares y criterios de transformacién
diferentes.

FEvaluacién del riesgo de efectos hereditarios en mamiferos

Existen métodos para determinar los efectos hereditarios en mamiferos producidos por mutaciones génicas
(puntuales) {[prueba del locus especifico en el ratén ()] o por aberraciones cromosémicas (prueba de translocacién
hereditaria en el ratén). Estos métodos pueden emplearse cuando se valore el riesgo genético de una sustancia para
el ser humano. No obstante, habida cuenta de la complejidad de estas pruebas y del enorme niimero de animales
necesarios, sobre todo para la prueba del locus especifico, estos estudios deben estar completamente
justificados.

() Laprueba del locus especifico en el ratén (no descrita en este documento) puede usarse para determinar la mutacién sufrida por
células embrionarias en la primera generacién tras exposicién a una sustancia mutdgena. Es posible apreciar y cuantificar las
alteraciones genéticas generadoras de modificaciones de los productos génicos y expresadas en fonotipos visibles.
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TOXICIDAD ORAL SUBCRONICA

ENSAYO DE 90 DiAS EN ROEDORES
1. METODO

1.1. Introducciéon

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones . -

Véase Introduccién general, Parte B.

>
1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4, Principio del método

Se administran a diario, por via oral, dosis crecientes de la sustancia estudiada a varios grupos de animales de
experimentacién, a razén de una dosis por grupo durante un periodo de 90 dias. Durante el periodo de
administracion, se observa diariamente a los animales en busca de signos de toxicidad. Los animales que mueren
durante la prueba se someten a autopsia, que se practica también a los supervivientes al concluir el estudio.

1.5. ~ Criterio cualitativo
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacién experimentales durante al menos §
dias previos a la prueba. Antes de comenzarla, se distribuye al azar a los animales, que seran jévenes y sanos, para
formar grupos de tratamiento y de control.

La sustancia estudiada puede administrarse en la dieta, por alimentacién forzada, en cipsulas o en el agua de
bebida. Todos los animales deben recibirla por el mismo método durante todo el periodo de experimentacién. Si se
emplean un vehiculo u otros aditivos para facilitar la administracidn, no deben tener efectos téxicos. En caso
necesario, pueden utilizarse datos publicados. ‘

Condiciones del ensayo
Animales de experimentacidén

Salvo indicacién en contrario, la especie preferible es la rata. Han de utilizarse animales jévenes y sanos de cepas de
laboratorio habituales, y la administracion se iniciar4d de preferencia antes de que las ratas tengan 6 semanas de
vida, y en todo caso no después de haber cumplido las 8. Al principio del estudio, el peso de los animales no debe
diferir en un porcentaje superior al + 20 % del valor medio. Cuando se practique un estudio oral subcrénico
previo a otro de indole crénica se utilizardn en ambos las mismas especies y cepas.

Nimero y sexo

Cada dosis ha de administrarse al menos a 20 animales (10 hembras y 10 machos). Las hembras deben ser nuliparas
y no estar prefiadas. Si esta previsto el sacrificio de algunos animales durante la prueba, debe aumentarse su
numero en una cantidad igual a la de los que vayan a sacrificarse antes de terminar el estudio. Ademds, puede
tratarse a un grupo satélite de 20 animales (10 de cada sexo) con la dosis m4s alta durante 90 dias y observar en ellos
la reversibilidad, la persistencia o la aparicién tardia de efectos t6xicos durante 28 dias tras el tratamiento.
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Dosis

Deben emplearse al menos tres niveles posolégicos y un control. Los animales del grupo de control deben recibir un
trato idéntico al dé los integrantes del grupo de prueba. Cuando se utilice un vehiculo para facilitar la
administracién, los controles deben recibir el vehiculo del mismo modo que los grupos tratados, y en igual cantidad
que la suministrada al grupo con dosis mas alta. La dosis m4s alta debe originar efectos tdxicos, pero producir
pocos fallecimientos, o ninguno. La dosis mis baja no debe originar signe alguno de toxicidad. Cuando se
disponga de una estimacién vilida de la exposicién humana, la dosis minima ser4 superior a este valor. Lo ideal
serfa que la dosis media produjera el efecto téxico minimo observable. Si se emplea mas-de una dosis intermedia, la
diferencia entre dosis sera suficiente para que los efectos téxicos resultantes sean escalonados.

En los grupos con dosis bajas e intermedias, as{ como en los controles, la incidencia de mortalidad debe ser baja, a
fin de permitir una evaluacién significativa de los resultados.

Cuando se administre la sustancia estudiada en la alimentacién, pueden emplearse una concentracion alimenticia
constante (ppm o mg/ kg de alimento) o una dosis constante en relacién con el peso corporal de los animales; debe
especificarse la opcién escogida. Si se administra la sustancia por alimentacién forzada, la dosis ha de darse a la
misma hora todos los dias. Las dosis se ajustardn a intervalos (semanales o quincenales) de forma que se mantengan
a un nivel constante en relacién con el peso del animal.

Prueba de limite

Si una prueba de 90 dfas de duraci6n, realizada de acuerdo con el método descrito con una dosis de 1 000 mg/kg de
peso/dia, o con una dosis superior en funcién de una posible exposicién humana (siempre que se conozca ésta), no
provoca indicio alguno de un efecto téxico, puede no considerarse necesaria la realizacién de pruebas ulteriores.
Cuando se trate de sustancias de toxicidad escasa, es importante asegurarse de que, cuando se administran en la
alimentacién, las cantidades y otras propiedades de la sustancia objeto de estudio no alteran las necesidades
nutritivas normales.

Periodo de observacién

Es preciso observar a diario a todos los animales y registrar los signos de toxicidad, incluidos el momento de
comienzo, €l grado y la duracién. Hay que tomar nota del momento del fallecimiento y de los de aparicién y
desaparicion de signos de toxicidad.

Procedimiento

El régimen ideal comprende la administracién de la sustancia ensayada a los animales los 7 dias de la semana
durante un perfodo de 90 dias. Los animales de grupos satélites destinados a observaciones complementarias deben
conservarse 28 dias mds sin tratamiento para apreciar la recuperacién de los efectos toxicos, o su persisten-
cia.

Entre las observaciones que deben practicarse sobre los animales enjaulados destacan las de modificaciones de la
piel y el pelo, los ojos y las membranas mucosas, asi como de los sistemas respiratorio, circulatorio, autonémico 'y
nervioso central, 1a actividad somatomotriz y el comportamiento. Cada semana, s determinaran el consumo de .
alimento (y de agua cuando se administre en ella la sustancia estudiada) y el peso de los animales.

Es necesaria la observacién periédica de los animales para evitar en lo posible la pérdida de animales de la prueba
por causa de canibalismo, autdlisis de tejidos o enjaulamiento erréneo. Al final del periodo de prueba, se realiza la
autopsia a todos los supervivientes del grupo de tratamiento no satélite. Los animales moribundos deben retirarse y
someterse a autopsia.

En todos los animales, incluidos los controles, se practican comiinmente los exdmenes ‘'siguientes:

a) Exploracién oftalmolégica con un oftalmoscopio o equipo apropiado equivalente, antes de administrar la
sustancia estudiada y al final del estudio, preferiblemente en todos los animales, pero por lo menos en los
grupos con dosis altas y de control. Si se apreciaran alteraciones oculares, hay que examinar a todos los
animales.

b) Pruebas hematoldgicas al final del perfodo de estudio: hematocrito, concentracién de hemoglobina, recuento
eritrocitario, recuento leucocitario total y diferencial y determinacién de la coagulacién por pruebas como
tiempo de coagulacién, tiempo de protombina, tiempo de tromboplastina o recuento de plaquetas.

¢) Determinaciones bioquimicas clinicas en la sangre al final del periodo de prueba. Se consideran aspectos de
" interés en todos los estudios el balance electrolitico, el metabolismo de hidratos de carbono y las funciones
hepéticas y renal. En la selecci6n de las pruebas concretas influirdn las observaciones sobre el modo de accién de
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la sustancia. Se sugiere la determinacién de los pardmetros siguientes: calcio, fésforo, cloruro, sodio, potasio,
glucosa en ayunas (con periodo de ayuno apropiado a cada especie), transaminasas glutamicopiriivica (1) y
glutamicooxaloacética (2) séricas, ornitindescarboxilasa, gammaglutamiltranspetidasa, nitrégeno ureico,
albumina, creatinina plasmdtica, bilirrubina total y proteinas séricas totales. Entre otras determinaciones que
pueden ser necesarias para una evaluacién toxicoldgica adecuada figuran los analisis de lipidos, hormonas,
equilibrio acidobésico, metahemoglobina y actividad de colinesterasa. Siempre que sea preciso, se emplearan
otras pruebas bioquimicas clinicas para ampliar la investigacién de los efectos observados.

d) El anélisis de orina no es necesario de forma sistematica, sino sélo en caso de efectos téxicos probables o
manifiestos.

Silos datos de referencia previos son insuficientes, hay que considerar la posible determinacién de los pardmetros
hematolégicos y de bioquimica clinica antes de iniciar la administracién.

Autopsia

Se practicard en todos los animales una autopsia completa que comprenda la inspeccién de la superficie externa del
cuerpo, todos sus orificios y las cavidades craneal, toricica y abdominal y sus contenidos. Higado, rifiones,
suprarrenales y testiculos deben pesarse frescos lo antes posible tras la diseccidn, a fin de evitar la desecacién. Se
conservardn en-un medio adecuado, para un posible examen: histopatolégico posterior, los érganos y tejidos
siguientes: todas las lesiones macroscdpicas, el cerebro — incluidos cortes de bulbo/protuberancia —, corteza
cerebelosa y encefalica, hipdfisis, tiroides/paratiroides, tejido timico, trdquea y pulmones, corazén, aorta,
(glandulas salivales), higado, bazo, rifiones, suprarrenales, pancreas, génadas, ttero, (6rganos genitales
accesorios), (piel), esofago, estomago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, recto, vejiga urinaria, ganglios
linféticos representativos, (glandula mamaria femenina), (rmusculatura del muslo), nervios periféricos, esternén
con médula dsea, (ojos), (fémur, incluida la superficie articular), (médula espinal a tres niveles:- cervical,
mesotoricio y lumbar) y (gldndulas lagrimales exorbitarias). Los tejidos que aparecen entre paréntesis sélo se
examinarén si asi lo aconsejan los signos de toxicidad o afectacién del 6rgano efector.

Examen histopatolégico

a) Se someterdn a un examen histopatolégico completo los 6rganos'y tejidos de los animales de los grupos de
control y con la dosis mdxima.

b) Se examinardn todas las lesiones macroscépicas.
c) Se examinarén los 6rganos-efectores de los animales de grupos con otras dosis.

d) Sesometerdn los pulmones de los animales integrantes de los grupos con dosis minimas e intermedias a examen
histopatolégico, en busca de signos de infeccién ya que esta medida permite una evaluacién cémoda del estado
de salud de los animales. También debe considerarse la posibilidad de practicar exdmenes histopatolégicos del
higado y los rifiones de estos grupos. Es posible que en estos animales no sean necesarios por sistema exdmenes
histopatolégicos complementarios, pero siempre se llevardn a cabo en los 6rganos de los del grupo con dosis
maéxima que presenten indicios de lesiones.

€) Cuando se utilice un grupo satélite, se practicar4 un examen histopatolégico de los tejidos y érganos que
presenten signos de toxicidad en los grupos tratados.

2. RESULTADOS

Los resultados se resumirén en forma de tabla y mostraran para cada grupo de prueba el nimero de animales al
comienzo del ensayo, el de los que presenten lesiones y el porcentaje de animales con cada tipo de lesién. Los
resultados se evaluarin por un método estadistico apropiado. Puede usarse cualquier método estadistico

reconocido.
3. INFORME
3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, alimentacién
— condiciones de la prueba

— dosis (incluido el vehiculo, si procede) y concentraciones

— datos de respuesta toxica en funcidn del sexo y la dosis

(') Conocida actualmente como alaninaminotransferasa sérica.
(2) Conocida actualmente como aspartatoaminotransferasa sérica.
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— dosis carente de efectos, si es posible

— momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron a la experiencia
— descripcién de los efectos toxicos o de otro tipo

— momento de observacién de cada signo anémalo y evolucidn de éste

— datos sobre alimentacién y peso

— hallazgos oftalmolégicos

— pruebas hematoldgicas practicadas y sus resultados completos

— pruebas de bioquimica clinica empleadas y sus resultados completos (incluidos los del anélisis de orina, si
procede)

— hallazgos de autopsia

— descripcién detallada de los hallazgos histopatolégicos
— tratamiento estadistico de los resultados, si es posible
— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2. Evaluacién e interpretacion

Véase Introduccion general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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TOXICIDAD ORAL SUBCRONICA
ENSAYO DE 90 DIAS EN NO ROEDORES

1. METODO

1.2. Introduccién .

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

Se administran a diario, por via oral, dosis crecientes de la sustancia estudiada a varios grupos de animales de
experimentacion (no roedores), a razén de una dosis por grupo durante un perfodo de 90 dias. Durante el periodo
de administracién, se observa diariamente a los animales en busca de signos de toxicidad. Los animales que mueran
durante la prueba se someterdn a autopsia, que se practicard también a los supervivientes al concluir el

estudio.

1.5. Criterio cualitativo
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacién experimentales durante al menos 5
dias previos a la prueba. Antes de comenzarla, se distribuye al azar a los animales, jévenes y sanos, para formar
grupos de tratamiento y de control.

La sustancia estudiada puede administrarse en la alimentacién, o quiz4 se considere mas conveniente darla en
capsulas. Cabe utilizar otros métodos de administracién oral. Todos los animales deben recibirla por el mismo
método durante todo el periodo de experimentacion. Si se emplea un vehiculo u otros aditivos para facilitar la
administracién, deberd conocerse que carecen de efectos tdxicos. En caso necesario, pueden utilizarse datos
publicados.

Condiciones del ensayo
Animales de experimentacidén

La especie de uso comuin es el perro, preferiblemente de raza definida, pero pueden emplearse otras. Se utilizaran
animales jévenes y sanos y, en el caso del perro, la administracién se iniciar preferiblemente a los 4-6 meses de
edad, y no después de los 9 meses. Cuando se realice una prueba oral subcrénica como preliminar a una de indole
crénica, se utilizard en ambas la misma especie/raza.

Numero y sexo

Se utilizardn al menos 8 animales (4 hembras y 4 machos) para cada dosis. El nimero de animales al final del
estudio sera suficiente para permitir una evaluacién significativa de los efectos téxicos.

Dosis

Deben emplearse al menos tres niveles posoldgicos y un control. Los animales del grupo de control recibirdn un
trato idéntico al de los integrantes del grupo de prueba. La dosis méxima originaré efectos téxicos, pero no
fallecimientos. La dosis més baja no provocaraé signo alguno de toxicidad. Cuando se disponga de una estimacién
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valida de la exposicién humana, la dosis ser4 superior a este valor. Lo ideal seria que la dosis intermedia produjera
el efecto téxico minimo observable. Si se emplea mas de-una dosis intermedia, la diferencia entre dosis sera
suficiente para que los efectos téxicos resultantes sean escalonados.

En los grupos con dosis bajas e intermedias, asf como en los controles, no deben producirse fallecimientos.

Cuando se trate de sustancias de toxicidad escasa, es importante cerciorarse de que las cantidades que de ellas se
administren con la alimentacién no obstaculizardn la nutricién normal.

Cuando se administre la sustancia estudiada con la alimentacién, puede emplearse una concentraci6n alimenticia
constante (ppm o mg/ kg de alimento) o una dosis constante en relacién con el peso corporal de los animales; debe
especificarse la opcién escogida. Si se administra la dosis directamente, por ejemplo en capsulas, ha de darse a las
mismas horas todos los dias, y se ajustara segtin sea necesario a intervalos semanales para mantener un nivel
constante en relacién con e! peso del animal. Si se emplea una prueba subcrénica con caricter preliminar a una
crénica, debe emplearse, por lo general, un régimen alimenticio similar en ambos estudios.

Prueba de limite

Si una prueba de 96 dias de duracién, realizada segin el método descrito con una dosis de 1 000 mg/kg de
peso/dia, o con una dosis superior en funcién de una posibie exposicién humana (cuando se conozca ésta), no
provoca indicio alguno de efecto téxico, puede no considerarse necesaria.la realizacién de-pruebas ulteriores.
Cuando se trate de sustancias de toxicidad escasa, es importante asegurarse de que, cuando se administran en la
alimentacién, las cantidades y otras propiedades de la sustancia objeto de estudio no alteran las necesidades
nutritivas normales.

Periodo de observacién

Es preciso observar a diario a todos los animales y registrar los signos de toxicidad, incluidos el momento de
comienzo, el grado y la duracién. Hay que tomar nota del momento del fallecimiento y de los de aparicién y
desaparicion de signos de toxicidad.

Procedimiento

El régimen ideal comprende la administracién a los animales de la sustancia ensayada, los 7 dias de la semana
durante un periodo de 90 dias. No obstante, y en razén fundamentalmente de consideraciones practicas, cuando se
administre la sustancia por un medio distinto de la alimentacién, se considera aceptable la administracién § diasa
la semana. )

Entre las observaciones deben figurar (aunque no de modo exclusivo) las de modificaciones de la piel y el pelo, los
ojos y las membranas mucosas, asi como de los sistemas respiratorio, circulatorio, autonémico y nervioso central,
la actividad somatomotriz y el comportamiento. Cada semana, se determinaran el consumo de alimento (y de agua
cuando se.administre en ella la sustancia estudiada) y el peso de los animales.

Se proceders a diario a un examen clinico detenido de los animales, y se adoptarian medidas apropiadas para
reducir al minimo la pérdida de los animales estudiados. Al final del periodo de prueba, se realiza la autopsia a
todos los animales supervivientes. Los animales moribundos deben retirarse y someterse a autopsia. En todos los
animales, incluidos los controles, se practican habitualmente los exdmenes siguientes:

a) Exploracién oftalmolégica con un oftalmoscopio o equipo apropiado equivalente, antes de adminjstrar la
sustancia estudiada y al final del estudio, preferiblemente en todos los animales, pero por lo menos en los
grupos con dosis altas y de control. Si se apreciaran alteraciones oculares, se examinari a todos los
animales.

b) Pruebas hematoldgicas, realizadas al principio a intervalos mensuales 0 a la mitad del periodo deestudioy, por
@ltimo, al final de éste: hematocrito, concentracién de hemoglobina, recuento eritrocitario, recuento
leucocitario total y diferencial, y determinacién de la coagulacién por pruebas como tiempo de coagulacién,
tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina o recuento de plaquetas.

¢) Determinaciones bioquimicas clinicas en la sangre, al principio, a intervalos mensuales o a la mitad del periodo
de estudio y, por ultimo, al final de éste. Se consideran aspectos de interés en todos los estudios el balance
electrolitico, el metabolismo de hidratos de carbono y las funciones hepatica y renal. En la seleccién de las
pruebas concretas influiran las observaciones sobre el modo de accion ‘de la sustancia. Se sugiere la
determinacién de los parimetros siguientes: calcio, fosforo, cloruro, sodio, potasio, glucosa en ayunas (con
periodo de ayuno apropiado a la especie/raza), transaminasas glutamicopirivica (1) y glutamicooxaloacéti-
ca (2) sérica, ornitindescarboxilasa, ggmmaglutamiltranspeptidasa, nitrégeno ureico, albimina, creatinina
plasmética, bilirrubina total y proteinas séricas totales. Entre otras determinaciones que pueden ser necesarias

() Conocida actualmente como alanimaminotransferasa sérica.
{2) Conocida actualmente como aspartatoaminotransferasa sérica.
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para una evaluacién toxicoldgica adecuada figuran los andlisis de lipidos, hormonas, equilibrio acidobésico,
metahemoglobina y actividad de colinesterasa. Siempre que sea necesario,-se empleardn. otras pruebas
bioquimicas clfnicas para ampliar la investigacién de los efectos observados. Los no roedores se someteran a un
periodo de ayuno (no superior a 24 horas) antes de obtener muestras de sangre.

d) El anilisis de orina no es necesario de forma sistemdtica, sino s6lo cuando-esté indicado por efectos toxicos
probables o manifiestos.

Autopsia

Debe practicarse en todos los animales una autopsia completa que comprenda la inspeccién de la superficie externa
del cuerpo, todos sus orificios y las cavidades craneal, toricica y abdominal y sus contenidos. Higado, rifiones,
suprarrenales, tiroides (con paratiroides) y testiculos deben pesarse frescos lo antes posible tras la diseccién, a fin de
evitar la desecacion.

Se conservaran en un medio adecuado para su posible examen histopatolégico posterior los 6rganos y tejidos
siguientes: todas las lesiones macroscopicas, el cerebro — incluidos cortes de bulbo/protuberancia —, corteza
cerebelosa y encefélica, hipéfisis, tiroides/paratiroides, tejido timico, (trdquea), pulmones, corazdn, aorta,
glindulas salivales, higado, bazo, rifiones, suprarrenales, pancreas, génadas, tero, (drganos genitales
accesorios), (piel), vesicula biliar, es6fago, estémago, duodeno, yeyuno, fleon, ciego, colon, recto, vejiga urinaria,
ganglio linfatico representativo, (glindula mamaria femenina), (musculatura del muslo), nervio periférico, (ojos),
esterndn con médula ésea, (fémur, incluida superficie articular) y (médula espinal a tres niveles: cervical,
mesotoracico y lumbar). Los tejidos que aparecen entre paréntesis s6lo s€ examinarén si asi lo aconsejan los signos
de toxicidad o afectacién del 6rgano efector.

Examen histopatolégico

Se someterdn a un examen histopatolédgico completo los drganos y tejidos de los animales de los grupos de control y
con la dosis maxima. En los demds grupos tratados, se practicaran examenes histopatolégicos de los érganos que
presenten lesiones en el grupo con la dosis maxima, o cuando las observaciones clinicas asi lo aconsejen.

2. RESULTADOS

Los resultados se resumiran en forma de tabla y mostrardn, para cada grupo de prueba, el nimero de animales al
comienzo del ensayo, el de los que muestran lesiones y el porcentaje de animales con cada tipo de lesién. Los
resultados se evaluardn por un método estadfstico apropiado. Puede usarse cualquier método estadistico

reconocido.
3. INFORME
3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:

— raza o cepa de la especie; origen, condiciones ambientales, alimentacién

— condiciones de la prueba

— dosis (incluido el vehiculo, si procede) y concentraéiones

— datos de respuesta téxica en funcién del sexo y la dosis

— dosis carente de efectos, si es posible

— momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron a la experiencia
— descripcién de los efectos téxicos o de otro tipo (con atencién especial a los hallazgos clinicos)

— momento de observacién de cada signo anémalo y evolucién de éste

— datos sobre alimentacién y peso

— hallazgos oftalmolégicos
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— pruebas hematolégicas practicas y sus resultados completos

— pruebas de bioquimica clinica empleada y sus resultados completos (incluidos los del analisis de orina, si-
procede)

— hallazgos de autopsia

— descripcién detallada de los hallazgos histopatolégicos
— tratamiento estadistico de los resultados cuando proceda
— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2. Evaluaci6n e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccion general, Parte B.



Ne° L 133/16 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 30. 5. 88

TOXICIDAD DERMICA SUBCRONICA
ENSAYO DE 90 DIAS EN ROEDORES

1. METODO

1.1. Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones

Véase Introduccion general, Parte B.

1.3, Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

Se aplican a diario dosis crecientes de la sustancia estudiada en la piel de animales de experimentacién integrados en
varios grupos, a razén de una dosis por grupo durante un periodo de 90 dias. Durante el periodo de aplicacion se
observa diariamente a los animales en busca de signos de toxicidad. Los animales que mueren durante la prueba se
someten a autopsia, que se practica también a los supervivientes al concluir el estudio. '

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacién experimentales durante al menos 5§
dias previos a la prueba. Antes de comenzarla, se distribuye al azar a los animales, que serdn jévenes y sanos, para
formar grupos de tratamiento y de control. Antes de proceder a la aplicacidn, se elimina el pelo de la regién dorsal
del tronco de los animales. Puede emplearse afeitado, pero debera practicarse aproximadamente 24 horas antes de
la prueba. Suelen ser necesarios cortes o afeitados reiterados del pelo, mds o menos a intervalos semanales. Al
practicarlos, hay que cuidar de no lesionar la piel. Debera dejarse despejada, para la aplicacién de la sustancia en
estudio, una superficie no inferior al 10 % de la corporal. Para decidir la zona que debe despejarse y las
dimensiones de la superficie a tratar, se tendrd en cuenta el peso del animal. Cuando se prueben sélidos, que pueden-
pulverizarse si se considera oportuno, se humedecera lo suficiente la sustancia estudiada con agua o, en caso
necesario, un vehiculo apropiado para garantizar un buen contacto con la piel. Las sustancias liquidas se emplean
por lo general sin diluir. Se practican aplicaciones diarias § 6 7 dias a la semana.

Condiciones del ensayo
Animales de experimentacién

Pueden emplearse ratas, conejos o cobayas adultos. Es posible emplear otras especies, pero su uso exigiria
justificacién. ‘Al principio de la prueba, los pesos no diferirdn en un porcentaje superior al + 20 % del peso
medio.

Cuando se realice una prueba dérmica subcrénica como preliminar a una de indole crénica, se utilizard en ambas la
misma especie y cepa.

Numero y sexo

Se utilizarn al menos 20 animales (10 hembras y 10 machos) con piel sana para cada dosis. Las hembras seran
nuliparas y no estaran prefiadas. Si estd previsto el sacrificio de algunos animales durante la prueba, debe
aumentarse su nimero en una cantidad igual a la de los que vayan a sacrificarse antes de terminar el estudio.
Ademis, puede tratarse a un grupo satélite de 20 animales (10 de cada sexo) con la dosis ma4s alta durante 90 dias
para observar en ellos la reversibilidad, la persistencia o la aparicion tardia de efectos toxicos durante 28 dias tras el
tratamiento.



30. 5. 88 Diario Oficial de las Comunidades Europeas Ne° L 133/17

Dosis

Se utilizarn al menos tres niveles posolégicos y un control, o un control para el vehiculo si se emplea éste. El
periodo de exposicidn no serd inferior a 6 horas diarias. La aplicacién de la sustancia de prueba debe hacerse a las
mismas horas todos los dias, y lacantidad del producto se ajustard a intervales (semanales o quincenales) de forma
que se mantenga una dosis constante en relacién con el-peso del animal. Salvo por-la omisién de la sustancia
estudiada, los animales del grupo de control deben recibir un trato idéntico al de los integrantes del grupo de
prueba. Cuando se utilice un vehiculo para facilitar la administraci6n, el grupo de control lo recibir4 de igual modo
que los grupos tratados, y en cantidad igual a la administrada al grupo con dosis mas alta. La dosis mas alta debe
originar efectos téxicos, pero producir pocos fallecimientos, o ninguno. La dosis m4s baja no debe originar signo
alguno de toxicidad. Cuando se disponga de una estimacion valida de la exposicién humana, la dosis minima serd
superior a ese valor. Lo ideal serfa que la dosis media produjera el efecto téxico minimo observable. Si se emplea
mis de una dosis intermedia, la diferencia entre dosis ser4 suficiente para que los efectos toxicos resultantes sean
escalonados. En los grupos con dosis bajas e intermedias, asi como en los controles, la mortalidad debe ser baja, a
fin de permitir una evaluacién significativa de los resultados.

Si la aplicacién de la sustancia probada provoca una irritacién cutdnea grave, se reduciran las concentraciones, lo

que quizé origine una reduccién, o la ausencia, de otros efectos toxicos con la dosis alta. Si la piel ha sufrido

lesiones importantes, quiza sea necesario dar por concluido el estudio y emprender uno nuevo a concentraciones
s y

menores.

Prueba de limite

Si una experiencia previa realizada con una dosis de 1 000 mg/kg, o superior, en funcién de la posibilidad de
exposicién humana (siempre que ésta se conozca) no ha provocado efecto tdxico alguno, cabe considerar inutil la
continuacién de la experiencia.

Periodo de observacién

Es preciso observar a diario a los animales de experimentacién en busca de signos de toxicidad. Hay que tomar
nota del momento del fallecimiento y de los de aparicién y desaparicién de signos de toxicidad.

Procedimiento

Los animales se alojarén en jaulas individuales. El régimen ideal comprende la administracién, a los animales, dela
sustancia ensayada los 7 dias de la semana durante un periodo de 90 dfas.

Los animales de grupos satélites destinados a observaciones complementarias deben observarse 28 dias mds sin
tratamiento para apreciar la recuperacion de los efectos t6xicos, o su persistencia. El periodo de exposicién diario
serd de 6 horas. .

La sustancia estudiada se aplicar4 uniformemente sobre una zona que corresponda aproximadamente al 10 % de
la superficie corporal total. En caso de sustancias muy téxicas, la zona tratada puede ser inferior, pero se cubrird
con una capa lo m4s uniforme y delgada posible.

Durante la exposicién, la sustancia estudiada se mantiene en contacto con la piel con ayuda de un aposito de gasa
poroso y esparadrapo no irritante. Ademés, la zona tratada se cubrird de forma que se mantengan colocados el
apésito y la sustancia y se impida a los animales la ingestién de ésta. Cabe utilizar dispositivos de sujecién para
evitar la ingestién de la sustancia objeto de estudio, pero no se recomienda la inmovilizacién completa.

Al final del perfodo de exposicién, se eliminaré la sustancia restante, siempre que sea posible, por medio de agua o
algiin otro método apropiado de limpieza de la piel.

Es preciso observar a diario a todos los animales y registrar los signos de toxicidad, incluidos el momento de
comienzo, el grado y la duracién. Entre las observaciones que deben practicarse sobre los animales enjaulados
destacan las de modificaciones de la piel y el pelo, los ojos y las membranas mucosas, asi como de los sistemas
respiratorio, circulatorio, autonémico y nervioso central, la actividad somatomotriz y el comportamiento. Cada
semana, se determinarén el consumo de alimento y el peso de los animales. Son necesarias observaciones periddicas
de los animales para evitar en lo posible la pérdida de alguno por causa de canibalismo, autdlisjs de tejidos o
enjaulamiento erréneo. Al final del periodo de prueba, se realizala autopsia a todos los supervivientes de los grupos
de tratamiento no satélites. Los animales moribundos se retirardn y someteran a autopsia.

En todos los animales, incluidos los controles, se practican habitualmente los exdmenes siguientes:

a) Exploracién oftalmolégica con un oftalmoscopio o equipo apropiado equivalente, antes de administrar la
sustancia estudiada y al final del estudio, preferiblemente en todos los animales, pero por lo menos en los
grupos con dosis altas y de control. Si se apreciaran alteraciones oculares, se examinard a todos los
animales.
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b) Pruebas hematolégicas al final del periodo de estudio: hematocrito, concentracién de hemoglobina, recuento
eritrocitario, recuento y férmula leucocitarios, y determinacién de la coagulacién por pruebas como tiempo de
coagulaci6n, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina o recuento de plaquetas.

c) Determinaciones bioquimicas clinicas en la sangre al final del perfodo de prueba. Se consideran aspectos de
interés en todos los estudios el balance electrolitico, el metabolismo de hidratos de carbono y las funciones
hepéticas y renal. En la seleccién de las pruebas concretas influirdn las observaciones sobre el modo de accién
de la sustancia. Se sugiere la determinacién de los parametros siguientes: calcio, fésforo, cloruro, sodio,
potasio, glucosa en ayunas (con periodo de ayuno apropiado a cada especie), transaminasas glutamicopird-
vica (!) y gluamicooxaloacética (2) séricas, ornitindescarboxilasa, gammaglutamiltranspeptidasa, nitrégeno
ureico, albimina, creatinina plasmatica, bilirrubina total y proteinas séricas totales. Entre otras determina-
ciones que pueden ser necesarias para una evaluacién toxicolégica adecuada figuran los analisis de lipidos,
hormonas, equilibrio acidobsico, metahemoglobina y actividad de colinesterasa. Siempre que sea preciso, se
empleardn otras pruebas bioquimicas clinicas para ampliar la investigacién de los efectos observados.

d) El anilisis de orina no es necesario de forma sistematica, sino sélo en caso de efectos téxicos probables o
manifiestos.

Silos datos de referencia previos son insuficientes, habr4 que considerar la posible determinacién de los parametros
hematolégicosy de bioquimica clinica antes- de iniciar la administracién.

~Autopsia

Se practicar4 en todos los animales una autopsia completa que comprenda la inspeccién de la superficie externa del
cuerpo, todos sus orificios y las cavidades craneal, toracica y abdominal y sus contenidos. Higado, rifiones,
suprarrenales y testiculos deben pesarse frescos lo antes posible tras la diseccién, a fin de evitar la desecacién. Se
conservardn en un medio adecuado para un posible examen histopatolégico posterior los 6rganos y tejidos
siguientes: todas las lesiones macroscdpicas, el cerebro — incluidos cortes de bulbo/protuberancia —, corteza
cerebelosa y encefdlica, hipéfisis, tiroides/paratiroides, tejido timico, (traquea), pulmones, corazén, aorta,
(gldndulas salivales), higado, bazo, rifiones, suprarrenales, pancreas, goénadas, utero, 6rganos genitales
accesorios, vesicula biliar (si existe), eséfago, estémago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, recto, vejiga
urinaria, ganglio linfitico representativo, (glandula mamaria femenina), (musculatura del muslo), nervio
periférico, (ojos), (esternén con médula ésea), (fémur, incluida superficie articular), (médula espinal a tres niveles:
cervical, mesotoracico y lumbar) y (gléndulas lagrimales exorbitarias). Los tejidos que aparecen entre paréntesis
s6lo se examinarén si asi lo aconsejan los signos de toxicidad o afectacién del 6rgano efector. '

Examen histopatolégico

a) Se someterdn a un examen histopatolégico completo la piel normal y la tratada, y los 6rganos y tejidos de los
animales de los grupos de control y los de dosis maxima.

b) Se examinarén todas las lesiones macroscépicas.
¢) Se examinaran los 6rganos efectores de los animales de grupos con otras dosis.

d) Si se utilizan ratas, se someteran los pulmones de los animales integrantes de los grupos con dosis minimas e
intermedias a examen histopatolégico en busca de signos de infeccién, ya que esta medida permite una
evaluacién cémoda del estado de salud de los animales. Es posible que en los animales de estos grupos no sean
necesarios por sistema examenes histopatolégicos complementarios, pero siempre se llevarén a cabo en los
érganos de los del grupo con dosis maxima que presenten indicios de lesiones.

€) Cuando se utilice un grupo satélite, se practicar4 un examen histopatolégico de los tejidos y érganos que
presenten signos de toxicidad en los grupos tratados.

2. RESULTADOS

Los resultados se resumirdn en forma de tabla, y mostrarén para cada grupo de prueba el ntimero de animales al
comienzo del ensayo, el de los que presenten lesiones y el porcentaje de animales con cada tipo de lesién. Los
resultados se evaluardn por un método estadistico apropiado. Puede usarse cualquier método estadistico
reconocido.

(*) Conocida actualmente como alaninaminotransferasa sérica.
(2) Conocida actualmente como aspartatoaminotransferasa sérica.
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3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobfe el ensayo incluiré si fuera posible:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, alimentacién

— condiciones de la prueba

— dosis (incluido el vehiculo, si procede) y concentraciones

— datos de respuesta toxica en funcién del sexo y la dosis

— dosis carente de efectos, si es posible

— momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron a la experiencia
— descripcién de los efectos téxicos o de otro tipo

— momento de observacién de cada signo anémalo y evolucion de éste
— datos sobre alimentacién y peso

— hallazgos oftalmolégicos

— pruebas hematolégicas practicadas y sus resultados completos

— pruebas de bioquimica clinica empleadas y sus resultados completos (incluidos los del anélisis de orina, si
procede)

+ — hallazgos de autopsia
— descripcién detallada de los hallazgos histopatoldgicos
— tratamiento estadistico de los resultados, si es posible
— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2, Evaluacién e interpretacién

+ Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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TOXICIDAD SUBCRONICA POR INHALACION

ENSAYO DE 90 DIAS EN ROEDORES

1. METODO

1.1. Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2, Definiciones

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4, Principio del método

Se expone a diario, durante un perfodo de tiempo determinado, a varios grupos de animales de experimentacidn, a
concentraciones diferentes de la sustancia objeto de estudio, una concentracién por grupo, duranté un plazo de 90
dias. En los casos en que se emplea un vehiculo como ayuda para lograr una concentracién apropiada de la
sustancia ensayada en la atmosfera, se utilizard un grupo de control del vehiculo. Durante el periodo de
administracion, se observa diariamente a los animales en busca de signos de toxicidad. Los animales que mueran
durante la prueba se someterdn a autopsia, que se practicard también a los supervivientes al concluir el

estudio.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcién del método
Preparativos

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacién experimentales durante al menos
5 dias previos a la prueba. Antes de comenzarla, se distribuye al azar a los animales, j6venes y sanos, para formar
grupos de tratamiento y de control. En caso necesario, se afiadir4 a la sustancia estudiada un vehiculo adecuado
que ayude a lograr una concentraci6n apropiada de la sustancia en la atmésfera. Si se utilizaran un vehiculo u otros
aditivos para facilitar la administracion, deber4n saberse exentos de efectos téxicos. Si se juzga oportuno, pueden
emplearse datos publicados.

‘Condiciones del ensayo
Animales de experimentacién

Salvo indicacién en contrario, la especie preferible es la rata. Se utilizar4n animales jovenes y sanos de cepas de
laboratorio de uso habitual. Alprincipio del estudio, los pesos no diferirin en un porcentaje superior al + 20 % del
valor medio apropiado. Cuando se realice un estudio de inhalacién subcrénico previo a otro de indole crénica, se
utilizardn en ambos la misma especie y cepa.

Nimero y sexo

Se utilizardn al menos 20 animales (diez hembras y diez machos) para cada concentracién de exposicién. Las
hembras serdn nuliparas y no estar4n prefiadas. Si est4 previsto el sacrificio de algunos animales durante la prueba,
debe aumentarse su niimero en una cantidad igual a la de los que vayan a sacrificarse antes de terminar el estudio.
Ademis puede tratarse a un grupo satélite de 20 animales (diez de cada sexo) con la dosis mds alta durante 90 dias
para observar en ellos la reversibilidad, la persistencia o la aparicién tardfa de efectos toxicos durante 28 dias tras el
tratamiento.
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Concentracién de exposicion

Son necesarias al menos tres concentraciones, y un control o control del vehiculo (correspondiente a la
concentracién del vehiculo en el nivel-de exposicién méximo). Salvo por la omisién de la sustancia estudiada, los
animales del grupo de control recibir4n un trato idéntico al de los integrantes del grupo de prueba. La dosis més alta
debe originar efectos téxicos, pero producir pocos fallecimientos, o ninguno. Cuando se disponga de una -
estimacién valida de la exposicién humana, la dosis minima sera superior-a este valor. Lo ideal seria que la dosis
media produjera el efecto téxico minimo observable. Si se emplea més de una dosis-intermedia, la diferencia entre
dosis ser4 suficiente para que los efectos téxicos resultantes sean escalonados. En los grupos con dosis bajas e
intermedias, as{ como en los controles, la mortalidad debe ser baja, a fin de permitir una evaluacién significativa de
los resultados.

Periodo de exposicién

La exposicién diaria ser4 de 6 horas tras la obtencién de las concentraciones en la cdmara de exposicién. Cabe
utilizar otros periodos para satisfacer necesidades especiales.

Equipo

Los animales se someter4n al estudic en un dispositivo de inhalacién capaz de mantener un flujo de aire continuo de
al menos 12 renovaciones de aire a la hora, y de garantizar un contenido de oxigeno apropiado y una distribucién
uniforme del producto estudiado en el aire. Cuando se utilice una cAmara, deber4 ser de caracteristicas tales que
permita un hacinamiento minimo de los animales y su exposicién éptima a la sustancia objeto de ensayo. Como
norma general para garantizar la estabilidad de la atmésfera de la camara, el volumen total de los animales de
experimentacién no debe exceder del 5 % del volumen de la cAmara empleada. También cabe recurrir a sistemas
con exposicién oronasal, de la cabeza sola o de todo el cuerpo en cdmara individual; los dos primeros reducen la
penetracién por otras vias.

Periodo de observacién

Es preciso observar a diario a los animales de experimentacién en busca de signos de toxicidad. Hay que tomar
nota del momento del fallecimiento y de los de aparici6n y desaparicién de signos de toxicidad.

Procedimiento

Se expone a los animales diariamente a la sustancia estudiada, a razén de 5 6 7 dias a la semana, durante un periodo
de 90 dfas. Los animales de grupos satélites destinados a observaciones complementarias deben mantenerse 28 dias
mds sin tratamiento para apreciar la recuperaci6n de los efectos téxicos, o su persistencia. La temperatura a la que
se efecttia la prueba debe mantenerse, con variaciones de + 3° en 22° C. La humedad relativa ideal seria la
comprendida entre el 30 y el 70 %, pero en determinados casos (p. €j., pruebas con aerosoles) quizd no sea factible.
Durante la exposicién, se suprimiran el alimento y la bebida.

Se utilizar4 un sistema de inhalacién dindmico que disponga de un sistema apropiado de control analitico de la
concentracién. Se recomienda practicar un primer ensayo para determinar las concentraciones de exposicién
adecuadas. Se ajustari el flujo de aire de forma que se garanticen unas condiciones de exposicién homogéneas en
toda la cémara. El sistema permitird obtener condiciones de exposicién estables con la mayor rapidez
posible.

Se determinar4n o controlaran:
a) El flujo de aire (continuamente).

b) La concentracién real de la sustancia estudiada, medida en la zona de respiracién. Durante el periodo de
exposicién diaria, la concentracién no diferird en mas del + 15 % del valor medio. No obstante, cuando se
trate de polvos y aerosoles, quiz4 no sea posible esta precisién, y podra aceptarse una desviacién mayor. Se
mantendran durante la totalidad del estudio lo més constante posible las concentraciones diarias. Al ajustar el
sistema generador, se practicar4 un analisis granulométrico de las particulas, para determinar la estabilidad de
las concentraciones de aerosol. Durante la exposicién, se practicarén con la frecuencia necesaria anélisis para
determinar la estabilidad de la distribucién granulométrica.

¢) Temperatura y humedad.

d) Durante la exposicién y después de ella, se practican y registran sisteméticamente observaciones; se levaran
fichas individuales de cada animal. Es preciso observar a diario a todos los animales y registrar los signos de
toxicidad, incluidos el momento de comienzo, el grado y la duracién. Entre las observaciones deben figurar las
de modificaciones de la piel y el pelo, los ojos, las membranas mucosas, los sistemas respiratorio, circulatorioy
autondmico y nervioso central, la actividad somatomotriz y el comportamiento. Se determinarn cada semana
el consumo de alimento y el peso de los animales. Es necesaria una observacién periédica de los animales para
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evitar la pérdida de alguno de ellos por causas como canibalismo, autdlisis de tejidos o enjaulamiento erréneo.
Al final del periodo de prueba; se realiza la autopsia a todés los animales supervivientes..Los animales
moribundos deben retirarse y someterse a autopsia.

En todos los animales, incluidos los controles, se practican habitualmente los examenes siguientes:

a) Exploracién oftalmolégica con un oftalmoscopio o equipo apropiado-equivalente, antes de administrar la
sustancia estudiada y al final del estudio, preferiblemente en todos los animales, pero por lo menos en los
grupos con dosis. altas y de control. Si se apreciaran alteraciones oculares, se examinar4d a todos los
animales.

b)- Pruebas hematolégicas al final del periodo de estudio: hematocrito, concentracién de hemoglobina, recuento
eritrocitario, recuento y férmula leucocitarios, y determinacién de 1a coagulacién por pruebas como tiempo de
coagulacién, tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina o recuento de plaquetas.

c) Determinaciones bioquimicas clinicas en la sangre al final del periodo de prueba. Se consideran aspectos de
interés en todos los estudios el balance electrolitico, el metabolismo de hidratos de carbono y las funciones
hepdtica y renal. En la seleccién de las pruebas concretas influiran las observaciones sobre el modo de accién de
la sustancia. Se sugiere la determinacién de los parametros siguientes: calcio, fésforo, cloruro, sodio, potasio,
glucosa en ayunas (con periodo de ayuno apropiado a cada especie), transaminasas glutamicopirivica (1) y
glutamicooxaloacética (2) séricas, ornitindescarboxilasa, gammaglutamiltranspeptidasa, nitrégeno ureico,
albimina, creatinina plasmdtica, bilirrubina total y proteinas séricas totales. Entre otras determinaciones que
pueden ser necesarias para una evaluacion toxicolégica adecuada figuran los anlisis de lipidos; hormonas,

- equilibrio acidobdsico, metahemoglibina y actividad de colinesterasa. Siempre que sea preciso, se emplearan
otras pruebas bioquimicas clinicas para ampliar la investigacién de los efectos observados.

d) El anélisis de orina no es necesario de forma sistemética, sino sélo en caso de efectos téxicos probables o
manifiestos.

Silos datos de referencia previos son insuficientes, habré que considerar la posible determinacién de los parametros
hematolégicos y de bioquimica clinica antes de iniciar la administracién.

Autopsia

Se practicaré en todos los animales una autopsia completa que comprenda la inspeccién de la superficie externa del
cuerpo, todos sus orificios y las cavidades craneal, toracica y abdominal y sus contenidos. Higado, rifiones,
suprarrenales y testiculos deben pesarse frescos lo antes posible tras la diseccién, a fin de evitar la desecacién. Se
conservardn en un medio adecuado para un posible examen histopatolégico posterior los érganos y tejidos
siguientes: todas las lesiones macroscépicas, los pulmones — que se extirparén intactos, se pesardn y se trataran
con un fijador adecuado para garantizar el mantenimiento de su estructura (se considera método eficaz la perfusion
con el fijador) --, los tejidos nasofaringeos, el cerebro — incluidos cortes de bulbo/protuberancia —, corteza
cerebelosa y encefalica, pulmones, corazdn, aorta, glandulas salivales, higado, bazo, rifiones, suprarrenales,
péncreas, génadas; itero, (6rganos genitales accesorios), (piel), vesicula biliar (si existe), eséfago, estémago,
duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, recto, vejiga urinaria, ganglio linftico representativo (glandula mamaria
femenina), (musculatura del muslo), nervio periférico, (ojos), esternén con médula dsea, (fémur, incluida
superficie articular), y (médula espinal a tres niveles: cervical, mesotoracico y lumbar). Los tejidos que aparecen
entre paréntesis sélo se examinardn si asi lo aconsejan los signos de toxicidad o afectacién del 6rgano
efector.

Examen histopatolégico

a) Se sometardn a un examen histopatolégico completo el aparato respiratorio y otros érganos y tejidos de los
animales de los grupos de control y con la dosis méxima.

b) Se examinaran todas las lesiones macroscopicas.
c) Se examinaran los 6rganos efectores de los animales de grupos con otras dosis.

d) Se someteran también a examen histopatolégico los pulmones de los animales pertenecientes a los grupos con
dosis baja e intermedia, por constituir un medio conveniente de valoracién del estado de salud de los animales.
Es posible que en los animales de estos grupos no sean necesarios por sistema examenes histopatolégicos
complementarios, pero siempre se llevardn a cabo en los érganos de los del grupo con dosis maxima que
presenten indicios de lesiones.

€) Cuando se utilice un grupo satélite, se practicara un examen histopatolégico de los tejidos y 6rganos que
presenten signos de toxicidad en los grupos tratados.

(') Conocida actualmente como alaninaminotransferasa sérica.
(2) Conocida actualmente como aspartatoaminotransferasa sérica.
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3.1.

3.2.

RESULTADOS

Los resultados se resumiran en forma de tabla, y mostraran para cada grupo de prueba el nimero de animales al
comienzo del ensayo, el de los que presenten lesiones y el porcentaje de animales con cada tipo de lesién. Los
resultados se evaluardn por un método estadistico apropiado. Puede usarse cualquier métode estadistico
reconocido.

INFORME

Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluira, si fuera posible:
— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, alimentacién
— condiciones de la prueba:

Descripcién del dispositivo de exposicién, incluidos disefio, tipo, dimensiones, fuente de aire, sistema de
generacién de particulas y aerosoles, método de acondicionamiento de} aire, tratamiento del aire evacuado y,
cuando se emplee, método de alojamiento de los animales en la cdmara de prueba. Se describir4 el equipo
empleado para determinar la temperatura, la humedad y, en su caso, la estabilidad de las concentraciones de
aerosol o el tamafio de las particulas.

Datos de exposicién: Se presentaran en forma de tabla en la que figuren tanto los valores medios como una
medida de la variabilidad (p. €j., desviacién estandar), y comprenderan:

a) flujos de aire a través del dispositivo de inhalacién
b) temperatura y humedad del aire

c) concentraciones nominales (cantidad total de la sustancia estudiada introducida en el dispositivo de
inhalacién, dividida por el volumen de aire)

d) naturaleza del vehiculo, si se emplea
e) concentraciones reales en la zona de respiracion

f) dimensiones medias de las particulas (si procede)
— datos de respuesta toxica en funcién del sexo y la concentracion
— dosis carente de efectos, si es posible
— momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron a la experiencia
— descripcién de los efectos toxicos o de otro tipo
— momento de observacién de cada signo anémalo y evolucién de éste
— datos sobre alimentacion y peso

— hallazgos oftalmoldgicos

— pruebas hematolégicas practicadas y sus resultados completos

— pruebas de bioquimica clinica empleadas y sus resultados completos (incluidos los del analisis de orina, si
procede)

— hallazgos de autopsia

— descripcién detallada de los hallazgos histopatoldgicos
— tratamiento estadistico de los resultados, si es posible
— comentario de los resultados ,

— interpretacién de los resultados.

Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ESTUDIO DE TERATOGENICIDAD: ROEDORES Y NO ROEDORES

1. - METODO

1.1. Introduccién

Véase Introduccion general, Parte B.

1.2. Definiciones

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

Se administra la sustancia objeto de estudio, en dosis o concentraciones diferentes, al menos durante la parte de la
gestacion en que tiene lugar la organogénesis, a varios grupos de animales de experimentacién gravidos, a razén de
una dosis por grupo. Poco antes de la fecha de parto prevista, se sacrifica a la madre, se extrae el ttero y se examina
su contenido. Este método de prueba investiga la embriotoxicidad y la toxicidad fetal.

1.5, Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Hembras jévenes adultas y sanas virgenes, de edad y tamafio semejantes, se aclimatan a las condiciones del
laboratorio durante al menos $§ dias antes de la prueba. Posteriormente son apareadas con machos de fertilidad
comprobada, tras lo cual se distribuirén al azar para formar grupos de tratamiento y de control.

La sustancia estudiada se administra a diario a las hembras desde poco después de la implantacién y durante el
periodo de la organogénesis. Un difa antes del término, se extraen por histerectomia los fetos y se examinan en
busca de anomalias viscerales o esqueléticas, incluidos retraso del crecimiento, osificacion tardia y hemorragias
intestinales. :

Condiciones del ensayo
Animales de experimentacién

Las especies de uso habitual son la rata, el ratén, el hdmster y el conejo. Las preferidas son la rata y el conejo. Se
utilizardn cepas de laboratorio de uso habitual. La cepa no debe ser de fecundidad escasa, y se caracterizard por su
respuesta a los agentes teratdgenos. Se alojaré a los animales en jaulas individuales.

Numero y sexo

Son necesarias para cada dosis al menos 20 ratas, ratones o himsteres gravidas o 12 conejas gravidas. E! objetivo es
conseguirun niimero de camadas y crias suficiente para permitir una evaluacién del potencial teratégeno de la
sustancia.

Dosis

Deben emplearse al menos tres niveles posoldgicos y un control. Cuando se administre la sustancia estudiada en un
vehfculo, se utilizara también un grupo de control de éste. Si se emplea vehiculo, han de conocerse sus propiedades
toxicoldgicas; no deber4 ser teratégeno ni ejercer efectos sobre la reproduccién. Salvo por la omisién de la
sustancia estudiada, los animales del grupo o grupos de control recibiran un trato idéntico al de los integrantes del
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grupo de prueba. A menos que loimpidan la naturaleza fisica/ quimica o las propiedades biolégicas de la sustancia,
lo ideal serfa que la dosis m4s alta provocara cierta toxicidad materna manifiesta, en forma, por ejemplo, de una
leve pérdida de peso, pero no més de un 10 % de muertes maternas. La dosis m4s baja no generar4 efectos
observables atribuibles a la sustancia objeto de estudio. La o las dosis intermedias se situardn geométricamente
entre las mayores y las mds bajas.

Prueba de limite

Cuando se trate de sustancias de escasa toxicidad, si una dosis de al menos 1 000 mg/kg no produce indicios de
embriotoxicidad ‘o teratogénesis, pueden considerarse innecesarios los estudios con otras dosis.

Periodo de exposicién

Se consideraré dia 0 de la prueba aquél en que se observe la presencia de tapon vaginal, esperma o ambos (cuando
sea posible). El periodo de administracién abarcaré la etapa principal de la organogénesis, que serfan los dias
6-15 en la rata y el ratén, 6-14 en el hamster y 6-18 en el conejo. Si se toma por dia 0 el de la observacién del
apareamiento, o el de la inseminacién artificial, habré que afiadir 1di{a a los plazos indicados. Otra posibilidad es 1a
de ampliar el periodo de administracién hasta aproximadamente 1 dia antes de la fecha de parto prevista.

Periodo de observacién

Es preciso practicar una exploracién fisica detenida al menos una vez al dfa. Se efectuardn diariamente
observaciones complementarias, y se adoptar4n medidas para reducir al minimo la pérdida de animales del
estudio.

Procedimiento

La sustancia objeto de estudio se administra oralmente por alimentacién forzada. Deber4 darse aproximadamente
a la misma hora todos los dias.

Los animales hembras reciben diariamente la sustancia ensayada durante el perfodo de tratamiento apropiado. La
dosis puede basarse en el peso de las hembras al principio de la administracién de la sustancia; dado el rdpido
aumento de peso que experimentan durante la gestacién, también cabe la posibilidad de pesar a los animales
periédicamente para adaptar la dosis al ultimo peso obtenido. Se registrar4n, segun se observen, los signos de
toxicidad, incluidos el momento de comienzo, el grado y la duracién. Las hembras que muestren signos deabortoo
parto prematuro se sacrificardn y someterdn a un examen macroscépico completo. La observacién postratamiento
continuar4 hasta aproximadamente | dfa antes del término; el objetivo es cubrir la mayor parte del periodo de
gestaci6n, pero evitar complicar la interpretacién de los resultados como consecuencia de partos naturales. Entre
las observaciones realizadas deben figurar (aunque no de modo exclusivo) las de modificaciones de la piel y el pelo,
ojos y membranas mucosas, asi como de los sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso auténomo y central, la
actividad somatomotriz y el comportamiento. Cada semana, se determinar4n el consumo de alimento y el peso de
los animales.

Autopsia

En el momento de la muerte durante el estudio, o al final de él, se examinard macroscépicamente a la hembra en
busca de anomalfas estructurales o alteraciones patolégicas que puedan haber influido en la gestacién.
Inmediatamente después del fallecimiento, se extirpar4 el ttero, cuyo contenido se examinara para investigar las
muertes embrionarias o fetales y el niimero de fetos vivos. Suele ser posible calcular el momento de la muerte in
utero cuando se ha producido. En ratas y conejos es posible determinar el nimero de cuerpos luteos. Se
determinar4n el sexo y el peso de cada feto; con los datos recogidos, se calculara el peso fetal medio. Tras la
extraccion, se someter4 a cada feto a examen externo. En ratas, ratones y hémsteres, se preparardn y examinarn
en busca de anomalfas esqueléticas del 30 al 50 % de los animales de cada camada, en tanto que el resto de los
integrantes de las camadas se prepararan y examinardn mediante métodos apropiados en busca de anomalias de los
tejidos blandos. En el caso de los conejos, se examinard cada feto mediante diseccién cuidadosa en busca de
anomalias viscerales y, a continuacién, se comprobar4 si existen anomalias esqueléticas.

2. RESULTADOS

Los resultados se resumir4n en forma de tabla, y mostraran para cada grupo de prueba el nimero de animales al
comienzo del estudio, el de los gravidos, el nimero y porcentajes de los fetos vivos y los fetos con anomalfas
esqueléticas y de los tejidos blandos y su relacién con camadas especificas.

Los resultados se evaluardn por un método estadistico apropiado. Puede usarse cualquier método estadistico
reconocido. '
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3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluira, si fuera posible:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, alimentacién

— condiciones de la prueba

— dosis (incluido el vehiculo, si procede) y concentraciones

— datos de respuesta téxica en funcién de la dosis

— dosis carente de efectos (si es posible)

— momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron a la experiencia
— descripcién de los efectos téxicos o de otro tipo

— momento de observacién de cada signo anémalo y evolucién de éste

— datos sobre alimentacién y peso

— duracion de la gestacién y datos de la camada (incluidos datos publicados)

— datos fetales (vivos/muertos, sexo, defectos esqueléticos y de tejidos blandos)

— datos de la camada (vivos/muertos, sexo, defectos esqueléticos y de tejidos blandos de cada camada)

— tratamiento estadistico de los resultados ~
— comentario de los resultados

— interpretacion de los resultados.

3.2. Evaluacion e interpretacion

Véase Introduccion general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introducciéon general, Parte B.
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ENSAYO DE TOXICIDAD CRONICA
1. METODO

1.1. Introduccion

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

La sustancia objeto de estudio se administra normalmente siete dias a la semana, por una via apropiada, a varios
grupos de animales de experimentacion, a razén de una dosis por grupo, durante una parte importante de su
existencia. Durante la exposicién a la sustancia estudiada, y después de ella, se observa a diario a los animales para
apreciar posibles signos de toxicidad. i

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacion experimentales durante al menos
5 dias previos a la prueba. Antes de comenzarla, se distribuye al azar a los animales, que seran jovenes y sanos, para
formar grupos de tratamiento y de control.

Condiciones del ensayo
‘Animales de experimentacién

La especie preferida es la rata, aunque pueden utilizarse otras (de roedores o no roedores) basandose en los
resultados de estudios previos. Deben emplearse animales jévenes y sanos, de cepas de laboratorio de uso habitual,
y la administracion se iniciar4 lo antes posible tras el destete.

Al principio del estudio, el peso de los animales no debe diferir en un porcentaje supetior al + 20 % del valor
medio. Cuando se practique un estudio oral subcrénico previo a otro de indole crénica, se utilizaran en ambos las
mismas especie/raza y cepa.

Nuimero y sexo

En roedores, se utilizaran al menos 40 animales (20 hembras y 20 machos) para cada dosis y grupo de control
correspondiente. Las hembras seran nuliparas y no gravidas. Si est4 previsto el sacrificio de algunos animales
durante la prueba, debe aumentarse su nimero en una cantidad igual a la de los que vayan a sacrificarse antes de
terminar el estudio.

En no roedores, puede aceptarse un niimero menor de animales, aunque no inferior a cuatro por sexo y
grupo.

Dosis y frecuencia de exposicién

Se utilizaran al menos tres niveles posolégicos, ademas del grupo de control correspondiente. La dosis mas alta
debe originar signos definidos de toxicidad sin causar una mortalidad excesiva. La dosis m4s baja no debe provocar
indicio alguno de toxicidad.

La o las dosis intermedias se situar4n mas o menos en un punto medio entre la alta y la baja.
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En la seleccién de las dosis se tendran en cuenta datos de pruebas y estudios de toxicidad precedentes.

Normalmente, la exposicién sera diaria. Si se administra la sustancia quimica en el agua de bebida o mezclada con
el alimento, deber4 estar continuamente disponible.

Controles

Se utilizard un grupo de control idéntico en todos los aspectos a los tratados, salvo por la no exposicién a la
sustancia probada.

En circunstancias especiales, como las concurrentes en estudios de inhalacién con aerosoles o en caso de empleo de
un emulgente de actividad bioldgica no caracterizada en estudios orales, se utilizar4 también un grupo de control
negativo concurrente. Este grupo de control negativo se tratard de igual manera que los grupos de prueba, salvo en
que los animales no se expondran a la sustancia estudiada ni a ningtn vehiculo. -

Via de administracién

Las dos vias de administracién principales son la oral y la respiratoria (inhalacién). La eleccién de una de ellas
depender de las caracteristicas fisicas y quimicas de la sustancia estudiada y de la via probable de exposicién en
seres humanos.

El uso de la via dérmica plantea problemas practicos considerables. Normalmente, es posible deducir la toxicidad
crénica general debida a la absorcién percutdnea de los resultados de la prueba hecha por via oral y de la cantidad
de sustancia absorbida por via percutinea en pruebas de toxicidad percutdnea previas.

Estudios orales:

Cuando la sustancia estudiada se absorba en el aparato gastrointestinal, y si la ingestién es una via posible de
exposicién humana, se preferir4 la via oral de administracién, salvo si existen contraindicaciones. Los animales
pueden recibir la sustancia con la alimentacién, disuelta en el agua de bebida o por medio de c4psulas. Lo ideal seria
la administracién los siete dias de la semana, ya que con 5 dosis a la semana es posible una recuperacién o la
reduccion de la toxicidad en el periodo exento de dosis, con la consiguiente influencia en el resultado y la
evaluacion posterior. Sin embargo, y por motivos esencialmente practicos, se considera aceptable la administra-
cién S dias a la semana. )

Estudios de inhalacién:

Dado que los estudios de inhalacién plantean problemas técnicos de mayor complejidad que las demés vias de
administracién, ofrecemos aqui una orientacién més detallada sobre este modo de administracién. Hay que
sefialar también que la instilacién intratraqueal constituye un método valido en situaciones determinadas.

Las exposiciones prolongadas suelen adecuarse a las condiciones de exposicién humana proyectadas; asf, se
expone a los animales § dias a la semana (exposicién intermitente) durante 6 horas diarias tras equilibrado de las
concentraciones en la cdmara de prueba, o bien los 7 dias de la semana (exposicién permanente) con una
exposicién diaria de 22 a 24 horas, dedicando alrededor de una hora a la alimentacién de los animales (horario
regular) y el mantenimiento de la cimara. En ambos casos, los animales suelen exponerse a concentraciones fijasde
la sustancia objeto de estudio. Una diferencia importante entre la exposicién intermitente y la permanente es que
con la primera existe un periodo de 17 a 18 horas en que los animales pueden recuperarse de los efectos de cada
exposicién diaria, con un periodo de recuperacién atin mayor durante los fines de semana.

La elecci6n de la exposicion intermitente o permanente depender de los objetivos del estudio y de la exposicién
humana que pretenda simularse. No obstante, hay que tener en cuenta ciertas dificultades técnicas. Por ejemplo, es
posible que las ventajas de la exposicién permanente en la simulacién de condiciones ambientales queden
contrapesadas por la necesidad de suministrar alimento y bebida durante la exposicién, asf como por la necesidad
de técnicas de generaci6n de aerosoles y vapores, y de control, més complicadas (y fiables).

Cédmaras de exposicién

Los animales se someterén al estudio en un dispositivo de inhalacién capaz de mantener un flujo de aire continuo
de, al menos, 12 renovaciones de aire a la hora, y de garantizar un contenido de oxigeno apropiado y una
distribucién uniforme del producto estudiado en el aire. Las cimaras de control y de exposicién serén de
construccién y disefio idénticos para garantizar condiciones de exposicién comparables en todos los aspectos,
salvo en la exposicién a la sustancia probada. Por regla general, se mantiene una ligera presién negativa en el
interior de la cdmara para impedir el escape de la sustancia estudiada a la zona circundante. Se evitard el
hacinamiento de los animales en las cdmaras. Como norma general, para garantizar la estabilidad de la atmésfera
de la cdmara, el volumen total de los animales de experimentacién no debe exceder del § % del volumen de la
cdmara empleada.
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Se practicardn determinaciones o controles de:
(i) Flujo del aire: el flujo de aire en la cimara se controlar4 preferiblemente de modo constante.

(ii) Concentracién: durante el periodo diario de exposicién; la concentracién de la sustancia estudiada no diferira
en més del + 15 % del valor medio.

(iii) Temperatura y humedad: en roedores, la temperatura se mantendra 2 22° C (4 2° C), y la humedadenel -
interior de la cimara del orden del 30 al 70 %; salvo cuando se emplee agua para suspender la sustancia
estudiada en la atmésfera de la cdmara. Ambos factores se controlarin preferiblemente de modo
continuo. :

(iv) Andlisis-granulométrico de las particulas: en las atmdsferas de la cimara que exijan la utilizacién de aerosoles
liquidos o s6lidos, se determinara la distribucion de las particulas por tamaiios. Las particulas de los aerosoles
serdn de un tamafio respirable para el animal de experimentacién utilizado.-Se recogerdn muestras de las
atmésferas de la cimara en la zonia de respiracién de 10s animales. La muestra de aire estara acorde con la
distribucién de }as particulas a las que se exponga a los animales y ser4 representativa, sobre una base -
gravimétrica, de la totalidad del aerosol en suspensién, incluso aunque gran parte de éste no sea
respirable. ’

Los anélisis granulométricos se efectuaran con frecuencia durante la adaptacion del sistema generador para
garantizar la estabilidad del aerosol, y con posterioridad, cuando se consideren necesarios para determinar
debidamente la constancia de la distribucién de las particulas a que se expone a los animales.

Duracién del estudio

La duracién del periodo de administracién sera de, al menos, doce meses.

Procedimiento
Observaciones

Se realizard, al menos una vez al dia, una exploraci6n clinica detenida. Se practicaran diariamente observaciones
complementarias, y se adoptaran medidas apropiadas para reducir al mfnimo las pérdidas de animales del estudio,
en forma, por ejemplo, de auptosia o refrigeracién de los animales encontrados muertos, y de aislamiento o
sacrificio de los débiles o moribundos. Son necesarias observaciones detenidas para apreciar el comienzo y la
evolucién de efectos téxicos, asi como para reducir las pérdidas de animales por enfermedad, autdlisis o
canibalismo.

Se anotar4n para todos los animales los signos clinicos, incluidas tanto las alteraciones neuroldgicas y oculares
como la mortalidad. Se registraran el momento de comienzo y la evolucién de los procesos toxicos, incluidos los
presuntos tumores.

Se determinar4 y anotar4 el peso de cada animal una vez a la semana durante las 13 primeras del periodo de prueba,
y al menos una vez cada 4 semanas con posterioridad. Se determinar la ingestién de alimento cada semana durante
las 13 primeras del estudio, y luego a intervalos aproximadamente trimestrales, salvo que el estado de salud o las
modificaciones del peso aconsejen otra actitud.

Examen hematolégico

Se realizar4 un examen hematolégico (p. €j., contenido de hemoglobina, hemarocrito, recuentos de hematies y
leucocitos, plaquetas u otras medidas de la capacidad de coagulacién) a los tres y a los seis meses, y después con
intervalos aproximados de seis y, al final, sobre muestras de sangre recogidas de todos los no roedores y de
10 ratas/sexo de todos los grupos. A ser posible, las muestras procederan de las mismas ratas en cada intervalo.
Ademis, a los no roedores se les extraer4 una muestra antes de la prueba.

Si las observaciones clinicas indican un menoscabo de la salud de los animales durante el estudio, se practicard un
recuento con foérmula leucocitaria de los animales afectados.

Se averiguar4 la férmula leucocitaria en muestras de los animales del grupo con dosis méxima y de los controles.
Sélo se determinar4 en los grupos con dosis menores si se aprecia una discrepancia importante entre el grupo con
dosis maxima y los controles, o si lo aconsejan los hallazgos patoldgicos.

Anilisis de orina

Se recogeran para su andlisis muestras de orina de todos los animales no roedores y de 10 ratas/sexo de todos los
grupos, a ser posible de las mismas ratas que sirvan para el examen hematolégico y respetando intervalos idénticos.
Se realizar4n las determinaciones siguientes en animales individuales, o en una muestra acumulada/sexo/grupo en
el caso de los roedores: '

— aspecto: volumen y densidad en cada animal
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— proteinas, glucosa, cetonas, sangre oculta (semicuantitativamente)

— microscopia del sedimento (semicuantitativamente).

Quimica clinica

Con intervalos aproximados de 6 meses y a la conclusidn, se extraen muestras de sangre para determinaciones de
quimica clinica de todos los no roedores y de 10 ratas/ sexo de todos los grupos, a ser posible de las mismasratasen
cada intervalo. Ademas, se recoger4 en todos los no roedores una muestra previa a la prueba. Se prepara plasma a
partir de estas muestras, y se realizan las determinaciones siguientes:

— concentracién de proteinas totales
— concentracién de albimina

— pruebas de funcién hepética (como actividad de fosfatasa alcalina, transaminasa glutamicopirtvica (¥) y
transaminasa glutamicooxaloacética (2), gammaglutamiltranspeptidasa, ornitindescarboxilasa

— metabolismo de carbohidratos, como glucemia en ayunas

— pruebas de funcién renal, como nitrégeno ureico en sangre.

Autopsia

Se practicara una autopsia completa en todos los animales, incluidos los fallecidos durante el experimento o
sacrificados al encontrarse moribundos. Antes del sacrificio, se recogeran de todos los animales muestras de sangre
para la realizacién de recuentos sanguineos con férmula leucocitaria. Se conservardn todas las lesiones
macroscopicas visibles, asi como los tumores o lesiones que se sospeche son tumores. Se intentaran relacionar las
observaciones macroscépicas con los hallazgos microscépicos.

Se conservaran para examen histopatolégico todos los 6rganos y tejidos, habitualmente los siguientes: cerebro (3)
(bulbo/protuberancia, corteza cerebelosa y encefalica), hipéfisis, tiroides, (incluidas paratiroides), timo,
pulmones (incluida trdquea), corazén, aorta, glandulas salivales, higado (3), bazo, rifiones (3), suprarrenales (3),
esofago, estémago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, recto, utero, vejiga urinaria, ganglios linfaticos,
pancreas, génadas (3), 6rganos genitales accesorios, glandula mamaria femenina, piel, musculatura del muslo,
nervio periférico, médula espinal (cervical, dorsal, lumbar), esternén con médula ésea y fémur (incluida
articulacion) y ojos. El inflado de pulmones y vejiga urinaria con un fijador es el medio éptimo de conservacién de
estos tejidos; por otro lado, el inflado de los pulmones es esencial en los estudios de inhalacién para efectuar un
examen histopatolégico apropiado. En estudios especiales, como los de inhalacién, se examinar4 la totalidad del
aparato respiratorio, incluidas nariz, faringe y laringe.

Si se realizan otros exdmenes clinicos, la informacién con ellos obtenida deber4 estar disponible antes del examen
microscopico, ya que puede suponer una orientacién importante para el anatomopatélogo.

Examen histopatolégico

Se examinardn al microscopio todas las alteraciones visibles, y en particular los tumores y demas lesiones
aparecidas en cualquier 6rgano. Se recomiendan ademas los procedimientos siguientes:

a) Examen microscépico de todos los érganos y tejidos conservados, con descripcién completa de todas las
lesiones encontradas en:

1. los animales muertos o sacrificados durante el estudio, y

2. los animales del grupo con dosis m4xima y controles.

b) Seexaminardn también los 6rganos o tejidos de animales con dosis minima que muestren anomalias causadas
de forma indudable o posible por la sustancia objeto de estudio.

¢) Cuando el resultado de la prueba indique una reduccién sustancial del periodo vital de los animales o la
inducci6n de efectos capaces de influir en la respuesta téxica, se sometera al examen citado en el parrafo
anterior a los animales tratados con la dosis inmediatamente inferior.

d) Esindispensable disponer de informaci6n sobre la incidencia de las lesiones que afectan normalmente a la cepa
de animales en condiciones iguales a las de la prueba (es decir, datos de control publicados) para evaluar
correctamente el significado de las modificaciones observadas en los animales tratados.

(') Conocida actualmente como alanimaminotransferasa.

(2) Conocida actualmente como aspartatoaminotransferasa.

(*) Estos érganos, de diez animales por sexo y grupo en los roedores y de todos los no roedores, se pesaran, lo mismo que la tiroides (con las
paratiroides) de todos los roedores.
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2. RESULTADOS

Los resultados se resumir4n en forma de tabla y mostraran, para cada grupo de prueba, el niimero de animales al
comienzo del ensayo, el de los que presenten lesiones y el porcentaje de animales con cada tipo de lesién. Los
resultados se evaluardn por un método estadistico apropiado. Puede usarse cualquier método estadistico

reconocido.
3. INFORME
3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluira, si fuera posible:
— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, alimentacién
— condiciones de la prueba:

Descripcién del dispositivo de exposicidn, incluidos disefio, tipo, dimensiones, fuente de aire, sistema de
generacién de particulas y aerosoles, método de acondicionamiento del aire, tratamiento del aire evacuadoy,
cuando se emplee, método de alojamiento de los animales en la cdmara de prueba. Se describird el equipo
empleado para determinar la temperatura, la humedad y, en su caso, la estabilidad de las concentraciones de
aerosol o el tamaiio de las particulas.

Datos de exposicién: Se presentardn en forma de tabla en la que figuren tanto los valores medios como una
medida de la variabilidad (p. ej., desviacién estandar), y comprenderin:

a) flujos de aire a través del dispositivo de inhalacién
b) temperatura y humedad del aire

' ¢) concentraciones nominales (cantidad total de la sustancia estudiada introducida en el dispositivo de
inhalacién, dividida por el volumen de aire)

d) naturaleza del vehiculo, si se emplea
e) concentraciones reales en la zona de respiracién

f) dimensiones medias de las particulas (si procede)
— dosis (incluido €l vehiculo, si se emplea) y concentraciones
— datos de respuesta téxica en funcién del sexo y la dosis
— dosis carente de efectos
— momento de la muerte durante el estudio, o indicacion de que los animales sobrevivieron a la experiencia
— descripcién de los efectos toxicos o de otro tipo
— momento de observacién de cada signo anémalo y evolucién de éste
— datos sobre alimentacién y peso
— hallazgos oftalmolégicos
— pruebas hematoldgicas practicadas y sus fesultados completos

— pruebas de bioquimica clinica empleadas y sus resultados completos (incluidos los del andlisis de orina, si
procede)

— hallazgos de autopsia

— descripcién detallada de los hallazgos histopatolégicos
— tratamiento estadistico de los resultados, si es posible
— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2. Evaluacion e interpretacion

Véase Introduccion general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B,
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ENSAYO DE CARCINOGENESIS

1. METODO

1.1, Introduccién

Véase Introduccion general, Parte B.

1.2. Definiciones.

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

La sustancia objeto de estudio se administra normalmente siete dias a la semana, por una via apropiada, a varios
grupos de animales de experimentacion, a razén de una dosis por grupo, durante una parte importante de su
existencia. Durante la exposicién a la sustancia estudiada, y después de ella, se observa a diario a los animales para
apreciar posibles signos de toxicidad, y en particular la aparicién de tumores.

1.5. Ciriterios cualitativos
Ninguno.
1.6. Descripcién del método

Preparativos

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacién experimentales durante al menos cinco
dias previos a la prueba. Antes de comenzarla, se distribuye al azar a los animales, que sern j6venes y sanos, para
formar grupos de tratamiento y de control.

Animales de experimentacidn

La especie preferida es la rata, aunque pueden utilizarse otras (de roedores y no roedores) basindose en los
resultados de estudios previos. Deben emplearse animales jévenes y sanos de cepas de laboratorio de uso habitual,
y la administracién se iniciara lo antes posible tras el destete.

Al principio del estudio, el peso de los animales no debe diferir en un porcentaje superior al + 20% del valor
medio. Cuando se practique un estudio oral subcrénico previo a otro de indole crénica, se utilizar4n en ambos las
mismas especie/raza y cepa.

Nimero y sexo

En roedores, se utilizar4n al menos 100 animales (50 hembras y 50 machos) para cada dosis y grupo de control
correspondiente. Las hembras serdn nuliparas y no gravidas. Si est4 previsto el sacrificio de algunos animales
durante la prueba, debe aumentarse su nimero en una cantidad igual a la de los que vayan a sacrificarse antes de
terminar el estudio. :

Dosis y frecuencia de exposicién

Se utilizardn al menos tres niveles posoldgicos, ademds del grupo de control correspondiente. La dosis m4s alta
debe originar signos de toxicidad minimos, como una leve disminucién de la ganancia de peso corporal (inferior al
10%), sin alterar de manera notable la duracién normal de la existencia a causa de efectos distintos de
tumores.

La dosis més baja no debe alterar el crecimiento, el desarrollo ni la longevidad normales del animal, ni generar
indicio alguno de toxicidad. En general, no ser4 inferior al 10% de la dosis alta.
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La o las dosis intermedias se 'situarén més o menos en un punto medio entre la alta y la baja.
En la seleccién de las dosis se tendrdn en cuenta datos de pruebas y estudios de toxicidad precedentes.

Normalmente, la exposicién ser diaria. Si se administra la sustancia quimica en el agua de bebida o mezclada con
el alimento, debera estar continuamente disponible. .

Controles

Se utilizar4 un grupo de control idéntico en todos los aspectos a los tratados, salvo por la no exposicién a la
sustancia probada.

En circunstancias especiales, como las concurrentes en estudios de inhalacién con aerosoles o en caso de empleo de
un emulgente de actividad biolégica no caracterizada en estudios orales, se utilizard otro grupo de control que no se
expondri al vehiculo.

Via de administracidén

Las tres vias de administracion principales son la oral, la dérmica y la respiratoria (inhalaci6n). La eleccion de una
de ellas depender4 de las caracteristicas fisicas y quimicas de la sustancia estudiada y de la via probable de
exposicién en seres humanos.

Estudios orales

Cuando la sustancia estudiada se absorba en el aparato gastrointestinal, y si la ingestién es una via posible de
exposicién humana, se preferir4 la via oral de administraci6n, salvo si existen contraindicaciones. Los animales
pueden recibir la sustancia con la alimentacién, disuelta en el agua de bebida o por medio de cépsulas.

Lo ideal seria la administracién los siete dfas de la semana, ya que con 5 dosis semanales es posible una
recuperacién o la reduccién de la toxicidad en el periodo exento de dosis, con la consiguiente influencia en el
resultado y la evaluacién posterior. Sin embargo, y por motivos esencialmente practicos, se considera aceptable la
administracién 5 dias a la semana.

Estudios dérmicos

Es posible optar por la exposicién cutinea mediante aplicacién sobre la piel con un pincel para simular una via
importante de exposicién del ser humano, asi como modo de sistema modelo para la induccién de lesiones
cutdneas.

Estudios de inhalacién

Dado que los estudios de inhalacién plantean problemas técnicos de mayor complejidad que las demds vias de
administracién, ofrecemos aqui una orientacién mas detallada sobre este modo de administracién. Hay que
sefialar también que la instilacién intratraqueal constituye un método vélido en situaciones determinadas.

Las exposiciones prolongadas suelen adecuarse a las condiciones de exposicion humana proyectadas; asi, se
expone a los animales cinco dfas a la semana (exposicion intermitente) durante 6 horas diarias tras equilibrado de
las concentraciones en la cimara de prueba, o bien los siete dias de la semana (exposicién permanente) a una
exposicién diaria de 22 a 24 horas, dedicando alrededor de una hora a la alimentacién de los animales (horario
regular) y el mantenimiento de la cimara. En ambos casos, los animales suelen exponerse a concentraciones fijas de
las sustancia objeto de estudio.

Unia diferencia es que con la primera existe un perfodo de 17 a 18 horas en que los animales pueden recuperarse de
los efectos de cada exposicién diaria; con un periodo de recuperacién atin mayor durante los fines de
semana.

La eleccién de la exposicién intermitente o permanente dependerd de los objetivos del estudio y de la exposicién
humana que pretenda simularse. No obstante, hay que tener en cuenta ciertas dificultades técnicas. Por ejemplo, es
posible que las ventajas de la exposicién permanente en la simulacién de condiciones ambientales queden
contrapesadas por la necesidad de suministrar alimento y bebida durante la exposicién, as{ como por la necesidad
de técnicas de generacién de aerosoles y vapores, y de técnicas de control mas complicadas (y fiables).

Camaras de exposicién:

Los animales se someteran al estudio en un dispositivo de inhalacién capaz de mantener un flujo de aire continuo de
al menos 12 renovaciones de aire a la hora, y de garantizar un contenido de oxigeno apropiado y una distribucién
uniforme del producto estudiado en el aire. Las cdmaras de control y de exposicién seran de construccién y disefio
idénticos para garantizar condiciones de exposicién comparables en todos los aspectos, salvo en la exposicién a la
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sustancia probada. Por regla general, se mantiene una ligera presion negativa en el interior de la cAmara para
impedir el escape de la sustancia estudiada a la zona circundante. Se evitara el hacinamiento de los animales en las
cidmaras. Como norma general, para garantizar le estabilidad de la atmésfera de la cAmara, el volumen total de los
animales de experimentacién no debe exceder del 5% del volumen de la c4mara empleada.

Sé practicaran determinaciones o controles de:
(i)  Flujo de aire: el flujo de aire en la cdmara se controlar4 preferiblemente de modo constante.

(i) Concentracion: durante el periodo diario de exposicién, la concentracién de la sustancia estudiada no diferird
en més del + 15% del valor medio. Durante todo el estudio, las concentraciones se mantendrén lo mas
constantes posible de un dia a otro.

(iii) Temperatura y humedad: en roedores, la temperatura se mantendrd a 22° C (4 2° C), y la humedad en el
interior de la cdmara del orden del 30 al 70%, salvo cuando se emplee agua para suspender la sustancia
estudiada en la atmésfera de la cdmara. Ambos factores se controlarin preferiblemente de modo
continuo.

(iv) Analisis granulométrico de las particulas: en las atmésferas de la c4mara que exijan la utilizacién de aerosoles
liquidos o sélidos, se determinaré la distribucién de las particulas por tamafios. Las particulas de los aerosoles
serdn de un tamaiio respirable para el animal de experimentacién utilizado. Se recogeran muestras de las
atmdsferas de la cdmara en la zona de respiracién de los animales. La muestra de aire estar4 acorde con la
distribucién de las particulas a las que se exponga a los animales y ser4 representativa, sobre una base
gravimétrica, de la totalidad del aerosol en suspensién, incluso aunque gran parte de él no sea respirable. Los
andlisis granulométricos se efectuardn con frecuencia durante la adaptacién del sistema generador para

_garantizar la estabilidad del aerosol, y con posterioridad cuando se consideren necesarios para determinar
debidamente la constancia de la distribucién de las particulas a que se expone a los animales.

Duracidén del estudio

Una prueba de carcinogénesis debe abarcar la mayor parte del periodo de existencia de los animales a ella
sometidos: 18 meses en ratones y hdmsteres y 24 meses en ratas; sin embargo, en determinadas cepas de animales
de mayor longevidad o indice de tumoracién espontanea bajo, se prolongar4 hasta 24 meses en ratones y hdmsteres
y hasta 30 en ratas. También es posible dar por concluido un estudio ampliado cuando el niimero de supervivientes
en el grupo con dosis mds baja o de control alcance el 25 %. Cuando en una prueba se observen respuestas
aparentemente diferentes en cada sexo, se les estudiara por separado. Si sélo fallecieran prematuramente los
animales del grupo con dosis alta, por causas evidentes de toxicidad, no es obligada la conclusién del estudio,
siempre y cuando las manifestaciones téxicas no provoquen problemas en los demas grupos. Para considerar
aceptable una prueba negativa, es preciso que no s¢ pierda m4s del 10% de los animales de cualquier grupo por
causa de aut6lisis, canibalismo o problemas de organizacién, y que la supervivencia en todos los grupos no sea
inferior al 50 %, en ratones y hamsteres a los 18 meses y a los 24 en ratas.

Procedimiento
Observaciones

Las observaciones diarias de los animales en sus jaulas deben incluir los cambios en la piel y el pelo, los ojos y las
membranas mucosas, asi como en los sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso auténomo y central, la actividad
somatomotriz y el comportamiento.

Son necesarias observaciones periédicas de los animales para evitar en lo posible la pérdida de alguno de ellos por
causa de canibalismo, autélisis de tejidos o enjaulamiento erréneo. Los animales moribundos se retirardn y
someterdn a autopsia.

Se registrar4n los signos clinicos y la mortalidad para todos los animales. Ha de prestarse una atencién especial a la
tumorogénesis; se registraran el momento de aparicién y lalocalizacién, dimensiones, aspecto y progresién de todo
tumor visible macroscépica o palpablemente.

Se determinar4 el consumo de alimento (y el de agua cuando se administre en ella la sustancia estudiada)
semanalmente durante las 13 primeras semanas del estudio, y luego a intervalos aproximadamente trimestrales,
salvo si aconsejaran otra cosa el estado de salud o las alteraciones del peso corporal.

Se determinard y anotari el peso de cada animal una vez a la semana durante las 13 primeras del periodo de prueba,
y al menos una vez cada 4 semanas con posterioridad.
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Exdmenes clinicos
Hematologia

Si las observaciones indicaran un menoscabo de la salud de los animales durante el estudio, se determinar4 la
férmula leucocitaria de los animales afectados.

Alos 12 y 18 meses y antes del sacrificio, se obtiene de los animales un frotis sanguineo. Se determinar4 la férmula
leucocitaria en muestras de los animales de los grupos con dosis maxima y de control. Si estos datos, especialmente
los obtenidos antes del sacrificio, o los obtenidos del examen histopatolégico asi lo aconsejan, se determinardn
también las férmulas leucocitarias en el grupo o grupos inmediatamente inferiores.

Autopsia

-
Se practicara una autopsia completa en todos los animales, incluidos los fallecidos durante el experimento o
sacrificados al encontrarse moribundos. Se conservaran todos los tumores o lesiones macroscépicas visibles, asi
como las lesiones que se sospeche son tumores.

Se conservardn en medios adecuados para un posible examen histopatolégico los érganos y tejidos siguientes:
cerebro (bulbo/ protuberancia, corteza cerebelosa y encefalica), hipdfisis, tiroides, paratiroides, timo, pulmones y
tréquea, corazén, aorta, glandulas salivares, higado, bazo, rifiones, suprarrenales, pancreas, génadas, ttero,
érganos genitales secundarios, piel, eséfago, estémago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, recto, vejiga
urinaria, ganglio infitico representativo, glindula mamaria femenina, musculatura del muslo, nervio periférico,
médula espinal (cervical, dorsal, lumbar), esternén con médula 6sea, fémur (incluida articulacién) y ojos.

Elinflado de pulmones y vejiga urinaria con un fijador es el medio 6ptimo de conservacién de estos tejidos; por otro
lado, el inflado de los pulmones es esencial en los estudios de inhalacién para efectuar un examen histopatolégico
apropiado. En estudios especiales, como los de inhalacién, se estudiard la totalidad del aparato respiratorio,
incluidas nariz, faringe y laringe.

Examen histopatolégico

a) Se realizara un examen histopatolégico completo de los 6rganos y tejidos de todos los animales fallecidos o
sacrificados durante la prueba, y de los miembros de los grupos de control y con la dosis maxima.

b) Se examinar4n al microscopio en todos los grupos todos los tumores macroscépicos visibles o las lesiones que
se sospeche son tumores.

¢) Siexiste una diferencia significativa en la incidencia de lesiones neoplasicas entre el grupo con dosis maximay el
de control, se practicaré un examen histopatolégico sobre el érgano o tejido de que se trate en los demads
grupos. :

d) Si la supervivencia del grupo con dosis m4xima es notablemente inferior a la observada en el de control, se
examinar4 detenidamente el grupo con dosis inmediatamente inferior.

c) Sise apreciaran en el grupo con dosis m4xima indicios de la induccién de efectos téxicos o de otro tipo capaces
de influir en una respuesta neoplasica se examinard detenidamente el grupo con dosis immediatamente
inferior.

2. RESULTADOS
Los resultados se resumiran en forma de tabla, y mostrardn para cada grupo de prueba el nimero de animales al
comienzo. del ensayo, el de los que han mostrado tumores apreciables durante el mismo, el momento del

descubrimiento y el nimero de animiles en que se encontraron tumores después del sacrificio. Los resultados se
evaluaran por un método estadistico apropiado. Puede usarse cualquier método estadistico reconocido.

3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluira, si fuera posible:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, alimentacion
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— condiciones de la prueba:

Descripcion del dispositivo de exposicién, incluidos disefio, tipo, dimensiones, fuente de aire, 'sistema de
generaci6n de particulas y aerosoles, método de acondicionamiento del aire, tratamiento del aire evacuado Y,
cuando se emplee, método de alojamiento de los animales en la cdmara de prueba. Se describir4 el equipo
empleado para determinar la temperatura, la humedad y, en su caso, la estabilidad de las concentraciones de
aerosol o el tamaiio de las particulas.

Datos de exposicidn:
Se presentardn en forma de tabla en la que figuren tanto los valores medios como una medida de la varibilidad
(p. €j., desviacién esténdar), y comprenderan:

a) flujos de aire a través del dispositivo de inhalacién

)
)

o

temperatura y humedad del aire

c) concentraciones nominales (cantidad total de la sustancia estudiada introducida en el dispositivo de
inhalacién, dividida por el volumen de aire)

d) naturaleza del vehiculo, si se emplea
e) concentraciones reales en la zona de respiracién

f) dimensiones medias de las particulas (si procede)
— dosis (incluido el vehiculo, si se emplea) y concentraciones
— dato; de la incidencia de tumores en funcién del sexo, la dosis y el tipo tumoral
— momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron a la experiencia
— datos de respuesta tdxica en funcién del sexo y la dosis
— descripcion de los efectos téxicos o de otro tipo
— momento de observacién de cada signo anémalo y evolucién de éste
— datos sobre alimentacién y peso
— pruebas hematoldgicas practicadas y sus resultados completos
— hallazgos de autopsia
— descripcion detallada de los hallazgos histopatolégicos
— tratamiento estadistico de los resultados, con descripcién de los métodos empleados
— comentario de los resultados

— interpretacion de los resultados.

3.2, Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

4, REFERENCIAS

Véasa Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO COMBINADO DE TOXICIDAD CRONICA Y CARCINOGENESIS

1. METODO

1.1. Introduccion

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

El objetivo de una prueba combinada de toxicidad crénica y carcinogénesis es determinar los efectos crénicos y
cancerigenos de una sustancia en una especie de mamifero tras exposicién prolongada.

A este fin, se completa una prueba de carcinogénesis con un grupo satélite tratado y otro de control, por lo menos.
La dosis empleada para el grupo satélite con dosis maxima puede ser superior a la utilizada para idéntico grupo en
la prueba de carcinogénesis. Los animales de la prueba de carcinogénesis se examinan tanto en busca de signos de
toxicidad general como de una respuesta cancerigena. Los animales del grupo satélite tratado se examinan en busca
de signos de toxicidad general.

La sustancia objeto de estudio se administra normalemente siete dias a la semana, por una via apropiada, a varios
grupos de animales de experimentaci6n, a razén de una dosis por grupo, durante una parte importante de su
existencia. Durante la exposicién a la sustancia estudiada, y después de ella, se observa a diario a los animales para
apreciar posibles signos de toxicidad.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.
“1.6. Descripcion del método

Se mantiene a los animales en las condiciones de alojamiento y alimentacién experimentales durante al menos $
dias previos a la prueba. Antes de comenzarla, se distribuye al azar a los animales, que serdn jévenes y sanos, para
formar grupos de tratamiento y de control.

Animales de experimentacién

La especie preferida es la rata, aunque pueden utilizarse otras (roedores o no roedores) baséndose en los resultados
de estudios previos. Deben emplearse animales jévenes y sanos de cepas de laboratorio de uso habitual, y la
administracién se iniciard lo antes posible tras el destete.

Al principio del estudio, el peso de los animales no debe diferir en un porcentaje superior al + 20% del valor
medio. Cuando se practique un estudio oral subcrénico previo a otro de indole crénica, se utilizardn en ambos las
mismas especie/raza y cepa. '

Numero y sexo

En roedores, se utilizaran al menos 100 animales (50 hembras y 50 machos) para cada dosis y grupo de control
correspondiente. Las hembras seran nuliparas y no grdvidas. Si esta previsto el sacrificio de algunos animales
durante la prueba, debe aumentarse su niimero en una cantidad igual a la de los que vayan a sacrificarse antes de
terminar el estudio.

El grupo o grupos satélites tratados para la evaluacién de alteraciones patolégicas distintas de los tumores
contendran 20 animales de cada sexo, en tanto que el grupo de control satélite constara de 10 animales de cada
sexo.
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Dosis y frecuencia de exposicién

Para el estudio de la carcinogénesis se utilizarn al menos tres niveles posolégicos, ademas del grupo de control
correspondiente. La dosis mas alta debe originar signos de toxicidad minima, como una disminucién en la
ganancia de peso corporal (inferior al 10 %), sin alterar en medida notable 14 duracién normal de la existencia por
causa de efectos distintos de tumores.

La dosis més baja no debe alterar el crecimiento, el desarrollo ni la longevidad normales del animal, ni generar
indicio alguno de toxicidad. En general, no ser4 inferior al 10% de la dosis maxima. .

La o las dosis intermedias se situardn mas o menos en un punto medio entre la alta y la baja.
En la seleccién de las dosis se tendrén en cuenta datos de pruebas y estudios de toxicidad precedentes.

Para estudiar la toxicidad crénica, se incluirdn en la prueba grupos tratados adicionales y un grupo satélite de
control correspondiente. La dosis maxima de los animales satélites tratados producira signos definidos de
toxicidad.

Normalmente, la frecuencia de exposicién ser4 diaria. Si se administra la sustancia quimica en el agua de bebida o
mezclada con el alimento, debera estar continuamente disponible.

Controles

Se utilizara un grupo de control idéntico en todos los aspectos a los tratados, salvo por la no exposicién a la
sustancia probada.

En circunstancias especiales, como las concurrentes en estudios de inhalacién con aerosoles o en caso de empleo de
un emulgente de actividad biol6gica no caracterizada en estudios orales, se utilizara también un grupo de control
negativo concurrente. Este grupo de control negativo se tratard de igual manera que los grupos de prueba, salvo en
que los animales no se expondran a la sustancia estudiada ni a ningtin vehiculo.

Via de administracién

Las tres vias de administracién principales son la oral, la dérmica y la respiratoria (inhalacién). La eleccién de una
de ellas dependeré de las caracteristicas fisicas y quimicas de la sustancia estudiada y de la via probable de
exposicién en seres humanos.

Estudios orales

Cuando la sustancia estudiada se absorba en el aparato gastrointestinal, se preferir la via oral de administracién.
Los animales pueden recibir la sustancia con la alimentacién, disuelta en el agua de bebida o por medio de
cépsulas. . -

Lo ideal seria la administracién los siete dias de la semana, ya que con § dosis a la semana es posible una
recuperacién o la reduccién de la toxicidad en el periodo exento de dosis, con la consiguiente influencia en el
resultado y la-evaluacién posterior. Sin embargo, y por motivos esencialmente pricticos, se considera aceptable la
administracién § dias a la semana.

Estudios dérmicos

Es posible optar por la exposicién cutdnea mediante aplicacién sobre la piel con un pincel para simular una via
importante de exposicién del ser humano, asi como a modo de sistema modelo para la induccién de lesiones
cutdneas.

Estudios de inhalacién

Dado que los estudios de inhalacién plantean problemas técnicos de mayor complejidad que las dem4s vias de
administracién, ofrecemos aqui una orientacién mds detallada sobre este modo de administracién. Hay que
sefialar también que la instilacion intratraqueal constituye un método valido en situaciones determinadas.

Las exposiciones prolongadas suelen adecuarse a las condiciones de exposicion humana proyectadas; asi, se
expone a los animales 5 dias a la semana (exposicién intermitente) durante 6 horas diarias tras equilibrado de las
concentraciones en la cimara de prueba, o bien los 7 dias de la semana (exposicién permanente) a una exposicién
diaria de 22 a 24 horas, dedicando alrededor de una hora a la alimentacién de los animales (horario regular) y el
mantenimiento de la cimara. En ambos casos, los animales suelen exponerse a concentraciones fijas de la sustancia
objeto de estudio. Una diferencia importante entre la exposicién intermitente y la permanente es que con la primera
existe un periodo de 17 a 18 horas en que los animales pueden recuperarse de los efectos de cada exposicién diaria,
con un periodo de recuperacién ain mayor durante los fines de semana.
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La eleccién de la exposicién intermitente o permanente dependerd de los objetivos del estudio y de la exposicién
humana que pretenda simularse. No obstante, hay que tener en cuenta ciertas dificultades técnicas. Por ejemplo, es
posible que las ventajas de la exposicién permanente en la simulacién de condiciones ambientales queden
contrapesadas por la necesidad de suministrar alimento y bebida durante la exposicién, asf como por la necesidad
de técnicas de generacién de aerosoles y vapores, y de técnicas de control, mas complicadas (y fiables).

Cimaras de exposicion

Los animales se someteran al estudio en un dispositivo de inhalacién capaz de mantener un flujo de aire continuo de
al menos 12 renovaciones de aire a ahora, y de garantizar un contenido-de oxigeno apropiado y una distribucién
uniforme del producto estudiado en el aire. Las cAmaras de control y de exposicién serdn de construccion y disefio
idénticos para garantizar condiciones de exposicién comparables en todos los aspectos, salvo en la exposicién a la
sustancia probada. Por regla general, se mantiene una ligera presién negativa en el interior de la cdmara para
impedir el escape de la sustancia estudiada a la zona circundante. Se evitard el hacinamiento de los animales en las
camaras. Como norma general, para garantizar la estabilidad de la atmésfera de la cdmara, el volumen total-de los
animales de experimentacién no debe exceder del 5% del volumen de la cdmara empleada.

Se practicardn determinaciones o controles de:
(i) - Flujo del aire: el flujo de aire en la camara se controlar4 preferiblemente de modo constante:

(ii) Concentracién: durante el periodo diario de exposicion, la concentracién dela sustancia estudiada no diferird
en mas del +.15% del valor medio.

(iii) Temperatura y humeded: en roedores, la temperatura se mantendra a 22° C (4 2° C), y la humedad en el
interior de la camara del orden del 30 al 70%, salvo cuando se emplee agua para suspender la sustancia
estudiada en la atmosfera de la cAmara. Ambos factores se controlarén preferiblemente de modo
continuo.

(iv) Andlisis granulométrico de las particulas: en las atmosferas de la cdmara que exijan la utilizacién de aerosoles
liquidos o sélidos, se determinara la distribucion delas particulas por tamafios. Las particulas de los aerosoles
seran de un tamafio respirable para el animal de experimentacién utilizado. Se recogerdn muestras de las
atmésferas de la cdmara en la zona de respiracién de los animales. La muestra de aire estara acorde con la
distribucién de las particulas a las que se exponga a los animales y serd representativa, sobre una base
gravimétrica, de la totalidad del aerosol en suspensién, incluso aunque gran parte de éste no sea respirable.
Los anilisis granulométricos se efectuaran con frecuencia durante la adaptacién del sistema generador para
garantizar la estabilidad del aerosol, y con posterioridad cuando se consideren necesarios para determinar
debidamente la constancia de la distribucién de las particulas a que se expone a los animales.

Duracién del estudio

La parte de la prueba dedicada a la carcinogénesis debe abarcar la mayor parte del periodo de existencia de los
animales a ella sometidos: 18 meses en ratones y hiamsteres, y 24 meses en ratas; sin embargo, en determinadas
cepas de animales de mayor longevidad o de {ndice de tumoracién espontanea bajo, se prolongara hasta los 24
meses en ratones y hamsteres, y los 30 en ratas. También es posible dar por concluido un estudio ampliado cuando
¢l ntimero de supervivientes en el grupo con dosis mas baja o de control alcance el 25 %. Cuando en una prueba se
observen respuestas aparentemente diferentes en cada sexo, se les estudiara por separado. Si sélo fallecieran
prematuramente los animales del grupo con dosis alta por causas evidentes de toxicidad, no es obligada la
conclusién del estudio, siempre y cuando las manifestaciones tdxicas no provoquen problemas en los demds
grupos. Para considerar aceptable una prueba negativa, es preciso que no se pierda mds del 10 % de los animales de
cualquier grupo por causa de aut6lisis, canibalismo o problemas de organizacién, y que la supervivencia en todos
los grupos no sea inferior al 50% a los 18 meses en ratones y hamsteres, y a los 24 en ratas.

Los grupos satélites de 20 animales tratados por sexoy 10 animales de control asociados por sexo, utilizados para
estudiar la toxicidad crénica, se mantendran en la prueba durante al menos 12 meses. Se programaré el sacrificio de
estos animales para determinar la posible existencia de patologia relacionada con la sustancia estudiada y no
complicada por alteraciones gerontolégicas.

Procedimiento
Observaciones

Los animales deben observarse diariamente en sus jaulas, comprobando los cambios en la piel y el pelo, los ojos y
las membranas mucosas asi como en los sistemas respiratorio, circulatorio, nervioso auténomo y central, la
actividad somatomotriz y el comportamiento. :



N° L 133/40 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 30. 5. 88

Se efectuardn exploracionesclinicas a intervalos apropiados en los animiales de los grupos satélites tratados.

Son necesarias observaciones periédicas de los animales para evitar en lo posible la pérdida de alguno por causa de
canibalismo, autélisis de tejidos o enjaulamiento erréneo. Los animales moribundos se retirarén y someterdn a
autopsia.

Se anotardn para todos los animales los signos clinicos, incluidas tanto las alteraciones neuroldgicas y oculares
como la mortalidad. Ha de prestarse una atencién especial a la tumorogénesis; se registraran el momento de
aparicién y la localizacién, dimensiones, aspecto y progresién de todo tumor visible macroscépico o palpable; se
registrardn asimismo el momento de comienzo y la evolucién de los procesos téxicos.

Se determinar4 el consumo de alimento (y el de agua cuando se administre en ella la sustancia estudiada)
semanalmente durante las 13 primeras semanas del estudio, y luego a intervalos aproximadamente trimestrales,
salvo si aconsejaran otra actitud el estado de salud o las alteraciones del peso corporal.

Se determinard y anotar el peso de cada animal una vez a Ia semana durante las 13 primeras del periodo de prueba,
y al menos una vez cada 4 semanes con posterioridad.

Exdmenes clinicos
Hematologia

Se realizar4 un examen hematolégico (p. €j., contenido de hemoglobina, hematocrito, recuentos de hematies y
leucocitos, plaquetas u otras medidas de la capacidad de coagulacion) a los tres y los seis meses, después con
intervalos aproximados de seis meses y, al final, sobre muestras de sangre recogidas de todos los no roedores y de
10 ratas/sexo de todos los grupos. A ser posible, las muestras procederdn de las mismas ratas en cada
intervalo.

Si las observaciones clinicas indican un menoscabo de la salud de los animales durante el estudio, se practicard un
recuento con férmula leucocitaria de los animales afectados.

Se averiguard la férmula leucocitaria en muestras de los animales del grupo con dosis mixima y de los controles.
Sélo se determinara en los grupos con dosis menores si se aprecia una discrepancia importante entre el grupo con
dosis méxima y los controles, o si lo aconsejan los hallazgos patolégicos.

Anilisis de orina

Se recogeran para su andlisis muestras de orina de todos los animales no roedores y de 10 ratas/sexo de todos los
grupos, a ser posible de las mismas ratas que sirvan para el examen hematolégico y respetando intervalos idénticos.
Se realizardn las determinaciones siguientes en animales individuales, o en una muestra acumulada sexo/ grupo en
el caso de los roedores:

— aspecto: volumen y densidad en cada animal
— protefnas, glucosa, cetonas, sangre oculta (semicuantitativamente)

— microscopia del sedimento (semicuantitativamente).

Bioquimica

Con intervalos aproximados de 6 meses y a la conclusi6n, se extraen muestras de sangre para determinaciones de
bioquimica de todos los no roedores y de 10 ratas/sexo de todos los grupos, a ser posible de las mismas ratas en
cada intervalo. Ademds, se recogera en todos los no roedores una muestra previa a la prueba. Se prepara plasma a
partir de estas muestras, y se realizan las determinaciones siguientes:

— concentracién de proteinas totales
— concentracién de albimina

~— pruebas de funcién hepética (como actividad de fosfatasa alcalina, transaminasa glutamicopirdvica (1) y
transaminasa glutamicooxaloacética (2), gammaglutamiltranspeptidasa, ornitindescarboxilasa

— metablismo de carbohidratos, como glucemia en ayunas
— pruebas de funcién renal, como fiitrégeno ureico en sangre.

(') Conocida actualmente como alaninaminotransferasa.
(2) Conocida actualmente como aspartatoaminotransferasa.
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Autopsia

Se practicar4 una autopsia completa en todos los- animales, incluidos los fallecidos durante el experimento o
sacrificados al encontrarse moribundos. Antes del sacrificio, se recogerdn de todos los animales muestras de sangre
para la realizacién de recuentos sanguineos con férmula leucocitaria. Se conservaran todas las lesiones
macroscopicas visibles, asi como los tumores o lesiones que se sospeche son tumores. Se intentardn relacionar las
observaciones macroscépicas con los hallazgos microscdpicos.

Se conservar4n para examen histopatolégico todos los drganos y tejidos, habitualmente los siguientes: cerebro (*)
(bulbo/protuberancia, corteza cerebelosa y encefalica), hipdfisis, tiroides, (incluida paratiroides), timo, pulmones
(incluida trdquea), corazén, aorta, glandulas salivares, higado (*), bazo, rifiones (1), suprarrenales (1), esofago,
estémago, duodeno, yeyuno, ileon, ciego, colon, recto, ttero, vejiga urinaria, ganglios linfaticos, péncreas,
gbnadas (1), érganos genitales accesorios, glandula mamaria femenina, piel, musculatura del muslo, nervio
periférico, médula espinal (cervical, dorsal, lumbar), esternén con médula 6sea y fémur (incluida articulacién) y
otros.

Aunque el inflado de pulmones y vejiga urinaria con un fijador es el método 6ptimo de conservacién de estos
tejidos, el inflado de los pulmones es esencial en los estudios de inhalacién para efectuar un examen histopatol6gico

apropiado. En estudios especiales, como los de inhalacién, se examinar4 la totalidad del aparato respiratorio,

incluidas nariz, faringe y laringe. '

Si se realizan otros exdmenes clinicos, la informacién con ellos obtenida deber4 estar disponible antes del examen
microscdpico, ya que puede suponer una orientacién importante para el anatomopatdlogo.

Examen histopatolégico

En el apartado de toxicidad crénica:

Se practicar4 un examen detallado de los 6rganos conservados de todos los animales de los grupos satélites con
dosis maxima y de control. Si se encontrara patologia relacionada con la sustancia estudiada en el grupo satélite
con dosis maxima, se someterdn a un examen histopatolégico completo y detallado los érganos efectores de los
demis animales de cualquier otro grupo satélite tratado, asi como los de los grupos tratados del apartado de
carcinogénesis del estudio, a la conclusi6n de éste.

En el apartado de carcinogénesis:

a) Se realizar4 un examen histopatolégico completo de los 6rganos y tejidos de todos los animales fallecidos o
sacrificados durante la prueba, y de los miembros de los grupos de control y con la dosis méxima.

b) Se examinarén al microscopio, en todos los grupos, todos los tumores macroscépicos visibles o las lesiones,
que se sospeche son tumores, aparecidas en cualquier érgano.

¢) Siexiste una diferencia significativa en la incidencia de lesiones neoplésicas entre el grupo con dosis maxima'y el
de control, se practicar4 un examen histopatolégico sobre €l érgano, o tejido de que se trate, en los demds
grupos.

d) Si la supervivencia del grupo con dosis méxima es notablemente inferior a la observada en el de control, se
examinar4 detenidamente el grupo con dosis inmediatamente inferior.

¢) Siseapreciaran en el grupo con dosis maxima indicios dela induccién de efectos toxicos, o de otro tipo, capaces
de influir en una respuesta neoplésica, se examinard detenidamente €l grupo con dosis inmediatamente
inferior.

2. RESULTADOS

Los resultados se resumir4n en forma de tabla y mostraran, para cada grupo de prueba, el nimero de animales al
comienzo del ensayo, el de los que han mostrado tumores apreciables durante el mismo, el momento del
descubrimiento y el nimero de animales en que se encontraron tumores después del sacrificio.

Los resultados se evaluar4n por un método estadistico apropiado. Puede usarse cualquier método estadistico

reconocido.
3. INFORME .
3.1 Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluird, si fuera posible:
— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, alimentacién

(*) Se pesaran estos 6rganos, de diez animales por sexo y grupo de roedores.
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3.2.

— condiciones de la prueba:

Descripcién del dispositivo de exposicién, incluidos disefio, tipo, dimensiones, fuente de aire, sistema de
generacion de particulas y aerosoles, método de acondicionamiento del aire, tratamiento del aire evacuado Y,
cuando se emplee, método de alojamiento de los animales en la cdmara de prueba. Se describir4 el equipo
empleado para determinar la temperatura, la humedad y, en su caso, la estabilidad de las concentraciones d
aerosol o el tamaiio de las particulas. )

Datos de exposicion:

Se presentaran en forma de tabla en la que figuren tanto los valores medios como una medida de la variabilidad
(p. ¢j., desviacién estandar), y comprenderén:

a) flujos de aire a través del dispositivo de inhalacién
b) temperatura y humedad del aire

) concentraciones nominales (cantidad total de la sustancia estudiada introducida en el dispositivo de
inhalacién, dividida por el volumen de aire)

d) naturaleza del vehiculo, si se emplea
e) concentraciones reales en la zona de respiracién

f) dimensiones medias de las particulas (si procede)
— dos.is (incluido el vehiculo, si se emplea) y concentraciones
— datos de la incidencia de tumores en funcion del sexo, la dosis y el tipo tumoral
— 'momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron a la experiencia
— datos de la respuesta téxica, por sexo y dosis
— descripci6n de los efectos tdxicos o de otro tipo
— momento de observacién de cada signo anémalo y evalucién de éste
— hallazgos oftalmolégicos
— datos sobre alimentacién y peso
— pruebas hematolégicas practicadas y sus resultados completos

— pruebas de bioquimica clinica empleadas y sus resultados completos (incluidos los del an4lisis de orina, si
procede)

— hallazgos de autopsia

— descripcion detallada de los hallazgos histopatolégicos
— tratamiento estadistico de los resultados, si es posible
— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

Evaluacién e interpretacion

Véase Introduccién general, Parte B.

REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO DE REPRODUCCION EN UNA GENERACION
1. METODO

1.1. Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

Se administra la sustancia objeto de estudio, en dosis crecientes, a varios grupos de machos y hembras. Los machos
deberén tratarse en la fase de crecimiento y durante al menos un ciclo de espermatogénesis completo (unos 56 dias
en el ratén y 70 dias en la rata) para que la sustancia estudiada pueda provocar algun efecto adverso en la
espermatogénesis.

Las hembras de la generacién parental (P) recibiran tratamiento durante dos ciclos estrales completos, por lo
menos, para que la sustancia estudiada pueda provocar algiin efecto adverso en el estro. A continuacién, se aparea
a los animales. La sustancia ensayada se administra a los dos sexos durante ¢l periodo de apareamiento, y luego
{nicamente a las hembras en los periodos de gestacién y lactancia. El método deber4 modificarse si se pretende
administrar la sustancia por inhalacién.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripciéon del método
Preparativos

Antes de la prueba, se distribuye al azar a los animales, que serdn jévenes y sanos, para formar grupos de

tratamiento y de control. Los animales se mantienen en las condiciones de alojamiento y alimentacion

experimentales durante al menos 5 dias previos a la prueba. Se recomienda la administracion de la sustancia

estudiada con la alimentacién o en el agua de bebida, pero también son aceptables otras vias de administracion.

Todos los animales se tratardn por el mismo método durante el periodo experimental apropiado. Si se utiliza un

vehiculo u otros aditivos para facilitar la administracién, éstos no deberan ser téxicos. Se administrard la
_substancia los 7 dias de la semana.

Animales de experimentacién

Las especies preferidas son la rata y el ratén. Han de utilizarse animales sanos, no sometidos a experimentacion
previa. No se utilizarén cepas de baja fecundidad. Se especificar4 la especie, 1a cepa, el sexo, el peso y la edad delos
animales empleados.

Para evaluar debidamente la fecundidad, se estudiar4 tanto a los machos como a las hembras. Todos los animales
tratados y de control deber4n estar destetados antes del comienzo del tratamiento.

Numero y sexo

Cada grupo tratado y de control comprender4 un nimero de animales suficiente para obtener unas 20 hembras
gravidas a término o cerca de él. :

El objetivo es conseguir gestaciones y progenie suficientes para permitir una evaluacién significativa de la
influencia de la sustancia en la fertilidad, la gestacién y el comportamiento materno de los animales de la
generaci6n P asi como en la lactancia, el crecimiento y el desarrollo de la generacién F, desde la concepcién al

destete.
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Condiciones del ensayo

Se suministrar4n alimento y agua ad libitum. Al acercarse el momento del parto, se aislar a las hembras-gravidas
en jaulas individuales para partos o de maternidad, y pueden suministrarseles materiales de nidificacién.

Dosis

Se utilizarén al menos tres grupos tratados y uno de control. Si se utiliza un vehiculo para administrar la sustancia
probada, el grupo de control recibira este vehiculo en el volumen méximo empleado. Si una sustancia objeto de
estudio causa una reduccién de la ingesta o del aprovechamiento de la alimentacién, puede considerarse necesario
el uso de un grupo de control emparejado. Lo ideal seria que, a menos que lo impidan la naturaleza fisica/ quimica,
o los efectos biolégicos de la sustancia estudiada, la dosis mdxima provoque toxicidad, pero no mortalidad, en los
animales paternos (P). La o las dosis intermedias generaran efectos téxicos minimos atribuibles a la sustancia
ensayada, y la dosis minima no inducir4 efectos adversos observables ni en los progenitores ni en la descendencia.
Cuando la sustancia se administre por alimentacién forzada o en cdpsulas, la dosis dada a cada animal deber4
basarse en el peso de cada uno y adaptarse semanalmente a las modificaciones que experimente. En las hembras
grévidas, el tratamiento puede establecerse, si se desea, en funcién del peso corporal en el dia 0 6 6 de
gestacion. '

Prueba de limite

Cuando se trate de una sustancia de toxicidad escasa, si una dosis de al menos 1 000 mg/ kg no produce signo de
alteraci6n del rendimiento reproductor, serdn necesarios estudios con otras dosis. Si un estudio preliminar con la
dosis méxima muestra signos claros de toxicidad materna, pero ningtin efecto adverso en la fertilidad, seran
necesarios estudios con otras dosis.

Procedimiento
Planes experimentales

La administracidn diaria de la sustancia a los progenitores machos (P) se iniciar4 cuando tengan unas 5 a 9 semanas
de edad, previo destete y aclimatacién durante al menos 5 dias. En las ratas, el tratamiento continda durante 10
semaras antes del periodo de apareamiento (8 semanas en ratones). Los machos se sacrificaran y examinar4n al
final del periodo de apareamiento, o bien se les mantendra con vida y en tratamiento por si se considerara
conveniente la produccién de una segunda camaday; se les sacrificard y examinar4 en algdn momento antes de
finalizar el estudio. En las hembras progenitoras (P), la administracién se iniciara después de cinco dias de
aclimatacién, por lo menos, y continuaré durante al menos dos semanas antes del apareamiento. El tratamiento
diario de las hembras P proseguir4 durante todo el perfodo de apareamiento de 3 semanas, en la gestacién y hasta el
destete de la generacion F,. Cabe considerar la introduccién de modificaciones del esquema posolégico si se
dispone de otros datos sobre la sustancia estudiada, como la induccién del metabolismo o la bioacumula-
cién.

Método de apareamiento

Enlos estudios de toxicidad para la reproduccién puede utilizarse apareamiento 1:1 (1 macho con 1 hembra) o 1:2
(1 macho con 2 hembras).

Si el apareamiento es 1:1, cada hembra se colocar4 con el mismo macho hasta que exista gestacién o hayan
transcurrido tres semanas. Se examinar4 todas las mafianas a las hembras para determinar la presencia de esperma
o tapones vaginales. Se considera dia 0 de la gestacién aquél en que se encuentre un tapén vaginal o
esperma.

Las parejas que no se apareen se examinar4n para determinar la causa de la infertilidad aparente. Para ello, cabe
recurrir a métodos como nuevas oportunidades de aparearse con machos o hembras que ya hayan procreado,
examen microscépico de los érganos reproductores y examen del ciclo estral o de la espermatogénesis.

Tamafio de la camada

Se permitird a los animales tratados durante el estudio de fertilidad parir naturalmente y criar a su camada
libremente hasta el destete. :

Cuando se recurra a un método de homogeneizacién de las camadas, se sugiere la técnica siguiente. Entre los
dias 1y 4 tras el nacimiento, puede adaptarse el tamafio de cada camada mediante la eliminacién por seleccidn de
las crfas sobrantes para obtener, en la medida de lo posible, cuatro machos y cuatro hembras por camada. Cuando
el nimero de crias machos y hembras impida lograr que cada camada cuente con cuatro de cada sexo, es aceptable
una adaptacién parcial (p. €j., cinco machos y tres hembras). Los ajustes no ser4n posibles con camadas de menos
de ocho crias.
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Observaciones

Se observar4 a cada animal al menos-una vez al dia durante la totalidad del periodo de prueba. Se anotar4n los
cambios de conducta pertinentes, los signos de parto dificil o prolongado y todos los signos de toxicidad, incluida
la mortalidad. En los periodos de preapareamiento y de apareamienito, puede determinarse a diario el consumo de
alimento. Tras el parto y. durante la lactancia, se determinaré el consumo de alimento (o de agua cuando la
sustancia er estudio se adriiinistre en el agua de bébida) en los mismos dias en que se pesen las camadas. Los machos
y hembras P se pesaran el primer dia de tratamiento, y luego semanalmente. Estas observaciones se anotaran por
separado para cada animal -adulto.

La duracién de la gestaci6n se calcularé a partir del dia 0 de gestacién. Cada camada se examinar4 lo antes posible
tras el alumbramiento para establecer el ntimero y sexo de las crfas, las nacidas muertas, las vivas y la presencia de
anomalias macroscopicas.

Las crias muertas y las sacrificadas en el dia 4 se conservaran y estudiarén en busca de posibles defectos. Se contaran
las crias vivas y se pesaran las camadas la mafiana siguiente al nacimiento, los dias 4'y 7 siguientes y, por fin,
semanalmente hasta la conclusién del estudio, momento en que debe pesarse por-separado a los animales. Se
registraran las anomalias fisicas o de conducta observadas en las madres o su progenie.

Patologia
Autopsia

Cuando los animales de-la generacién P se sacrifiquen, o si han muerto a lo largo-del estudio, se examinaran al
microscopio en busca de anomalfas estructurales o alteraciones patoldgicas, prestando una atencion especial a los
érganos del sistema reproductor. Las crias muertas o moribundas se examinardn por si sufrieran malformacio-
nes.

Examen histopatolégico

Se conservardn para examen microscdpico ovarios, Utero, cérvix, vagina, testiculos, epididimos, vesiculas
seminales, prostata, glandula coagulante, hipéfisis y drganos efectores de todos los animales P. En caso de que
estos 6rganos no se hayan examinado en otros estudios con varias dosis, se estudiaran al microscopio en todos los
animales con dosis maxima y en los controles y en los animales que mueran durante el estudio, siempre que sea
posible.

Se examinarén entonces, en todos los dem4s animales P, los 6rganos que muestren anomalias en aquéllos. En estos
casos, se practicara examen microscopico de todos los tejidos que muestren alteraciones patolégicas macrosco-
picas. Como se ha indicado al exponer los métodos de apareamiento, pueden someterse a examen microscopico los
érganos reproductores de los animales que se sospeche sufren esterilidad.

2. RESULTADOS

Los resultados se resumiran en forma de tabla y mostraran, para cada grupo de prueba, el niimero de animales al
comienzo del ensayo, el de machos fértiles, el de hembras gravidas, los tipos de alteraciones y el procentaje de
animales que mostraban cada alteracion. -

Cuando sea posible, los resultados numéricos se enumerardn por un método estadistico apropiado. Puede usarse
cualquier método estadistico reconocido.

3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:
— especie y cepa utilizada

— datos de respuesta toxica en funcién del sexo y la dosis, incluidos los {ndices de fertilidad, gestacién y
viabilidad
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— momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron hasta el dfa previsto
para el sacrificio al final del estudio

— tablaen la que aparezcan los pesos de cada camada, los pesos medios de las crias y los pesos de las distintas crias
tras concluir el estudio

— efectos tdxicos o de otro tipo sobre la reproduccidn, la progenie y el crecimiento postnatal
— dia de observacién de cada signo anémalo y su evolucién

— datos de peso de los animales P

— hallazgos de autopsia

— descripcién detallada de todos los hallazgos microscépicos

— tratamiento estadistico de los resultados, cuando proceda

— comentario de los resultados

— interpretacion de los resultados.

3.2. : Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO DE REPRODUCCION EN DOS GENERACIONES

1. METODO

1.1. Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2, Definiciones

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método -

Se administra la sustancia objeto de estudio, en dosis crecientes, a varios grupos de machos y hembras. Los machos
de la generacién paterna (P) deberan tratarse en la fase de crecimiento y durante al menos ‘un ciclo de
espermatogénesis completo (unos 56 dias en el ratén y 70 dias en la rata) para que la sustancia estudiada pueda
provocar algun efecto adverso en la espermatogénesis.

Las hembras de la generacién parental (P), recibiran tratamiento durante dos ciclos estrales completos, por lo
menos; para que la sustancia estudiada pueda provocar algin efecto adverso sobre el estro. A continuacién, se
aparea a los animales. La sustancia ensayada se administra a los dos sexos durante el periodo de apareamiento, y.
luego tinicamente a las hembras en los periodos de gestacién y lactancia. Tras el destete, contintia 1a administracién
de Ia sustancia a la descendencia F, durante su crecimiento hasta la edad adulta, su apareamiento y produccién de
una generacién F,, hasta el destete de esta generacién F,. El método debera modificarse si se pretende administrar
la sustancia por inhalacién.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcién del método
Preparativos

Antes de la prueba, se distribuyen al azar los animales sanos para formar grupos de tratamiento y de control. Los
animales P se mantienen en las condiciones de alojamiento y alimentacién experimentales durante al menos 5 dias
previos a la prueba. Se recomienda la administraci6n de la sustancia estudiada con la alimentacién o en el agua de
bebida, pero también son aceptables otras vias de administracién. Todos los animales se trataran por el mismo
método durante la totalidad del periodo experimental. Si se utiliza un vehiculo u otros aditivos para facilitar la
administracién, éstos no deber4n ser téxicos. Se administrar4 la sustancia los 7 dfas de la semana.

Animales de experimentacién: seleccién de la especie

Las especies preferidas son la rata y el ratén. Han de utilizarse animales P sanos no sometidos a experimentacién
previa. No se utilizar4n cepas de baja fecundidad. Se especificard la especie, la cepa, el sexo, el peso y la edad de los
animales empleados.

Para evaluar debidamente la fecundidad, se estudiar4 tanto a los machos como a las hembras. Todos los animales
tratados y de control deberan estar destetados antes del comienzo del tratamiento.

Nuiumero y sexo

Cada grupo tratado y de control comprenderé un nimero de animales suficiente para obtener unas 20 hembras
gravidas a término o cerca de él. El objetivo es conseguir gestaciones y progenie suficientés para permitir una
evaluacién significativa de la influencia de la sustancia en la fertilidad, la gestacién y el comportamiento materno, y
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de la lactancia, el crecimiento y el desarrollo de la generacién Fy desde la concepcion a la madurez, asf como del
desarrollo de su descendencia (F;) hasta el destete.

Condiciones del ensayo

Se suministrarén alimento y agua ad libitum. Al acercarse el momento del parto, se aislar4 a las hembras gravidas
en jaulas individuales para partos o de maternidad, y pueden administrarseles materiales de nidificacién.

Dosis

Se utilizaran al menos tres grupos tratados y uno de control. Si se utiliza un vehiculo para administrar la sustancia
probada, el grupo de control recibir4 este vehiculo en el volumen maximo empleado. Si una sustancia objeto de
estudio causa una reduccion de la ingesta o del aprovechamiento de la alimentacion, puede considerarse necesario
el uso de un grupo de control emparejado. Lo ideal seria que, amenos que lo impidan la naturaleza fisica/ quimica o
los efectos biologicos de la sustancia estudiada, la dosis m4xima provoque toxicidad, pero no mortalidad, en los
animales paternos (P). La o las dosis intermedias generaran efectos téxicos minimos atribuibles a la sustancia
ensayada, y la dosis minima no inducir4 efectos adversos observables ni en los progenitores ni en la descendencia.
Cuando la sustancia se administre por alimentacién forzada o en cépsulas, la dosis dada a cada animal deber4
basarse en el peso de cada uno, y adaptarse semanalmente a las modificaciones que experimente. En las hembras
grdvidas, el tratamiento puede establecerse, si se desea, en funcién del peso corporal en el dia 0 6 6 de
gestacion.

Prueba de limite

Cuando se trate de una sustancia de toxicidad escasa, si una dosis de al menos 1 000 mg/kg no produce signo

alguno de alteracién del rendimiento reproductor, son innecesarios estudios con otras dosis. Si un estudio

preliminar con la dosis méxima muestra signos claros de toxicidad materna, pero ningiin efecto adverso en la
i fertilidad, son innecesarios estudios con otras dosis.

Pracedimiento
Planes experimentales

La administracién diaria de la sustancia a los progenitores machos (P) se iniciar4 cuando tengan unas 5 6 9 semanas
de edad, previo destete y aclimatacién durante al menos 5 dias. En las ratas, el tratamiento contintia durante 10
semanas antes del periodo de apareamiento (8 semanas en ratones). Los machos se sacrificardn y €xaminarén al
final del periodo de apareamiento, o bien se les mantendra con vida y en tratamiento por si se considera convenierite
la produccién de una segunda camada; se sacrificarén y examinarn en algin momento antes de finalizar el
estudio.

En las hembras progenitoras (P), la administracién se iniciara después de cinco dfas de aclimatacién por lo menos, y
continuard durante al menos dos semanas antes del apareamiento. El tratamiento diario de las hembras P
proseguird durante todo el periodo de apareamiento de 3 semanas, en la gestacién y hasta el destete de la
generacién F,. )

Cabe considerar la introduccién de modificaciones del esquema posoldgico si se dispone de otros datos sobre la
sustancia estudiada, como la induccién del metabolismo o la bicacumulacién. )

El tratamiento de los animales F, se iniciar4 con el destete, y terminar4 cuando se sacrifiquen.

Método de apareamiento

En los estudios de toxicidad para la reproduccién puede utilizarse apareamiento 1:1 (1 macho con 1 hembra) o 1:2
(1 macho con 2 hembras).

Si el aparemiento es 1:1, cada hembra se colocard con el mismo macho hasta que exista gestacién o hayan
transcurrido tres semanas. Se examinar4 todas las mafianas a las hembras para determinar la presencia de esperma
o tapones vaginales. Se considera dia 0 de la gestacién aquél en que se encuentre un tapén vaginal o esperma.
Habida cuenta de la espermatogénesis, la generacién F, no se aparears hasta que tenga por lo menos 11 semanassi
son ratones, o 13 si son ratas. Para el apareamiento de la generacién F,, se seleccionan al azar un macho y una
hembra de cada camada para apareamiento cruzado con una cria de otra camada del mismo grupo de tratamiento,
con objeto de producir la generacién F,. Los machos y hembras F; no seleccionados para apareamiento se
sacrificaran al destete.
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Las pafejas que no se apareen se examinaran para determinar la causa de la infertilidad aparente. Para ello, cabe
recurrir a métodos como nuevas oportunidades de aparearse con machos o hembras que ya hayan procreado,
examen microscdpico de los érganos reproductores y examen del ciclo estral o de la espermatogénesis.

Tamaifio de l1a camada

Se permitira alos animales tratados durante el estudio de fertilidad parir naturalmente y criar su camada libremente
hasta el destete. '

Cuando se recurra a un método de homogeneizacién de las camadas, se sugiere emplear la técnica siguiente. Entre
los dfas 1 y 4 tras el nacimiento, puede adaptarse el tamaiio de cada camada mediante la eliminacin por selecciéon
de las crias sobrantes para obtener, en la medida de lo posible, cuatro machos y cuatro hembras por camada.
Cuando el ntimero de crias machos y hembras impida lograr que cada camada cuente con cuatro de cada sexo, es
aceptable una adaptacion parcial (p. €j., cinco machos y tres hembras). Los ajustes no serdn posibles con camadas
de menos de ocho crias. Las camadas F, se ajustan de la misma manera.

Observaciones

Se observar4 a cada animal al menos una vez al dia durante la totalidad del perfodo de prueba. Se anotaran los
cambios de conducta pertinentes, los signos de parto dificil o prolongado y todos los signos de toxicidad, incluida
la mortalidad. En los periodos de preapareamiento y apareamiento, puede determinarse semanalmente el consumo
de alimento. Opcionalmente, cabe medirlo a diario. Tras el parto y durante la lactancia se determinaré el consumo
de alimento en los mismos dias en que se pesen las camadas. Los animales progenitores (P y Fy) se pesardn el primer
dia de tratamiento, y luego semanalmente. Estas observaciones se anotardn por separado para cada animal
adulto. '

La duracién de la gestacién se calcularé a partir del dia 0 de gestacién. Cada camada se examinara lo antes posible
tras el alumbramiento para establecer el ntimero y sexo de las crias, las nacidas muertas, las vivas y la presencia de
anomalias macroscépicas.

Las crias muertas y las sacrificadas en el dfa 4 se conservaran y estudiardn en busca de posibles defectos. Se
contaran las crias vivas y se pesaran las camadas la mafana siguiente al nacimiento, los dias 4 y 7 siguientes y, por
fin, semanalmente hasta la conclusién del estudio, momento en que debe pesarse por separado a los animales. Se
registrardn las nomalas fisicas o de conducta observadas en las madres o su progenie.

Patologia
Autopsia

Todos los animales adultos P y F, se sacrificardn cuando ya no sean necesarios para evaluar los efectos en la
reproduccién. La descendencia Fy, no seleccionada para apareamiento, y toda la generaci6n F, se sacricicaran tras
el destete.

Cuando todos los animales progenitores (P y F, ) se sacrifiquen o si han muerto a lo largo del estudio, se examinarin
al microscopio en busca de anomalias estructurales o alteraciones patolégicas, prestando una atencién especial a
los érganos del sistema reproductor. Las crias muertas o moribundas se examinardn por si sufrieran
malformaciones.

Examen histopatolégico

Se conservarin para examen microscopico ovarios, dtero, cérvix, vagina, testiculos, epididimos, vesiculas
seminales, prostata, glandula coagulante, hipéfisis y rganos efectores de todos los animales Py F;. En caso de que
estos érganos no se hayan examinado en otros estudios con varias dosis, se estudiaran al microscopio en todos los
animales Py F, con dosis maxima y en los controles seleccionados para apareamiento y, siempre que sea posible, en
los que mueran durante el estudio. Se examinardn entonces en todos los demas animales los érganos que muestren
anomalfas en aquellos animales. En estos casos, se practicard examen microscépico de todos los tejidos que
muestren alteraciones patolégicas macroscépicas. Como se ha indicado el exponer los métodos de apareamiento,
pueden someterse a examen microscépico los érganos reproductores de los animales que se sospeche sufren
esterilidad.
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2. RESULTADOS
Tratamiento de los resultados

Los resultados se resumirdn en forma de tabla, y mostrardn para cada grupo de prueba el nimero de animales al
comienzo del ensayo, el de animales grévidos, los tipos de alteraciones y el porcentaje de animales que mostraban
cada alteracién.

Cuando sea posible, se evaluaran los resultados numéricos por un método estadistico apropiado. Puede usarse
cualquier método estadistico reconocido.

3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:
— especie y cepa utilizada

— datos de respuesta tdxica en funcién del sexo y la dosis, incluidos los indices de fertilidad, gestacién y
viabilidad

— momento de la muerte durante el estudio, o indicacién de que los animales sobrevivieron hasta su
conclusién

— tablaen la que aparezcan los pesos de cada camada, los pesos medios de las crias y los pesos de las distintas crias
tras concluir el estudio

— efectos tdxicos o de otro tipo sobre la reproduccién, la progenie y el crecimiento posnatal
— dia de observacién de cada signo.anémalo y su evolucién

— datos de peso de los animales P y F, seleccionados para apareamiento

— hallazgos de la autopsia

— descripcion detallada de todos los hallazgos microscépicos

— tratamiento estadistico de los resultados, cuando proceda

~— comentario de los resultados ’

— interpretacién de los resultados.

3.2, Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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TOXICOCINETICA

1. METODO

1.1. Introduccion

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

La sustancia objeto de estudio se administra por una via apropiada. Segin el objetivo del estudio, puede
administrarse en dosis tnica o repetida, durante perfodos determinados, a uno o varios grupos de animales de
experimentacién. Con posterioridad, y en funcién del tipo de estudio, se determinan la sustancia, o sus
metabolitos, o ambos en los liquidos, los tejidos o las excreciones corporales.

Pueden realizarse estudios con formas «marcadas» o «no marcadas» de la sustancia probada. Cuando se utilice el
marcado, su posicién en la sustancia debe suministrar la mayor informacién posible sobre el destino del

compuesto.
1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.
1.6. Descripcién del método
Preparativos

Se aclimatan animales jévenes y sanos a las condiciones del laboratorio durante, al menos, cinco dias previos a la
y P

prueba. Antes de ella, se distribuye al azar a los animales para formar grupos de tratamiento. En casos especiales

pueden emplearse animales muy jévenes, gravidos o tratados previamente.

Condiciones del ensayo
Animales de experimentacién

Los estudios toxicocinéticos pueden efectuarse en una o varias especies animales apropiadas; se tendr4n en cuenta
las especies utilizadas o que esté previsto utilizar en otros estudios toxicoldgicos con la misma sustancia. Cuando se
empleen roedores en una prueba, la variacién ponderal no sera superior al + 20% del peso medio.

Nimero y sexo

Para estudios de absorcién y excrecién, cada grupo contendra inicialmente 4 animales. No es necesaria la eleccién
de un sexo determinado, pero en ciertas circunstancias puede ser preciso estudiar ambos sexos. Si se apreciaran
respuestas diferentes seguin el sexo, se estudiardn cuatro animales de cada uno. Cuando los estudios se hagan con
no roedores, pueden utilizarse menos animales. .
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Si se estudia la distribucién en los tejidos, al considerar el tamaiio del grupo inicial se tendran en cuenta el ndmero
de animales que se sacrificirdn en cada fecha de examen establecida y €l nimero de exdmenes.

Cuando se estudie el metabolismo, el tamafio del grupo estar4 -acorde con las necesidades del estudio.

En los estudios con varias dosis y examenes intermedios, al considerar el tamaiio del grupo se tendr4 en cuenta el
niimero de exdmenes y de sacrificios previstos; no obstante, estar4 formado por al menos dos animales. El tamafio
del grupo seré suficiente para permitir una evaluacién aceptable del aumento, la estabilizacién y la reduccién
(seglin convenga) de las concentraciones de la sustancia estudiada, de sus metabolitos o de ambos.

Dosis

Cuando se administre una sola dosis, se utilizar4n al menos dos niveles posolégicos: una dosis baja con la que no se
observen efectos t6xicos, y otra alta capaz de producir modificaciones de los pardmetros toxicocinéticos o efectos
tdxicos.

Si se administran dosis reiteradas, suele bastar la dosis baja, aunque en circunstancias determinadas quizé sea
necesaria también una dosis alta.

Via de administracién

Los estudios toxicocinéticos se efectuaran por medio de la misma.via y, cuando convenga, del mismo vehiculo
empleado o que esté previsto emplear en los demis estudios de toxicidad. La sustancia analizada suele
administrarse oralmente por alimentacién forzada o en el alimento, aplicarse a la piel o administrarse por
inhalacién durante periodos definidos a grupos de animales de experimentacién. La administracién intravenosa de
la sustancia puede ser itil para determinar la absorcién relativa por otras vias. Ademds, es posible obtener
informacién 4til sobre el patrén de distribucién poco después de la administracién intravenosa de una
sustancia.

Se tendra presente la posibilidad de una interferencia del vehiculo con la sustancia estudiada. Se prestara atencién a
las diferencias de absorcién entre la administracién de las sustancias analizadas por alimentacién forzada y en el
alimento y la necesidad de una determinacién exacta de la dosis, sobre todo cuando se administre el compuesto en
el alimento.

Periodo de observacién

Se observara a diario a todos los animales, se registraran los signos de toxicidad y otros rasgos clinicos relevantes,
incluidos el momento de comienzo, el grado y la duracién de los mismos.

Procedimiento

Después de pesar a los animales, se administra la sustancia objeto de estudio por una via apropiada. Si se considera
oportuno, puede mantenerse a los animales en ayunas antes de la administracién de la sustancia.

Absorcién

El indice y el grado de absorci6n de la sustancia administrada pueden valorarse por métodos diversos, con grupos
de referencia (1) o sin ellos, por ejemplo mediante:

— determinacién de la cantidad de la sustancia estudiada, de sus metabolitos o de ambos en las excretas, como
orina, bilis, heces, aire espirado y el contenido en el caparazén

-~ comparaci6n de la respuesta bioldgica (p. ¢j., estudios de toxicidad aguda) entre los grupos de experimentacién
y de control o referencia (o ambos)

— comparacién de la cantidad de sustancia, metabolitos o ambos, excretada por via renal en los grupos de prueba
y de referencia

— determinacién de la zona bajo la curva, concentracién plasmatica/ tiempo de la sustancia analizada, sus
metabolitos 0 ambos, y comparacién con datos de un grupc de referenci4

(') En este método, se entiende por grupo de referencia aquél al que se administra la sustancia analizada por otra via que garantiza una
disponibilidad completa de la dosis. :
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Distribucién

Existen actualmente dos métodos, de los que uno o ambos pueden utilizarse para analizar los patrones de
distribucién: :

— se obtiene informacién cualitativa 1til, mediante técnicas autorradiogréficas del cuerpo entero

— se obtiene informacién cuantitativa, por sacrificio de los animales en momentos diferentes tras la exposicién
para determinar la concentracién y la cantidad de la sustancia estudiada, sus metabolitos o ambos en tejidos y
drganos.

Excrecién

En los estudios de excrecién, se recogen orina, heces y aire espirado, y en determinadas circunstancias bilis. La
cantidad de la sustancia estudiada, sus metabolitos o ambos en estas excretas se determinaran, en varios momentos
tras la exposicién, hasta que se haya excretado alrededor del 95 % de la dosis administrada o durante siete dias, si
tal porcentaje no se alcanza antes.

En casos especiales, tal vez deba tenerse en cuenta la excrecion de la sustancia en la leche de animales lactantes de
experimentacion.

Metabolismo

Para determinar el modo y la intensidad del metabolismo, se analizardn muestras bioldgicas por -técnicas
apropiadas. Se estudiaran las estructuras de los metabolitos y se propondran vias metabélicas apropiadas cuando
haya necesidad de responder a interrogantes planteados por estudios toxicolégicos previos. Quizd sea til realizar
estudios in vitro para obtener informacién sobre las vias metabdlicas.

Es posible obtener informacién complementaria sobre la relacién del metabolismo con la toxicidad mediante -
estudios bioquimicos, como la determinacién de los efectos sobre sistemas enziméticos metabolizantes, la
deplecién de compuestos enddgenos con grupos sulfhidrilos no proteicos y la unién de la sustancia a
macromoléculas.

2. RESULTADOS

Segtin el tipo de estudio realizado, se resumiran los resultados en forma de tablas, complementadas por graficos
cuando proceda. Se mostraran para cada grupo, cuando convenga, las variaciones medias y estadisticas de las
determinaciones en relacién con el tiempo, la posologia, los tejidos y los drganos. Se estableceran, por métodos
apropiados, el grado de absorcién y la cantidad e indices de excrecién. Cuando se realicen estudios de
metabolismo, se indicar4 la estructura de los metabolitos identificados, y se presentaran las vias metabdlicas

posibles.
3. INFORME
3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluira, si-fuera posible:

— especie, cepa, origen, condiciones ambientales, alimentacién
— caracterizacién de los materiales marcados, cuando se utilicen
— niveles posolégicos e intervalos utilizados

— via o vias de administracién y vehiculos utilizados

— efectos tdxicos y de otro tipo observados

— métodos de determinacién de la sustancia objeto de ensayo, sus metabolitos 0 ambos en muestras bioldgicas,
incluido el aire espirado

— presentacién en tablas de las determinaciones en funcién de sexo, dosis, régimen, tiempo, tejidos y
brganos
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— indicaci6n del grado de absorcidn y excrecién con el tiempo
— métodos de caracterizacion e identificacion de los metabolitos en muestras biolégicas
— métodos de las determinaciones bioquimicas relacionadas con el metabolismo
, .
— vias de metabolismo propuestas
— comentario de los resultados

— interpretacion de los resultados.

3.2. Evaluacién e interpretacion

Véase Introduccion general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introducciéon general, Parte B.
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ENSAYOS DE MUTAGENESIS Y DETECCION DE CARCINOGENESIS — MUTACION GENICA —
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. METODO

1.1, Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones.

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna. .
1.4. Principio del método

Diversas cepas haploides y diploides de la levadura Saccharomyces cerevisiae pueden utilizarse para determinar la
produccién-de mutaciones génicas por agentes quimicos con y sin activacién metabdlica.

Es posible determinar la mutacién directa en cepas haploides, en especial mediante la apreciacién de la-conversién
de mutantes rojos.consumidores de adenina (ade-1,ade-2) en una forma blanca que la precisa en cantidad doble,
asi como por sistemas selectivos, como la induccién de resistencia a la canavanina-yla cicloheximida.

El método de mutacién inversa, el m4s utilizado, comprende la utilizacién de la cepa haploide XV 185-14C,
portadora de las mutaciones sin sentido ocres ade 2-1, arg 4-17, lys 1-1y trp 5-48, reversibles mediante mutdgenos
causantes de sustituciones de bases que induzcan mutaciones en un punto especifico o mutaciones supresoras ocres.
La cepa XV 185-14C también lleva el marcador his 1-7, una mutacién sin sentido invertida principalmente por
mutaciones de segundo punto, y el marcador hom 3-10, invertido por mutégenos que desplazan el marco de lectura
del cédigo genético (frameshift mutagens).

De las cepas diploides de S. cerevisiae, la tnica que se utiliza ampliamente es D5, homocigota para ilv 1-92.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcién del método
Preparativos

Se prepararan soluciones de las sustancias quimicas estudiadas y las de control inmediatamente antes de la prueba
con ayuda de un vehiculo apropiado. Cuando se trate de compuestos orgdnicos no hidrosolubles, los disolventes
organicos, como etanol, acetona o dimetilsulféxido (DMSO), deberan- emplearse en una concentracién no
superior al 2% v/v. La concentraci6n final del vehiculo no debe influir de modo notable en la viabilidad de las
células y en las caracteristicas de crecimiento.

Activacién metabdlica

Las células han de exponerse a las sustancias analizadas en presencia de un sistema de activacién metabdlica
exdgena apropiado. ’

El método de uso mas frecuente consiste en aiiadir la fraccién posmitocondrial preparada a partir de higados de
roedores tratados previamente con inductores enzimaticos, a la -que se afiaden cofactores. También puede
considerarse oportuno para la activacién metabélica el empleo de especies, tejidos, fracciones posmitocondriales o
métodos distintos. .
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Condiciones del ensayo
Cepas experimentales

La cepa haploide XV 185-14C y la cepa diploide D son las mas utilizadas en estudios de mutacién génica, pero
tambien pueden ser apropiadas otras cepas.

Medios

Se utilizan medios de cultivo apropiados para la determinacién del nimero de supervivientes y mutantes.

Uso de testigos negativos y positivos

Se utilizar4n testigos positivos no tratados y tratados con disolventes de modo simultdneo. Es preciso utilizar
sustancias quimicas de control positivas para cada finalidad de mutacién especifica.

Concentracién de exposicién

Se utilizar4n, al menos, 5 concentraciones debidamente escalonadas de la sustancia estudiada. En caso de
sustancias t6xicgs, la concentracién maxima probada no reducir4 el indice de supervivencias a menos del 5-10 %.
Las sustancias cgativamente insolubles en agua se estudiardn hasta su limite de solubilidad mediante métodos
apropiados. En lo que respecta a las sustancias atéxicas claramente hidrosolubles, la concentracién mis alta se
determinar4 en cada caso.

Condiciones de incubacién

Las placas se incuban en la oscuridad, a 28-30 © C, durante 4-7 dias.

Frecuencia de mutacién espontdnea

Se utilizardn subcultivos cuyas frecuencias de mutaciones espontineas estén dentro de los limites normales
admitidos.

Numero de repeticiones

Se utilizardn al menos 3 placas por concentracién, a fin de determinar los prototrofos producidos por mutacién
génica, y para observar la viabilidad de las células. Si en los experimentos se emplearan marcadores, como hom
3-10, con tasa de mutaciones baja, puede aumentarse el nimero de placas utilizadas para lograr datos
estadisticamente pertinentes.

Procedimiento

Las cepas de S. cerevisiae suelen tratarse en el curso de una prueba en medio liquido en la que se utilizan células en
fase estacionaria o de crecimiento. Las experiencias iniciales debern realizarse sobre células en crecimiento. Se
expone a 1-5 x 107 células/ml a la sustancia objeto de estudio durante un periodo de hasta 18 horas a 28—37 ° C,
con agitacion de la mezcla; durante el tratamiento, se afiade una cantidad adecuada de un sistema de activacién
metabdlica.

Si la primera experiencia da resultados negativos, se procedera a una segunda, en esta ocasién con células en fase
estacionaria; si los resultados de la primera fueran positivos, se confirmar4n en una experiencia independiente. Al
final del tratamiento, las células se centrifugan, lavan y siembran en un medio de cultivo apropiado. Tras la
incubacién, se examinan las placas para determinar la supervivencia y la induccién de mutaciones génicas.

2. RESULTADOS

Los resultados se presentaran en forma de tablas en las que aparezcan el niimero de colonias contadas, el de
mutantes, el indice de supervivencia y la frecuencia de mutantes. Todos los resultados se confirmaran en un
experimento independiente. Los resultados se evaluardn por métodos estadisticos apropiados.
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3.1.

3.2.

INFORME

Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluird, si fuera posible:
— cepa utilizada

— condiciones del ensayo: células en fase estacionaria o de crecimiento, composicién delos medios, temperaturay
duracién de la incubacién, sistema de activacién metaboélica

— condiciones dé tratamiento: niveles de exposicién, procedimiento y duracién del tratamiento, temperatura del
tratamiento, controles positivos y negativos

— nimero de colonias contadas, nimero de mutantes, supervivencia y frecuencia de mutantes, relacién
dosis-respuesta si es posible, evaluacién estadistica de los datos

— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

REFERENCIAS

Véase Introduccion general, Parte B.
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RE‘COMBINACION MITOTICA — SACCHAROM YCES CEREVISIAE
1. METODO

1.1. Introducciéon

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciones

Véase Introduccion general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4, Principio del método

En Saccharomyces cerevisiae, es posible apreciar la recombinacion mitdtica entre los genes (0, m4s generalmente,
entre un gen'y su centromero) y en el interior de ellos. En el primer caso, se habla de crossing-over, generador de
intercambios reciprocos, en tanto que, en el segundo los intercambios, casi nunca son reciprocos, y se habla de
conversion génica. El crossing-over se determina generalmente por la produccién de colonias o sectores recesivos
homocigotos a partir de una cepa heterocigota, mientras que la conversién génica lo es mediante la produccién de
inversores prototroficos en una cepa auxotrofa heteroalélica portadora de dos alelos defectuosos distintos del
mismo gen. Las cepas de uso mas frecuente para descubrir una conversién génica mitética son D, (heteroalélica
paraade 2y trp 5), D, (heteroalélica para trp 5), BZ ;4 (heteroalélica para arg 4) y JD1 (heteroalélica para his 4 y trp
5). El crossing-over mitético productor de sectores homocigotos de color rojo y rosa se determina en D; o en D,
(que también sirve para analizar la conversién génica mitética y la mutacién inversa para ilv 1-92), cepas ambas
heteroalélicas compelementarias de los alelos ade 2.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Se preparan soluciones de las sustancias quimicas estudiadas, y de los compuestos de control y de referencia,
inmediatemente antes del ensayo, con ayuda de un vehiculo apropiado. Cuando se trate de compuestos orgénicos
no hidrosolubles, los disolventes orgéanicos como etanol, acetona o dimetilsulfé6xido (DMSO), deberén emplearse
en una concentracién no superior al 2% v/v. La concentracion final del vehiculo no debe influir de modo notable
en la viabilidad de las células ni en las caracteristicas de crecimiento.

Activacién metabédlica

Las células han de exponerse a las sustancias analizadas en presencia y ausencia de un sistema de activacién
metabélica ex6gena apropiado. El método de uso mas frecuente consiste en afiadir a la fraccién posmitocondrial
preparada a partir de higados de roedores tratados previamente con inductores enzimaticos, a la que se afiaden
cofactores. También puede considerarse oportuno para la activacién metabélica el empleo de especies, tejidos,
fracciones posmitocondriales o métodos distintos.

Condiciones del ensayo
Cepas experimentales

Las cepas que se utilizan con mas frecuencia son las diploides Dy, D5, D; y JD1, pero también pueden considerarse
apropiadas otras.
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Medios

Se utilizan medios de cultivo apropiados para la determinacién de la supervivencia y de la frecuencia de
recombinacién mitética.

Uso de testigos negativos y positivos

Se utilizardn testigos positivos no tratados y tratados con disolvente de modo simultdneo. Es preciso utilizar
sustancias quimicas de control positivas apropiadas para cada finalidad de recombinacién especifica.

Concentraciones de exposicion

Se_utilizarn, al menos; cinco concentraciones debidamente escalonadas de la sustancia estudiada. Entre los
factores que deben tenerse en cuenta figuran Ia citotoxicidad y la solubilidad. La concentracién minima no debe
influir en modo alguno en la viabilidad celular. En casos de sustancias téxicas, la concentracién maxima probada
no reducir4 el indice de supervivencia a menos del 5-10 %. Las sustancias relativamente insolubles en agua se
estudiar4n hasta su limite de solubilidad mediante métodos apropiados. En lo que respectaa las sustancias at6xicas
claramente hidrosolubles, la concentracién mis alta se determinard en cada caso.

Las células pueden exponerse a las sustancias estudiadas en la fase estacionaria o durante el crecimiento hasta
completar periodos de 18 horas, como méximo. No obstante, si se utilizan periodos de tratamiento largos, hay que
examinar al microscopio los cultivos por si aparecieran esporas, ya que su presencia invalidaria la prueba.

Condiciones de incubacién

Las placas se incuban en la oscuridad, a 28-30 °C, durante cuatro o siete dias. Las placas que se utilicen para la
determinacién de los sectores homocigotos rojo y rosa producidos por crossing-over mitdtico se conservaran en
frigorifico a + 4 °C durante uno o.dos dias més antes de la evaluacién, a fin-de que pueda intensificarse la
pigmentacién de las colonias de interés.

Frecuencia de recombinaciones mitdticas espontdneas

Se utilizaran subcultivos cuyas frecuencias de recombinaciones mitdticas espontaneas estén dentro de los limites
normales admitidos.

Numero de repeticiones

Se sembraran al menos tres placas por concentracién para determinar tanto la viabilidad como el numero de
prototrofos producidos por conversién génica mitética. En caso de determinacién de homocigosis recesiva
producida por crossing-over mitético, se aumentar ¢l niimero de placas para obtener un nimero adecuado de
colonias.

Procedimiento

Las cepas de S. cerevisiae suelen tratarse en el curso de una prueba en medio liquido en la que se utilizan células en
fase estacionaria o de crecimiento. Las experiencias iniciales deberan realizarse sobre células en crecimiento. Se
expone a 1-5 x 107 células/ml a la sustancia objeto de estudio durante un periodo de hasta 18 horas a 28-37 °C,
con agitacién de la mezcla; durante el tratamiento, se afiade, si procede, una cantidad adecuada de un sistema de
activacién metabélica.

Al final del tratamiento, las células se centrifugan, lavan y siembran en un medio de cultivo apropiado. Tras la
incubacién se examinan las placas para determinar la supervivencia y la inducciéon de recombinacién
mitética.

Si la primera experiencia da resultados negativos, se procedera a una segunda, en esta ocasién con células en fase
estacionaria; si los resultados de la primera fueran positivos, se confirmar4n en una experiencia indepen-
diente.

2. RESULTADOS

Los resultados se presentar4n en forma de tablas en las que aparezcan el nimero de colonias contadas, el de
recombinantes, el indice de supervivencia y la frecuencia de recombinantes.

Los resultados se confirmarén en un experimento independiente.

Los resultados se evaluaran por métodos estadisticos apropiados.-
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3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluird, si fuera posible:
— cepa utilizada -

— condiciones del ensayo: células en fase estacionaria o de crecimiento, composicién de los medios, temperatura y
duracién de la incubacién, sistema de activacién metabélica

— condiciones del tratamiento: niveles de exposicién, procedimiento y duracién del tratamiento, temperatura del
tratamiento; controles positivos y negativos

— numero de colonias contadas, nimero de recombinantes, supervivencia y frecuencia de recombinacién,
relacién dosis-respuesta si es posible, evaluacién estadistica de los datos

— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2. Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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MUTACION GENICA DE CELULAS DE MAMIFERO IN VITRO
1. METODO

1.1. Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definicion

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

Pueden utilizarse sistemas de cultivo de células de mamifero para descubrir mutaciones provocadas por sustancias
quimicas. Entre las lineas celulares de mayor uso figuran las células de linfoma de ratén L5178Y vy las lineas
celulares CHO y V-79 del hamster chino. En estas lineas celulares, los sistemas de uso méas comun determinan las
mutaciones en los loci de la timidinquinasa (TK), la hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) (1) y la
Na*/K* ATPasa. Los sistemas mutacionales TK y HPRT revelan mutaciones de pares de bases, mutaciones por
desplazamiento del marco de lectura del cédigo genético (frameshift mutations) y delecciones pequefias por su
parte, el sistema Na*/K* sélo descubre las mutaciones de pares de bases.

Las células deficientes en timidinquinasa (TK) a causa de la mutacién directa TK*/TK- son resistentes a la
bromodeoxiuridina (BrdU), a la fluorodesoxiuridina (FdU) o a la trifluorotimidina (TFT), ya que estos
antimetabolitos no son incorporados a los nucledtidos celulares por la timidinquinasa del sistema enzimdtico de
«salvamento»; los nucle6tidos necesarios para el metabolismo celular sé6lo se obtienen mediante sintesis de novo.
No obstante, en presencia de timidinquinasa, se incorporan a los nucleétidos BrdU, FdU o TFT, con las
consiguientes inhibicién del metabolismo celular y citotoxicidad. Asi pues, las células mutantes proliferan en
presencia de BrdU, FdU o TFT, al contrario que las normales, que contienen timidinquinasa. De igual modo, las
células deficitarias en HPRT son seleccionadas por resistencia a la 8-azaguanina (AG) o a la 6-tioguanina (TG). Las
células con Na*/K* ATPasa alterada se seleccionan por resistencia a la cuabaina.

La citotoxicidad se averigua determinando el efecto de la sustancia estudiada sobre la capacidad para formar
colonias (eficacia de clonado) o los indices de crecimiento de los cultivos. La frecuencia de mutantes se establece
mediante la siembra de un nimero conocido de células en un medio que contenga agente selectivo para descubrir
las células mutantes, y en un medio que no lo contenga para determinar las células supervivientes. Tras un periodo
de incubacién apropiado, se cuentan las colonias. Las frecuencias de mutantes se calculan a partir del nimero de
colonias mutantes, y en funcién del indice de supervivencia celular.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos
Células

Pueden utilizarse para este ensayo lineas celulares diversas, entre las que cabe citar los subclones de L5178Y, las
células CHO o V-79, con sensibilidad demostrada a los mutdgenos quimicos, gran eficacia de clonado y frecuencia
de mutacién espontdnea escasa. Pueden examinarse periédicamente las células empleadas para comprobar la
estabilidad del cariotipo y la inexistencia de contaminacién por mycoplasma.Es posible recurrir a otros tipos
celulares, siempre que esté perfectamente comprobada su validez para poner de manifiesto mutaciones génicas
inducidas por via quimica.

() Antes HGPRT.
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Medio

Se utilizaran medios de cultivo y condiciones de incubacién adecuados (p. €j., temperatura, recipientes de cultivo,
concentraciones de CO, y humedad). Medios y sueros se elegiran en funcién de los sistemas selectivos y el tipo
celular empleados en el ensayo.

Sustancia estudiada

Las sustancias analizadas pueden prepararse en los medios de cultivo, o disolverse o suspenderse en vehiculos
apropiados antes de tratar las células. La concentracién final del vehiculo en el sistema de cultivo no debe influir en
la viabilidad ni en el indice de crecimiento de las células.

Activacién metabélica

Las células han de exponerse a la sustancia analizada en presencia y ausencia de un sistema de activacién
metabdlica exédgena de mamifero apropiado. Cuando se utilicen tipos celulares con -actividad metabdlica
intrinseca, deber4 tenerse la certeza de que el fndice y la naturaleza de la actmdad son adecuados para la clase
quimica objeto-de estudio.

Condiciones del ensayo
Uso de controles negativos y positivos

Se iniciar4n en cada experimento controles positivos, utilizando una sustancia de acci6n directa y otra que precise
activacién metabélica; se empleard asimismo un control negativo (vehiculo).

A continuacién damos ejemplos de sustancias que pueden utilizarse como controles positivos:

— compuestos-de accion directa:
— etilmetanosulfonato

— hicantona

— compuestos de accién indirecta:
— 2-acetilaminofluoreno
— 7,12-dimetilbenzantraceno

— N-nitrosodimetilamina.

Si se considera oportuno, se incluir4 un control positivo extra perteneciente a la misma clase quimica que la
sustancia estudiada.

Concentraciones de exposicién

Se utilizardn varias concentraciones de la sustancia estudiada. Las empleadas deben provocar un efecto téxico
relacionado con la concentracidn; la concentracién méxima originar4 una supervivencia escasa, y la minima, una
supervivencia semejante a la observada en el control negativo.

Las sustancias relativamente insolubles en agua se estudiaran hasta su limite de solubilidad mediante métodos
apropiados. En lo que respecta a las sustancias téxicas claramente hidrosolubles, la conccntraaén méxima se
determinari en cada caso.

Procedimiento

El nimero de células utilizadas por cultivo debe estar en relacién con la frecuencia de mutaciones espontdneas; la
regla general consiste en emplear un nimero de células viables igual a diez veces la inversa de la frecuencia de
mutaciones espontineas.

Las células se expondran durante un perfodo suficiente, que en la mayoria de los casos serd de 2-5 horas. Las
‘células que no tengan actividad metabélica intrinseca suficiente se expondran a la sustancia objeto de estudio en
presencia y ausencia de un sistema de activacién metabélica apropiado. Al final del periodo de exposicién, se lavan
las células hasta eliminar la sustancia estudiada, y se someten luego a cultivo para determinar la viabilidad y
permitir la expresién del fenotipo mutante.

Al terminar el perfodo de expresidn, que ser4 suficiente para permitir una expresién fenotipica casi éptima de los
mutantes inducidos, se cultivan las células en un medio, con agentes selectivos (y sin ellos), para determinar tanto el

niimero de mutantes como la viabilidad.

Todos los resultados se confirman en un experimento independiente.
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2. RESULTADOS

Los resultados se expondran en forma de tablas en las que aparezcan los recuentos por placa, para la sustancia
estudiada y los controles, en lo que respecta a la induccién de mutacidn y a la supervivencia. Se indicarédn también el
niimero medio de colonias por placa y la desviacién estandar. La frecuencia de mutacién se expresara como
ntmero de mutantes por nimero de células supervivientes. El indice de supervivencia y las eficacias de donado se
expresan en porcentaje del valor control.

Los resultados se evaluardn por métodos estadisticos apropiados.

3. INFORME"

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluird, si fuera posible:
— linea celular utilizada, numero de cultivos celulares, métodos de mantenimiento de los cultivos celulares

— condiciones de ensayo: composicién de los medios, concentracién de CO,, concentracién de la sustancia
estudiada, vehiculo usado, temperatura de incubacién, perfodo de incubacién, longitud del perfiodo de
expresion (incluido el niimero de células sembradas, los subcultivos y los programas de aporte nutritivo, si
procede), duracién del tratamiento, densidad celular durante él, tipo de sistema de activacién metabélica de
mamifero utilizado, controles positivo y negativo, agente selectivo utilizado

— justificacién de la eleccién de las dosis

— método empleado para enumerar las células viables y mutantes
— evaluacién estadistica

— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2. Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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LESION Y REPARACION DE DNA — SINTESIS'-DE DNA NO PROGRAMADA — CELULAS DE MAMIFEROS
IN VITRO

1. METODO

1.1. Introducciéon

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2 " Definicién

Véase Introduccion general, Parte B.

1.3, Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

El ensayo de sintesis no programada de DNA (UDS) mide la sintesis de reparacién del DNA tras escisién y
eliminacién de un fragmento de DNA que contiene la regién lesionada por agentes quimicos y fisicos. Se basa en la
incorporacién de timidina tritiada (*H-TdR) al DNA de células de mamifero que no se encuentren en la fase S del
ciclo celular. Es posible determinar la captacién de *H-TdR mediante el examen del DNA procedente de células
tratadas por autorradiografia o recuento en centelleo liquido (LSC): Las células de mamifero en cultivo, salvo si se
utilizan hepatocitos primarios de rata, se tratan con la sustancia objeto de estudio con un sistema de activacién
metabdlica exdgeno y sin él. También es posible determinar la UDS por métodos in vivo.

1.5. - Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Las sustancias quimicas analizadas y las de control o referencia se preparardn en un medio de crecimiento, o se
disolveran o suspenderan en vehiculos apropiados, para diluirse luego aiin mas en un medio de cultivo antes de
utilizarse en el ensayo. La concentracién final del vehiculo no debe influir en la viabilidad celular.

Pueden utilizarse para este ensayo cultivos primarios de hepatocitos de rata, linfocitos humanos o lineas celulares
establecidas (p. ej., fibroblastos humanos diploides). :

Las células se expondran a la sustancia quimica estudiada en presencia y ausencia de un sistema de activacién
metabélica apropiado.

Condiciones del ensayo
Numero de cultivos

Son necesarios, para cada punto experimental, al menos dos cultivos celulares para la autorradiografia y seis (o
menos, si esta justificado cientificamente) para el recuento en centelleo liquido.

Uso de testigos negativos y positivos

Se incluirdn en cada experimento controles positivos y negativos (no tratados, con vehiculo 0 ambos) simultdneos,
con activacién metabdlica y sin ella.
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Son ejemplos de controles positivos para la prueba con hepatocitos de ratas el 7,12-dimetilbenzantraceno
(7,12-DMBA) o el 2-acetilaminfluoreno (2-AAF). En el caso de lineas celulares establecidas, el 4-NQO
(4-nitriquinclina-N-6xido) es un ejemplo de control positivo para los ensayos por autorradiografia y LSC
realizados sin activacién metabdlica; cuando se emplean sistemas de activacién metabdlica, un ejemplo de
compuesto de control positivo seria la N-dimetilnitresamina.

Concentraciones de exposicién

Se utilizar4 una gama de concentraciones de la sustancia estudiada que permita determinar la respuesta de modo
éptimo. La concentracién maxima debe producir ciertos efectos citotdxicos. Los compuestos relativamente
insolubles en agua se estudiardn hasta el limite de solubilidad. En lo que respecta a las sustancias atdxicas
claramente hidrosolubles, la concentracién mas alta se determinaré en cada caso.

Células

Para mantener los cultivos, se utilizaran medios de crecimiento, concentraciones de CO, y temperatura y humedad
apropiados. Las lineas celulares establecidas se examinarin peridédicamente para comprobar si existe
contaminacién por mycoplasma.

Activacién metabdlica

En los cultivos primarios de hepatocitos no se utiliza ningtin sistema de activacién metabélica. Por su parte, las
lineas celulares establecidas y los linfocitos se exponen a la sustancia estudiada en presencia y ausencia de un
sistema de activacién metabdlica apropiado.

Procedimiento
Preparacién de los cultivos

Lineas celulares establecidas, derivadas de cultivos madre (p. €j., por tripainizacién o agitacién) se siembran con la
densidad adecuada en recipientes de cultivo y se incuban a 37° C.

Se establecen cultivos a corto plazo de hepatocitos de rata permitiendo a hepatocitos recién disociados en un medio
apropiado fijarse a la superficie de crecimiento. '

Los cultivos de linfocitos humanos se establecen por medio de técnicas apropiadas.

Tratamiento de los cultivos con la sustancia estudiada
Hepatocitos primarios de rata

Los hepatocitos de ratas recién aisladas se tratan con la sustancia estudiada, en un medio que contenga 3H-TdR,
durante un periodo de tiempo apropiado. Al final de éste, se eliminar4 el medio, y se aclararén, fijardn y secardn las
células. Las preparaciones s¢ sumergen en una emulsién autorradiografica (también cabe utilizar pelicula
fotografica), se exponen, se revelan, se tifien y se cuentan.

Lineas celulares establecidas y linfocitos

Técnicas autorradiogréficas: Los cultivos celulares se exponen a la sustancia estudiada durante periodos de tiempo
adecuados, y se tratan después con SH-TdR. El plazo de exposicion dependeré de la naturaleza de la sustancia, de
la actividad del sistema metabélico y del tipo de células. Para apreciar el pico de UDS, se afiadird *H-TdR al mismo
tiempo que la sustancia analizada o en los pocos minutos posteriores a su exposicion. La eleccién de una u otra de
estas técnicas vendré determinada por posibles interacciones entre la sustancia y la *H-TdR. Para distinguir esta
Gitima se utiliza, por ejemplo, un medio deficitario en arginina, un contenido de suero bajo o la adicién de
hidroxiurea al medio de cultivo.

Determinaciones de la UDS por LSC: Antes de proceder al tratamiento con la sustancia objeto de estudio, se
bloquear4 la entrada de las células en la fase S del modo antes indicado; a continuaci6n, se expone a las células a la
sustancia tal como se describe para la autorradiografia. Al final del periodo de incubaci6n, se extrae el DNA de las
células y se determinan el contenido total de DNA vy el grado de incorporacién de *H-TdR.

Hay que sefialar que cuando se utilicen linfocitos humanos en las técnicas expuestas no es necesario suprimir la
replicacién semiconservadora de DNA en cultivos no estimulados. :
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Analisis
Determinaciones autorradiograficas

Para determinar la UDS en células en cultivo, no se cuentan los nicleos en fase S. Se contaran por lo menos 50
células por concentracion. Las preparaciones recibirdn un cddigo antes del recuento. Se contardn en cada una de
ellas varios campos, elegidos al azar y lo bastante alejados entre si. Se determinara la cantidad de 3H-TdR
incorporada al citoplasma mediante el recuento de tres superficies del tamafio del nicleo en el citoplasma de cada
célula contada.

Determinacién por LSC

En las determinaciones de la UDS por LSC debe utilizarse un nimero adecuado de cultivos para cada
concentracién y en los controles.

Todos los resultados se confirmardn en un experimento independiente.

2. RESULTADOS

Los resultados se presentardn en forma de tablas.

2.1. Determinaciones autorradiograficas

Se registraran por separado la cantidad de *H-TdR incorporada al citoplasma y el nimero de granos encontrados
sobre el nucleo celular.

Pueden utilizarse la media, la mediana y el modo para describir la distribucién de la cantidad de 3H-TdR
incorporada en el citoplasma, asi como el nimero de granos por niucleo.

2.2. Determinaciones por LSC

Para las determinaciones por LSC, se indicar4 la incorporacién de 3H-TdR en forma de dpm/ug de DNA. Puede
utilizarse la media de dmp/ug de DNA, con su desviacién estindar, para describir la distribucién de la
incorporacién.

Los datos se evaluaran por métodos estadisticos apropiados.

3. INFORME

3.1. Datos el ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:

— células utilizadas, densidad y nimero de pases en el momento del tratamiento, nimero de cultivos
celulares :

— métodos utilizados para el mantenimiento de los cultivos celulares, incluidos medio, temperatura y
concentraciéon de CO,

— sustancia estudiada, vehiculo, concentraciones y justificacién de la eleccion de las concentraciones empleadas
en el ensayo

— detalles sobre los sistemas de activacién metabélica
— programa de tratamiento

— controles positivos y negativos
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— técnica autorradiogréfica utilizada
— métodos empleados para bloguear la entrada de las células en la fase S

-— técnicas utilizadas para extraer el DNA y determinar la cantidad total de DNA en la determinacién por
LSC ’

— relacién dosis-respuesta, si es posible
— evaluacién estadistica
— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2. Evaluacidn e interpretacion

Véase Introduccion general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO IN VITRO DE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS

1. METODO

1.1. Introduccion

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. ~ Definicién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna. R
1.4, Principio del método

El ensayo de intercambio de crométidas hermanans-(SCE) es una prueba a corto plazo encaminada a descubrir
intercambios reciprocos de DNA entre 2 cromitidas hermanas de un cromosoma de desdoblamiento. Los SCE
representan el intercambio reciproco de productos de replicacidon del DNA en loci aparentemente homélogos. Es
probable que el proceso de intercambio comprenda la rotura y la reunién del DNA, aunque se sabe poco sobre su
base molecutar. Para descubrir los SCE, es necesario poder marcar de forma diferente las cromatidas hermanas,
cosa que se consigue mediante la incorporacién de bromodesoxiuridina (BrdU) al DNA cromosémico durante dos
ciclos celulares.

Se exponen células de mamifero in vitro a la sustancia objeto de estudio en presencia y ausencia de un sistema de
activacién metabolica exégena de mamifero, si procede, y se cuitivan durante dos ciclos de replicacién en un medio
que contenga BrdU. Después del tratamiento con un inhibidor del huso (p. €j., colchicina) para acumular las
células en fase de mitosis de tipo metafasico (c-metafase), se recolectan las células y se realizan preparaciones de

cromosomas.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

— Pueden utilizarse en el ensayo cultivos primarios (linfocitos humanos) o lineas celulares establecidas (p. ¢j.,
células ovaricas de hamster chino). Las lineas celulares se controlaran en busca de una posible contaminacién
por mycoplasma.

— Se utilizardn medios de cultivo y condiciones de incubacién (p. ¢j., temperatura, recipientes de cultivo,
concentracién de CO; y humedad) adecuados.

— Las sustancias estudiadas pueden prepararse en medios de cultivo, o disolverse o-suspenderse en vehfculos
apropiados, antes del tratamiento de las células. La concentracién final de un vehiculo en el sistema de cultivo
no debe influir de modo notable en la viabilidad ni en el indice de crecimiento de las células, y los efectos sobre la
frecuencia de SCE se controlardn con ayuda de un control del disolvente.

— Las células se expondran a la sustancia estudiada en presencia y ausencia de un sistema de activacién
metabélica exdgeno de mamifero. Por otro lado, cuando se utilicen tipos de células con actividad metabélica
intrinseca, el grado y la naturaleza de la actividad deben ser apropiados para la clase quimica objeto de
estudio.

Condiciones del ensayo
Niumero de cultivos

Para cada ensayo, se utilizaran dos cultivos separados, por lo menos.
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Uso de controles positivos y negativos

Deben incluirse en cada experimento controles positivos en los que se utilicen una sustancia con acci6n directa y
otra que precisa activacién metabélica; también ha de utilizarse un control para el vehiculo.

A continuacién facilitamos ejemplos de sustancias que pueden utilizarse como controles positivos:
— compuesto de accion directa: etilmetanosulfonato
— compuesto de accion indirecta: ciclofosfamida.

En caso oportuno, puede incluirse un control positivo complementario de la misma clase quimica que la sustancia
estudiada. '

Concentraciones de exposicidn

Se utilizar4n al menos tres concentraciones de la sustancia objeto de estudio, escalonadas debidamente. La
concentracién mdxima producird un efecto téxico significativo, pero no impedird una replicacién celular
adecuada. Las sustancias relativamente insolubles en agua se estudiaran hasta el limite de solubilidad por métodos
apropiados. En lo que respecta a las sustancias atéxicas claramente hidrosolubies, la concentracién m4s alta se
determinaré en cada caso.

" Procedimiento

Preparacién de los cultivos

Lineas celulares establecidas, derivadasde cultivos madre (p. €j., por tripsinizacién o agitacién), se siembran conla
densidad adecuada en recipientes de cultivo y se incuban a 37° C. En los cultivos de una sola capa celular, el
ntmero de células por recipiente de cultivo debe ajustarse de modo que los cultivos no confluyan en més del 50 %
en el momento de la recogida. También es posible utilizar las células en forma de un cultivo en suspension. Los
cultivos de linfocitos humanos se preparan a partir de sangre heparinizada por medio de técnicas apropiadas, y se
incuban a 37° C.

Tratamiento

Se expone a células en fase de crecimiento exponencial a la sustancia analizada durante un periodo de tiempo
apropiado; en la mayoria de los casos pueden bastar una o dos horas; pero en determinadas circunstancias puede
prolongarse el periodo de tratamiento hasta abarcar dos ciclos celulares completos. Las células sin actividad
metabélica intrinseca deben exponerse a la sustancia estudiada en presencia y ausencia de un sistema de activacién
metabélica apropiado. Al final del periodo de exposicién, se lavan las células hasta eliminar la sustancia estudiada
y se cultivan en presencia de BrdU durante dos ciclos de replicacién. Otro método consiste en exponer
simultdneamente las células a la sustancia y BrdU durante dos ciclos celulares completos.

Los cultivos de linfocitos humanos se tratan mientras se encuentran en un estado semisincrénico.

Las células se examinan en su segunda divisién tras el tratamiento, con lo que se garantiza la exposicién de las fases
més sensibles del ciclo celular a la sustancia estudiada. Todos los cultivos a los que se afiada BrdU se manipularan
en la oscuridad o con iluminacién débil de lamparas incandescentes hasta la recoleccion de las células, a fin de
reducir la fotélisis del DNA que contenga BrdU.

Recoleccién de las células

Los cultivos celulares se tratan con un inhibidor del huso (p. €j., colchicina) de 1 a 4 horas antes de la recoleccién.
Cada cultivo se recolecta y trata por separado para la preparacion de los cromosomas.

Preparacién y teiiido de los cromosomas

Las preparaciones de cromosomas se realizan por métodos citogenéticos estdndar. Existen varias técnicas para
tefiirlos de forma que se aprecien los SCE (p. ej., el método de fluorescencia con Giemsa).
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Anilisis
El nimero de células analizadas dependeré de la frecuencia esponténea de control de SCE. Por lo general, se
analizan al menos 25 metafases bien escalonadas por cultivo para contar los SCE. Las preparaciones reciben un
c6digo antes del anélisis. En linfocitos humanos, sélo se analizan las metafases que contienen 46 centrémeros. En
las lineas celulares establecidas, s6lo se analizan las metafases que contienen + 2 centrémeros del nimero modal.
Se precisara si una inversion del marcado en el centrémero se considera SCE. Los resultados se confirmardn en un
experimento independiente.
2. RESULTADOS
Los resultados se presentaran en forma de tablas. El nimero de SCE para cada metafase y el de SCE por
cromosoma han de facilitarse por separado para todos los cultivos tratados y de control. Los resultados se
analizardn por métodos estadisticos adecuados.
3. INFORME
3.1. Datos del ensayo
El informe sobre el ensayo incluira, si fuera posible:
— células utilizadas, métodos de mantenimiento del cultivo celular
— condiciones del ensayo: composicién de los medios, concentracién de CQ,, concentracién de la sustancia
estudiada, vehiculo empleado, temperatura de incubacién, perfodo de tratamiento, inhibidor del huso
utilizado, su concentracién y duracién del tratamiento con él, tipo de sistema de activacién de mamifero
utilizado, controles positivos y negativos
— ndmero de cultivos celulares por ensayo ;
— detalles de la técnica utilizada para la preparacién de las extensiones
— namero de metafases analizadas (datos facilitados por separado para cada cultivo)
— numero medio de SCE por célula y por cromosoma (datos facilitados por separado para cada cultivo)
— criterio de recuento de los SCE
— justificacién de la eleccién de las dosis
— relacién dosis-respuesta, si es posible
— evaluacion estadistica
— comentario de los resultados
— interpretacidn de los resultados.
3.2, Evaluacion e interpretacion
Véase Introduccion general, Parte B.
4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO DE LETALIDAD RECESIVA LIGADA AL SEXO EN DROSOPHILA MELANOGASTER

1. METODO '

1.1. . Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definicién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

La prueba de letalidad recesiva ligada al sexo (SLRL) practicada con. Drosophila melanogaster descubre la:

aparicién de mutaciones (lo misimo mutaciones puntuales que pequefias deleciones) en lalinea germinal del insecto.

Se trata de un analisis de mutacién capaz de descubrir mutaciones en unos 800 loci de cromosoma X, lo que supone

alrededor del 80 % del total de loci existentes. El cromosoma X supone aproximadamente una quinta parte del
" genoma haploide completo.

Las mutaciones del cromosoma X de Drosophila melanogaster se expresan fenotipicamente en los machos
portadores del gen mutante. Cuando la mutacién es letal en el estado hemicigoto, se deduce su presencia por la falta
de uno de los grupos de descendencia masculina de los dos producidos normalmente por una hembra heterocigota.
La prueba SLRL aprovecha estas circunstancias por medio de cromosomas marcados especialmente y con
reordenaciones de su estructura.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Animales de experimentacién

Pueden utilizarse machos de un linaje de tipo salvaje bien definido, y hembras de linaje Muller-5. También cabe
emplear otros linajes de hembras debidamente marcadas con cromosomas X invertidos de manera multiple.

Sustancia objeto de estudio

Las sustancias estudiadas se disuelven en agua. Las que sean insolubles en agua pueden disolverse o suspenderse en
vehiculos apropiados (p. €j., una mezcla de etanol y Tween-60 u 80), para diluirse luego en agua o solucién salina
antes de la administracién. Se evitara el uso de dimetilsulf6xido (DMSO) como vehiculo.

Numero de animales

Se determinar4n previamente la sensibilidad y la potencia de la prueba. La frecuencia de mutantes espontdneos
observada en el control apropiado influira intensamente €n el nimero de cromosomas tratados que deba
analizarse.

Via de administracién

La exposicién puede ser oral, por inyeccién o por exposicién a gases o vapores. La sustancia objeto de estudio
puede administrarse en una solucién azucarada. Cuando sea necesario, pueden disolverse las sustancias en una
solucién de CINa al 0,7 % e inyectarlas asi en el térax o el abdomen.

Uso de controles negativos y positivos

Se incluirdn controles negativos (vehiculo) y positivos. No obstante, si el laboratorio dispone de datos de controles
publicados adecuados, no son necesarios controles simultdneos.
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Niveles de exposicién

Se utilizaran tres niveles de exposicién. Para una evaluacién preliminar, puede utilizarse un solo nivel de exposicién
de la sustancia analizada, que corresponder4 a la concentracién méxima tolerada o a la que produzca ciertos signos
de toxicidad. Cuando se trate de sustancias atéxicas, ha de utilizarse 1a exposicién en la concentracién maxima
posible.

Procedimiento

Se tratan machos de fenotipo salvaje (de tres a cinco dfas de edad) con la sustancia objeto de estudio y se aparean
individualmente con varias hembras virgenes del linaje Muller-5, o de otro debidamente marcado (con
cromosomas invertidos de manera multiple). Las hembras se sustituyen por virgenes nuevas cada dos o tres dias
para cubrir el ciclo germinal completo. Se examina luego la descendencia de estas hembras para apreciar los efectos
letales correspondientes a los efectos sobre el esperma maduro, las espermatidas en estadios precoces, medios y
tardios, los espermatocitos y los espermatogonios en el momento del tratamiento.

Las hembras F, heterocigotas procedentes de los cruces anteriores se aparean individualmente (es decir, una
hembra por vial) con sus hermanos. En la generacién F,, se examina cada cultivo para descubrir la ausencia de
machos del tipo salvaje. Si un cultivo parece proceder de una hembra F, portadora de un gen letal en el cromosoma
X paterno (es decir, no se observa ningiin macho portador del cromosoma tratado), se pondréan a prueba las hijas
de esta hembra que presenten el mismo genotipo para comprobar si la letalidad se repite en la generacién
siguiente.

2. RESULTADOS

Los resultados se presentaran en forma de tablas en las que se consignen el mimero de cromosomas estudiados, el de
machos infértiles y el de cromosomas letales en cada concentracién de exposicién y en cada periodo de
apareamiento, para cada macho tratado. Se indicar4 el nimero de grupos de tamafios diferentes por macho. Los
resultados se confirmaran en un experimento independiente.

Se utilizaran métodos estadisticos apropiados para evaluar el ensayo de letalidad recesiva ligada al sexo. El
reagrupamiento de genes letales recesivos procedentes de un solo macho se tendré en cuenta y se evaluaré por un
método estadistico adecuado.

3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:

— linajes o cepas de Drosophila empleados, edad de los insectos, niimero de machos tratados, nimero de machos
estériles, nimero de cultivos F, establecidos, nimero de cultivos F, sin progenie, nimero de cromosomas
portadores de un gen letal encontrado en cada estadio de la célula germinal

— criterios adoptados para determinar el tamaiio de los grupos tratados

— condiciones de la prueba: descripcién detallada del programa de tratamiento y muestreo, niveles de exposicién,
datos de toxicidad, controles negativos (disolvente) y positivos si procede

"— criterios de recuento de las mutaciones letales
— relacién exposicién/efecto, si es posible

— evaluacién de los datos

— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2. Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B. .

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO DE TRANSFORMACION DE. CELULAS DE MAMIFERO IN VITRO -

1. METODO

1.1, . Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2 Definiciéon

Véase introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

Es posible utilizar sistemas de cultivo de células de mamifero para descubrir modificaciones fenotipicas in vitro
inducidas por sustancias quimicas asociadas con transformacién maligna in vivo. Entre las células de uso mas
frecuente figuran C3H10T1/,, 3T3, SHE, rata Fisher; las pruebas se basan en modificaciones de la morfologia
celular, la formacién de focos o modificaciones vinculadas con el crecimiento o no en agar semisélido. Existen
sistemas, empleados con menor frecuencia, que ponen de manifiesto otras alteraciones fisioldgicas o morfoldgicas
en las células tras exposicién a sustancias quimicas carcinogénicas. Ninguno de los criterios analizados en estas
pruebas in vitro tiene una relacién de mecanismo establecida con el cancer. Algunos de los sistemas de prueba son
capaces de descubrir promotores tumorales. Puede determinarse la citotoxicidad averiguando el efecto de la
sustancia estudiada sobre la capacidad de formacién de colonias (eficacia de clonado) olos {ndices de crecimiento
de los cultivos. La determinacion de la citotoxicidad tiene por objeto establecer si la exposicién a la sustancia
analizada ha sido toxicolégicamente significativa, pero no permite calcular la frecuencia de transformaciones en
todas las pruebas, dado que en algunas de éstas pueden ser necesarias una incubacién prolongada, una nueva
siembra o ambas.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos
Células

Segtin la prueba de transformacién que se realice, pueden utilizarse lineas celulares o células primarias diversas. El
investigador se encargar4 de que las células que se empleen presenten la modificacién fenotipica apropiada tras
exposicién a sustancias carcinogénicas conocidas, y de que la fiabilidad y la validez de la prueba efectuada en su
laboratorio estén contrastadas por datos documentados. )

Medio

Se utilizardn medios y condiciones experimentales apropiados para la prueba de transformacién elegida.

Sustancia objeto de estudio

Las sustancias puestas a prueba pueden prepararse en medios de cultivo, disolverse o suspenderse en vehiculos
apropiados antes de tratar las células. La concentracién final del vehiculo en el medio de cultivo no influir4 en la
viabilidad de las células, el indice de crecimiento ni en la incidencia de transformacién.

Actividad metabélica

Las células se expondran a la sustancia estudiada en presencia'y en ausencia de un sistema de activacién metabdlica
de mamifero apropiado. Cuando se utilicen tipos celulares con actividad metabdlica intrinseca, deber4 sabersesila
naturaleza de la actividad es apropiada para la clase quimica analizada.
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Condiciones del ensayo
Uso de controles negativos y positivos

Se incluirdn en cada experimento controles positivos a base de una sustancia de accién directa y otra que precise
activacién metabolica; también se utilizar4 un control negativo (vehiculo).

A continuacién'se ofrecen ejemplos de sustancias que pueden emplearse como controles positivos:

— Compuestos de accién directa:
— etilmentanosulfonato

— B-propiolactona

— Compuestos que precisan activacién metabolica:
— 2-acetilaminofluoreno
— 4-dimetilaminoazobenceno

— 7,12-dimetilbenzantraceno

Cuando se juzgue oportuno, se incluira un control positivo complementario perteneciente a la misma clase quimica
que la sustancia estudiada.

Concentraciones de exposicién

Se utilizarén varias concentraciones de la sustancia objeto de estudio, que producir4n un efecto téxico acorde con
su potencia; asi, la concentracién méaxima provocara una supervivencia escasa, mientras que la supervivencia con
la concentracién minima serd aproximadamente igual a la encontrada en el control negativo. Las sustancias
relativamente insolubles en agua se estudiaran hasta el limite de solubilidad por medio de métodos apropiados. En
lo que respecta a las sustancias atéxicas claramente hidrosolubles, la concentracion mis alta de la sustancia
estudiada se determinara en cada caso.

Procedimiento

Las células deben exponerse durante un periodo de tiempo adecuado, que dependers del sistema celular utilizado;
por tanto, quiz4 sea necesario un nuevo tratamiento, acompaiiado de un cambio de medio (y, en casb preciso, de
una nueva mezcla de activacién metabélica), si la exposicién es prolongada. Las células carentes de actividad
metabolica intrinseca suficiente se expondran a la sustancia estudiada en presencia y en ausencia de un sistema de
activacién metabélica apropiado. Al final del periodo de exposicion, se lavan las células hasta eliminar la sustancia
analizada y se cultivan en condiciones que permitan la aparicién del fenotipo transformado en estudio; se
determina también la incidencia de esta transformacién. Todos los resultados se confirman en un experimento
independiente.

2. RESULTADOS

Los resultados se presentaran en forma de tablas que recogeran datos diversos segtin el método que se utilice, como,
por ejemplo, recuentos por placa, placas positivas o ntiimero de células transformadas. Cuando proceda, se
expresari el indice de supervivencia en porcentaje de los indices de control y frecuencia de transformacién a modo
del nimero de células transformadas frente al de supervivientes. Los resultados se evaluarén por métodos
estadisticos apropiados.

3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluira, si fuera posible:
— tipo de célula utilizado, nimero de cultivos celulares, métodos de mantenimiento de los cultivos celulares

— condiciones del ensayo; concentracién de la sustancia estudiada, vehiculo utilizado, periodo de incubacién,
duracién y frecuencia del tratamiento, densidad celular durante el tratamiento, tipo de sistema de activacién
metabdlica exdgena utilizado, controles positivos y negativos, especificacién del fenotipo estudiado, sistema
selectivo empleado (si procede), justificacién de la eleccién de las dosis
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3.2.

— método utilizado para contar las células viables y transformadas
— evaluacidn estadistica

— discusién de los resultados

. — interpretacién de los resultados.

Evaluacién e interpretacion

Véase Introduccién general, Parte B. -

REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO DE LETALIDAD DOMINANTE EN ROEDORES
1. METODO

1.1; Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definicién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

La letalidad dominante provoca la muerte del embrién o feto. Su induccién por exposicién a una sustancia qufmica
indica-que ésta ha alterado el tejido embrionario de la especie estudiada. Se admite generalmente que la letalidad
dominante se debe a una lesién cromosémica (anomalias estructurales y numéricas). Si los animales tratados son
hembras,-la muerte del embrién también puede deberse a efectos téxicos.

En general, los machos se exponen a la sustancia objeto de estudio y se aparean con hembras virgenes no tratadas.
Es posible investigar por separado los distintos estadios de las células embrionarias gracias al empleo de intervalos
de apareamiento sucesivos. Un nimero de implantes muertos por hembra, en el grupo tratado, superior al
observado en el grupo de control, s reflejo de las pérdidas tras la implantacién. Por otro lado, es posible calcular
las pérdidas antes de ella mediante recuento de los cuerpos liteos, o por comparacién entre niimero total de
implantes por hembra en los grupos tratados y los de control. El efecto total de letalidad dominante es igualala
suma de las pérdidas antes y después de la implantacién. El calculo de tal efecto se basa en la comparacién del
mimero de implantes vivos por hembra, en el grupo de prueba, en relacién con el registrado para el grupo de
control. Una reduccién del nimero de implantes en determinados intervalos puede deberse a destruccién de células
(es decir, de espermatocitos, espermatogonios o ambos).

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcién del método
Preparativos

Cuando sea posible, las sustancias objeto de estudio se disolver4n o suspendern en solucién salina isoténica. Las
sustancias quimicas insolubles en agua pueden disolverse o suspenderse en vehiculos apropiados. El vehiculo
utilizado no alterard el compuesto estudiado ni producird efectos téxicos. Deben emplearse preparaciones
recientes de la sustancia objeto de estudio. '

Condiciones del ensayo
Via de administracién
En general, la sustancia estudiada sélo debe administrarse una vez, aunque cabe utilizar un programa de

tratamiento reiterado si lo aconseja la informacién toxicolégica disponible. Las vias de administracién usuales son
la intubacidn oral y la inyeccién intraperitoneal. Pueden ser apropiadas otras vias de administracién.

Animales de experimentacién

Se recomienda utilizar ratas o ratones, j6venes y en plena madurez sexual, que se distribuir4n al azar para formar
grupos de tratamiento y de control.
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Numero y sexo

Se utilizar4 un niimero apropiado de machos tratados, teniendo en cuenta la frecuencia esponténea del cardcter:
biolégica evaluado segtin la cepa empleada. El niimero elegido se-basar4 en la sensibilidad de deteccién y el grado
de significacién, determinados previamente. Por ejemplo, en un experimento tipo, el nimero de machos en cada
grupo posolégico debera ser suficiente para obtener alrededor de 30 a 50 hembras gravidas por periodo de
apareamiento.

Uso de controles negativos y positivos

Se incluirdn simultdneamente en cada experimento controles positivos y negativos (vehiculos). Cuando se disponga
de resultados aceptables obtenidos con controles positivos en experimentos recientes en el mismo laboratorio,
podran ‘emplearse en lugar de un control positivo simultdneo. En lo que respecta a las sustancias de control
positivas, se utilizar4 una dosis baja apropiada (p. €j., MMS, intraperitonalmente, 10 mg/kg) para demostrar la
sensibilidad de la prueba.

Dosis

Normalmente, se utilizan tres niveles posolégicos. La dosis alta producird signos de toxicidad o reduciré la
fecundidad de los animales tratados. En determinados casos, puede bastar un solo nivel posoldgico alto.

Prueba de limite

Las sustancias atéxicas se estudian en concentracién de 5 g/kg en caso de administracién tnica, y de 1 g/kg/dia en
caso de administracién reiterada.

Procedimiento

Hay varios esquemas de tratamiento posibles. El método mds frecuente es el de la administracién dnica, pero
pueden utilizarse otros.

Cada macho se aparea de forma secuencial con 16 2 hembras virgenes no tratadas, a intervalos de tiempo
apropiados tras el tratamiento. Las hembras se mantendrén con los machos durante al menos un ciclo estral
completo o hasta que se compruebe el apareamiento por la presencia de esperma en la vagina o por la existencia de
tapén vaginal.

E} ntimero de apareamientos tras el tratamiento dependerd del programa de tratamiento, y garantizara la
obtencién de muestras de todos los estadios de células embrionarias tras el tratamiento..

Las hembras se sacrifican en lasegunda mitad-de la gestacién para examinar el contenido de su dtero y determinar
¢l niimero de implantes vivos y muertos. Pueden inspeccionarse los ovarios para averiguar el nimero de cuerpos
1dteos.

2. RESULTADOS

Los resultados se presentarén en forma de tablas en las que aparezcan el nimero de machos, el de hembras gravidas
y el de hembras no gravidas. Se facilitaran por separado los resultados de cada apareamiento, incluida la identidad
de cada macho y hembra. Se recoger4n, para cada hembra, la semana de apareamiento y la dosis recibida por los
machos, asf como las frecuencias de implantes vivos y muertos.

El célculo del efecto total de la letalidad dominante se basa en la comparacién del nimero de implantes vivos por
hembta en el grupo tratado y en el de control. Se analiza la relacién entre implantes vivos y muertos en el grupo
tratado, en comparacién con la obtenida en el grupo de control, para deducir las pérdidas tras la
implantacién. i

Si se registran los datos en forma de muertes precoces y tardfas, se indicar4 claramente esta diferencia en las tablas.
Si se calculan las pérdidas antes de la implantacion, debe informarse de ellas. Tales pérdidas pueden calcularse a
modo de diferencias entre el nimero de cuerpos liteos y el de implantes, o de reduccién del nimero medio de
implantes por hembra en relacién con los apareamientos de control.

Los resultados se evaluaran por métodos estadisticos apropiados.



N° L 133/78 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 30. 5. 88

3. INFORME

3.1, Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:

— especie, cepa, edad y pesos delos animales utilizados, nimero de animales de cada sexo en los grupos tratados y
controles

— sustancia estudiada, vehiculo, niveles posoldgicos ensayados y justificacidn de su eleccién, controles negativos
y pesitivos, datos relativos a la toxicidad

— via y programa de tratamiento

— programa de apareamiento ‘

— método utilizado para comprobar el abareamiento

— momento del sacrificio

— criterios de recuento de los efectos de la letalidad dominante
— relacién dosis-respuesta, si es posible

— evaluacién estadistica

— comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2, Evaluacién e interpretacion

Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO CITOGENETICO DE CELULAS EMBRIONARIAS DE MAMIFERO IN VIVO -

1. METODO

1.1. Introducciéon

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definiciéon

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4, Principio del método

Esta prueba citogenética in vivo permite descubrir aberraciones cromosdmicas estructurales en los espermato-
gonios. Consisten en el analisis de las mitosis de los espermatogonios en busca de aberracciones de tipo
cromatidiano y cromosémico.

Se emplean en este método preparaciones de testiculos de mamiferos expuestos a la sustancia quimica estudiada
por vias apropiadas y sacrificados a intervalos variables. Antes del huso, como la colquicina, para acumular las
células en fase de mitosis de tipo metafésico(c-metafase). Se obtienen preparaciones de cromosomas que se secan al
aire, se tifien y se analizan al microscopio.

El anélisis de espermatocitos en diacinesia, metafase I, en busca de multivalentes de translocacién después de
tratamiento de las células tronco de los espermatogonios, puede aportar informacion complementaria til.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcion del método
Preparativos

Las sustancias objeto de estudio se disuelven en solucién salina isoténica. Si son insolubles, se disuelven o
suspenden en un vehiculo apropiado. Se utilizarén soluciones recién preparadas del compuesto analizado. Si se
recurre a un vehiculo para facilitar la administracién, no debe alterar la sustancia estudiada ni producir efectos
toxicos.

Via de administracién

En general, las sustancias analizadas sélo se administrardn una vez. Basdndose en la informacién toxicolégica
disponible, podr4 emplearse un programa de tratamiento reiterado, inicamente cuando la sustancia no ejerza
efecto citotdxico en los espermatogonios en diferenciacién.

Las vias de administracién usuales son la oral y la inyeccién intraperitoneal, aunque pueden ser apropiadas
otras. «

Animales de experimentacién
Se utilizan casi siempre ratones y hamsteres chinos, pero cabe recurrir a cualquier otra especie de mamifero.

Se utilizan machos sexualmente maduros que se distribuyen al azar para formar grupos de tratamiento y de
control.
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Niumero de animales

Han de emplearse al menos cinco machos por grupo experimental y de control.

Uso de controles negativos y positivos
Se incluirdn en cada experimento grupos simultdneos de control positivo y negativo (vehiculo).

Las sustancias de control positivo se utilizardn en una dosis baja apropiada (p. ej., mitomicina C, intraperito-
nealmente, a razén de 0,3 mg/kg) para demostrar la sensibilidad de la prueba.

Dosis

Se emplea una dosis de la sustancia estudiada dela intensidad maxima tolerada o que produzca signos de toxicidad.
Si tal dosis provoca la destruccién de numerosas células, debera utilizarse una dosis mas baja que origine
citotoxicidad. Cuando sea necesario establecer una relacién dosis-respuesta, habran de usarse al menos tres dosis
(p.¢j., para confirmar una respuesta positiva débil). Las sustancias atdxicas se estudiardn a la dosis maxima
posible, ya sea la administracién unica o repetida.

Procedimiento

En general, sélo se administra una vez la sustancia estudiada a los animales. En el grupo que recibe la dosis
méxima, se recogen muestras con tres intervalos tras el tratamiento. La muestra intermedia se obtiene a las
24 horas. Dado que la sustancia estudiada puede influir en la cinética del ciclo celular, las muestras primera y
tercera se recogen, con intervalos apropiados, en un plazo de 6 a 48 horas tras la administracién de la sustancia.
Cuando se utilicen otros niveles posolégicos, se obtendran muestras durante la fase especialmente sensible o,
cuando no se conozca, 24 horas después del tratamiento.

También cabe la posibilidad de emplear un programa de tratamiento reiterado. En tal caso, se sacrifica a los
animales 24 horas después del tiltimo tratamiento. Pueden obtenerse otras muestras entre las 6 y las 24 horas
posteriores al tratamiento.

Preparacidn de los testiculos

Para el anilisis de las mitosis de los espermatogonios, se inyecta a los animales por via intraperitoneal una dosis
apropiada de un inhibidor del huso, como la colchicina. Acto seguido, se sacrifica a los animales tras un perfodo
adecuado, que en los ratones es de 3 a 5 horas, en tanto que en los himsteres chinos puede superar las
S horas.

Se utiliza la técnica de secado al aire, aunque segtin la especie empleada pueden ser necesarias modificaciones del
método estdndar. Se obtienen suspensiones celulares, que se tratan con solucién hipoténica y se fijan. Las células se
extienden sobre portaobjetos y se tifien. Se asigna un cédigo-a los portaobjetos antes de analizarlos al
microscopio.

Anilisis

Se analizan al menos 100 metafases mitéticas bien extendidas, con el nimero completo de centrémeros, en busca
de aberraciones cromosémicas estructurales. Ademds, es posible determinar el indice de mitosis de los
espermatogonios con relacién a la primera y la segunda metafases meiéticas en una muestra total de 100 células en
divisién por animal para establecer un posible efecto citotéxico.

2, RESULTADOS

Los resultados se presentaran en forma de tablas en las que se indiquen por separado todos los tipos de aberraciones
para cada animal de control y tratado. Se incluirn el nimero total de células analizadas y el de células aberrantes
por grupo. Se facilitaran las medias y la desviaci6n estdndar para todos los pardmetros. Se recogeré en forma de

' tabla el indice medio de mitosis de los espermatogonios en relacién con las metafases meiéticas primera y segunda
para cada grupo experimental y de control.

Los datos se evaluardn por métodos estadisticos apropiados.
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3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre ¢l ensayo incluir4, si-fuera posible:
— especie y cepa de los machos, edad y peso de los machos
— niimero de animales de cada grupo experimental y de control

— condiciones de la prueba, descripcién detallada del tratamiento, niveles posolégicos, disolventes, inhibidor del
huso utilizado

— nudmero de células analizadas por animal en cada grupo

— para cada animal tratado y de control, tipo y niimero de aberraciones, por separado
‘— evaluacién estadistica

— comentario de los resultados

— interpretacion de los resultados.

3.2, Evaluacién e interpretacién

Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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ENSAYO DE LA MANCHA EN EL RATON

1. METODO

1.1. Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definicién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia -
Ninguna.-
1.4, Principio del método

Se trata.-de una prueba que se realiza in vivo en ratones, cuyos embriones en desarrollo se exponen a la-sustancia
estudiada. Las células efectoras de 165 embriones en desarollo son los melanoblastos, y los genes efectores son los
responsables de la pigmentaci6n del pelo. Los embriones son heterocigotos para cierto ntimero de estos genes. Una
mutacion en el alelo dominante de tal gen o su pérdida (a consecuencia de fenémenos genéticos diversos) en un
melanoblasto provoca la expresién del fenotipo recesivo en sus células descendientes, con la aparicién consiguiente
de una mancha de otro color en el pelo del ratén resultante. Se cuenta el niimero de descendientes portadores de
manchas (mutaciones), y se compara su frecuencia con la observada en la descendencia procedente del desarrollo
de embriones tratados tnicamente con el disolvente. La prueba de la mancha en el ratén descubre supuestas
mutaciones somaticas en las células fetales.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcién del método
Preparativos

Cuando sea posible, las sustancias se disuelven o suspenden en solucién salina isoténica. Las que sean insolubles en )
agua se disolverdn o suspenderan en vehiculos apropiados. El vehiculo utilizado no debe alterar la sustancia
estudiada ni provocar efectos toxicos. Deben emplearse preparaciones recientes de la sustancia objeto de
estudio.

Animales de experimentacién

Se aparean animales de la cepa T (nonagouti, a/a; chinchilla, pink eye, cp/c'p; brown, b/b; dilute, short ear,
d se/d se; piebald spotting, s/s) con la cepa HT (pallid, nonagouti, brachypody, pa a bp/pa a bp; leaden fuzzy,
In fz/In fz; pearlpe/pe) o con la C57 BL (nonagouti, a/a). Pueden utilizarse otros cruces apropiados, como entre
NMRI (nonagouti, a/a; albino, c/c) y DBA (nonagouti, a/a; brown, b/b; dilute d/d), siempre que produzcan
descendencia nonagouti.

Numero y sexo

Se tratan hembras gravidas suficientes para obtener un niimero de descendientes vivos apropiado para cada nivel
posolégico utilizado. El tamafio de la muestra depender4 del nimero de manchas observadas en los ratones
tratados y de la importancia del nimero de datos de control. Sélo se consideraré aceprable un resultado negativo si
se han examinado al menos 300 descendientes de hembras tratadas con la dosis maxima.

Uso de controles negativos y positivos

Ha dé disponerse de datos de control simultdneos procedentes de ratones tratados sélo con el vehiculo (controles
negativos). Pueden agruparse datos de control histdricos obtenidos en el mismo laboratorio para mejorar la
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sensibilidad de la prueba, siempre que tales datos sean homogéneos. Si la sustancia analizada no resulta ser
mutagena, deber4 disponerse de datos dé control positivos obtenidos en fecha reciente en el mismo laboratorio con. -
una sustancia de potencial mutdgeno conocido en esta prugba.

Via de administracién

Las vias de administracién usuales son la intubacién oral y la inyeccién intraperitoneal de las hembras gravidas.
Cuando convenga, se recurrir al tratamiento por inhalacién u otras vias de administracién.

Dosis

Se utilizan al menos dos niveles posolégicos, incluido uno que origine signos de toxicidad o reduzca el tamafio de
las camadas. En caso de sustancias atéxicas, la exposicién se efectuard a la dosis méxima practicable.

Procedimiento

Normalmente, se administra un tratamiento tnico los dias 8,9 6 10 de la gestacién, considerando como dia 1 aquél
en que se observe por primera vez el tap6n vaginal. Estos dias corresponden a 7,25, 8,25 y 9,25 dias tras la
concepcién. Pueden efectuarse, pasados estos dias; tratamientos sucesivos.

Anidlisis

Al cabo de tres o cuatro semanas del nacimiento, se asignan cddigos a la descendencia y se comprueba si existen
manchas. Se distinguen tres clases de manchas:

a) las manchasblancas a menos de S mm de la linea mesoventral, que se suponen consecuencia de muerte celular

(WMVS),

b) las manchas amarillas, de tipo agouti, asociadas con los pezones, los 6rganos sexuales, la garganta, las
regiones axilar e inguinal y la parte central de la frente, que se suponen debidas a falta de diferenciacién (MDS),

y

c) las manchas pigmentadas y blancas repartidas al azar por el pelaje, que se creen resultado de mutaciones
somaiticas (RS).

Se cuentan las tres clases, pero solo la tltima, la RS, tiene significacién genética. Los problemas que plantea la
diferenciacién de las clases MDS y RS pueden solucionarse examinando muestras de pelo con el microscopio de
fluorescencia.

Se observaran las anomalfas morfolégicas macroscépicas evidentes de la descendencia.

2. RESULTADOS

Los datos se presentaran en forma del nimero total de crias examinadas y del nimero de las que presenten una o
varias manchas supuestamente debidas a mutacién somitica. Se compararan por métodos apropiados los datos de
los animales tratados y los controles negativos. Asimismo, se ofrecerén los resultados considerando la camada
como unidad. :

3. INFORME

3.1. Datos del ensayo

El informe sobre el ensayo incluira, si fuera posible:

— cepas utilizadas en el cruce

— ntimero de hembras gravidas en los grupos experimental y de control

— tamaiio medio de las camadas en los grupos experimentales y de control en el nacimiento y al destete
— dosis de la sustancia estudiada

— disolvente utilizado
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— dia de la gestacién en que se administr6 el tratamiento
— via de administracién

— numero total de descendientes examinados, y niimero con WMVS, MDS y RS en los grupos experimental y de
control

— anomalias morfol6gicas macroscéopicas
— relacién dosis/respuesta de RS, si es posible
— evaluacién estadistica

. — comentario de los resultados

— interpretacién de los resultados.

3.2. Evaluaci6n e interpretacion

Véase Introduccion general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccién general, Parte B.
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TRANSLOCACION HEREDITARIA EN EL RATON

1. METODO

1.1 Introduccién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.2. Definicién

Véase Introduccién general, Parte B.

1.3. Sustancias de referencia
Ninguna.
1.4. Principio del método

\ :
La prueba de translocacién hereditaria en el ratén descubre alteraciones cromosdmicas estructurales y numéricas
en las células embrionarias de mamiferos, tal como se ponen de manifiesto en la descendencia de primera
generacién. Los tipos de alteraciones cromosémicas apreciados son translocaciones reciprocas vy, si se incluye la
descendencia femenina, pérdida del cromosoma X. Los portadores de translocaciones y las hembras XO muestran
una fertilidad reducida que permite la seleccién de una descendencia F; para practicar un analisis citogenético. Una
esterilidad total es consecuencia de tipos de translocacién determinados (autosoma X y tipo c-t). Las
translocaciones se observan citogenéticamente en las células meidticas en diacinesis-metafase I de los individuos
machos, ya sean machos F, o hijos de hembras F,. Las hembras XO se identifican citogenéticamente por la
presencia de s6lo 39 cromosomas en las mitosis de la médula dsea.

1.5. Criterios cualitativos
Ninguno.

1.6. Descripcién del método
Preparativos

Las sustancias objeto de estudio se disuelven en solucién salina isoténica. Si son insolubles en agua, se disuelven o
suspenden en vehiculos apropiados. Se emplean soluciones recién preparadas de la sustancia estudiada. Si se utiliza
un vehiculo para facilitar la administracién, no debe alterar el compuesto analizado ni provocar efectos
téxicos.

Via de administracién

Las vias de administracién usuales son la intubacién oral y la inyeccién intraperitoneal, aunque pueden ser
apropiadas otras vias.

Animales de experimentacién

Para facilitar la reproduccién y la verificacién citoldgica, estos experimentos se realizan con ratones; no es preciso
que sean de una cepa determinada. Sin embargo, el tamafio medio de una camada de la cepa empleada deber4 ser
superior a 8, y relativamente constante. Se utilizardn animales sanos y sexualmente maduros.

Numero de animales

El nimero de animales necesario depende de la frecuencia de translocaciones esponténeas, asi como del {ndice
minimo de induccién preciso para obtener un resultado positivo.

La prueba suele realizarse mediante anlisis de la descendencia masculina F;. Al menos 500 descendientes machos
F, se analizan por grupo de dosis. Si se incluye la descendencia femenina F, son necesarios 300 machos y
300 hembras.
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Uso de controles negativos y positivos

Debe disponerse de datos sobre controles adecuados procedentes de pruebas realizadas simultaneamente y de
controles: histéricos. Si- existen resultados aceptables de controles positivos procedentes de experimentos
efectuados en fecha reciente en el mismo laboratorio, pueden utilizarse en lugar de un control positivo
simultdneo.

Dosis

Se prueba una dosis, por lo general la méxima asociada con la produccién de efectos téxicos minimos pero que no
altere €l comportamiento reproductor ni la supervivencia. Para establecer una relacién dosis/respuesta, son
necesarias otras dos dosis. En caso de sustancias atdxicas, la exposicion se efectuard a la dosis maxima
posible.

Procedimiento
Tratamiento y apareamiento

Existen dos programas de tratamiento. De ellos, .€l m4s utilizado es la -administracién unica de la sustancia
estudiada. La sustancia también puede administrarse los 7 dias de-la semana durante 35 dias. El nimero de
apareamientos tras el tratamiento dependerd del programa de administracién, y garantizar4 la obtencién de
muestras de todos los estadios de las células embrionarias tratadas. Al final del periodo de apareamiento, se coloca
alas hembras en jaulas individuales. Cuando dan a luz, se registra la fecha, el tamafio de la camada y el sexo de los
descendientes. Se desteta a toda la descendencia masculina y se descarta toda la femenina, salvo si se incluyen en el
experimento.

Buisqueda de los heterocigotos de translocacién

Se utiliza uno de los dos métodos posibles:

— estudio de la fertilidad de la descendencia F,, y verificacion posterior de posibles portadores de translocaciones
por andlisis citogenéticos;

— andlisis citogenético de toda la progenie F; masculina sin seleccién previa mediante estudio de fertilidad.

a) Estudio de la fertilidad

Es posible determinar la fertilidad reducida de un individuo F; observando el tamaiio de la camada, analizando el
contenido uterino de su compafiera femenina o por ambos medios. Es necesario fijar los criterios de determinacién
de la fertilidad normal y reducida de la cepa de ratén utilizada.

Observacién del tamario de la camada: Los machos F; sometidos a estudio se colocan en jaulas individuales con
hembras procedentes del mismo experimento o de la colonia. Las jaulas se inspeccionan a diario a partir de los 18
dias tras el apareamiento. Se registran, en el momento del nacimiento, el tamafio de la camada y el sexo de la
descendencia F,, y se descartan luego las crias. Si se estudia la descendencia femenina F,, se conserva la
descendencia F, procedente de camadas pequefias para un analisis en mayor profundidad. Las hembras portadoras
de una translocacion se someten a verificacién por anlisis citogenético de una translocacion en cualquiera de sus
descendientes machos. Las hembras XO se identifican por la modificacién de sexos en su descendencia, que pasa de
1:1 a1:2 machos/hembras. En un método secuencial, los machos F; normales no se someten a nueva verificacién si
la primera camada F, alcanza o supera un valor normal predeterminado; de lo contrario, se observan una segunda
y una tercera camadas F,.

Los animales F; que no puedan clasificarse como normales tras observacién de hasta un méximo de tres camadas F,
se someten a un nuevo control mediante andlisis del contenido uterino de sus compafieras femeninas, o sufren
directamente andlisis citogenético.

Andlisis del contenido uterino: La reduccién del tamafio de las camadas en los portadores de translocaciones se
debe a la muerte de embriones, por lo que un nimero alto de implantes muertos indica la presencia de una
translocacién en el animal sometido a la prueba. Cada macho F; estudiado se aparea con 2 6 3 hembras. Se
comprueba si existe concepcién mediante el examen matinal diario para descubrir la presencia de tapones

- vaginales. Las hembras se sacrifican 14 6 16 dias después, y se registra el nimero de implantes vivos y muertos
presentes en su utero.

b) Analisis citogenético

Se obtienen preparaciones de testiculos por el método de secado con aire. Los portadores de translocaciones se
identifican por la presencia de configuraciones multivalentes en diacinesis metafase I en los espermatocitos
primarios. La observacién de al menos 2 células con una asociacién multivalente constituye la prueba necesaria de
que el animal estudiado es portador de una translocacién.
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Si no se ha realizado seleccién mediante anélisis de la fecundidad, se practica estudio citogenético en todos los
machos F,. Deben analizarse al microscopio un minimo de 25 células en diacinesis/ metafase I por macho. En los
machos F; con testiculos pequefios y que presenten una detencién meidtica antes de la diacinesis, o en las hembras -
F, que se sospeche sean XO, es necesario el examen-de las metafases mitéticas en los espermatogonios o en la
médula ésea. La presencia de un cromosoma desusadamente largo o corto en 10 células, demuestra la existencia de
una translocacién especial que origina la esterilidad del macho (tipo c-t). Algunas translocaciones X autosomas que
provocan la esterilidad del macho sélo pueden identificarse mediante un anélisis de las bandas de cromosomas -
mitéticos. La presencia de 39 cromosomas en la totalidad de 10 mitosis es demostrativa de un estado XO en una
hembra.

2. RESULTADOS

Los resultados se presentaran en forma de tablas.

-

Se registran, en el nacimiento y el destete para cada periodo de apareamiento, el tamafio medio de las camadas y la
relacién entre sexos.

En lo que respecta a la evaluacién de la fertilidad de los animales F,, se expondran el tamafio medio de las camadas
procedentes de todos los apareamientos normales, asi como el tamafio de cada una de las surgidas de animales F,
portadores de translocacién. En cuanto al anélisis del contenido uterino, se hardn constar el nimero medio de
implantes vivos y muertos producto de apareamientos normales, y el de implantes vivos y muertos de cada
apareamiento de portadores de translocacién.

Respecto al anilisis citogenético de la diacinesis-metafase I, se enumerardn el nimero de tipos diferentes de
configuraciones multivalentes y el nimero total de células en cada portador de translocacion.

Se comunicaran el niimero total de apareamientos y la duracién del periodo de apareamiento de los individuos
estériles F,. Se facilitar4n asimismo el peso de los testiculos y detalles del analisis citogenético.

Para hembras XO, se dan resultados del tamafio medio de la camada, de la razén de sexos de la progenie F; y del
analisis citogenético.

Cuando se preseleccionan, por pruebas de fertilidad, posibles F, portadores de translocaci6n, las tablas deben
incluir informacién relativa a cuéntos de éstos eran heterocigotos de translocacion confirmados.

Se dan también datos de los experimentos de control negativo y control positivo.

3. INFORME

3.1. Datos de la prueba
El informe incluiré los datos siguientes:
— cepa de ratones, edad de los animales, pesos de los animales tratados
— nutmero de animales reproductores de cada sexo en los grupos experimentales y de control

— condiciones de la prueba, descripcién detallada del tratamiento, niveles de las dosis, disolventes, frecuencia de
apareamientos :

— ndmero y sexo de los descendientes por cada hembra, nimero y sexo de los descendientes criados para andlisis
de translocacién

— tiempos y criterios de analisis de translocacién

— niimero y descripcion detallada de los portadores de translocacion, incluyendo datos de reproduccion y de
contenido uterino, cuando proceda

— procedimientos citogenéticos y detalles del andlisis microscopico, preferiblemente con fotografias
— evaluacién estadistica
— discusién de resultados

— interpretacion de resultados.

3.2. Evaluacién e interpretacion

Véase Introduccién general, Parte B.

4. REFERENCIAS

Véase Introduccion general, Parte B.
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PARTE C: METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA ECOTOXICIDAD
INTRODUCCION GENERAL: PARTE C

Los métodos de ensayo descritos a continuacién se destinan a la determinacién de algunas de las propiedades
ecotoxicolégicas mencionadas en el Anexo VIII de la Directiva 79/831/CEE. Los notificantes deberan tener en
cuenta que en-el texto no se han incluido métodos para la determinacién de las siguientes propiedades establecidas
en el nivel 1 del Anexo VIII:

— estudio de toxicidad prolongada con Daphnia magna
— prueba sobre una planta superior
— estudio de toxicidad prolongada con un pez

— pruebas de acumulacién en una especie.
Cuando se aprueben definitivamente métodos de ensayo adecuados para la determinacién de estas propiedades, se

publicardn en forma de otra adaptacién al progreso técnico. Mientras tanto, los notificantes deberan utilizar
métodos reconocidos internacionalmente que seran-sefialados por las autoridades competentes.
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ENSAYO DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE ALGAS
1. METODO

141, Introduccién

E! objetivo de este ensayo es determinar los efectos de una sustancia en el crecifiiiento de una especie de alga verde
unicelular. Ensayos relativamente cortos pueden determinar efectos en varias generaciones. Este ensayo puede
adaptarse y aplicarse a varias especies de algas unicelulares, en cuyo caso deberé adjuntarse al informe del ensayo
una descripcién del método utilizado.

Este ensayo se aplica més ficilmente a sustancias hidrosolubles, las cuales, en las condiciones del ensayo, €s muy
probable que permanezcan en el agua.

Con relacién a sustancias de solubilidad limitada en el medio del ensayo, no serd posible determinar
cuantitativamente la ECs, (véanse definiciones abajo).

Este ensayo se puede utilizar para sustancias que no interfieran directamente con la medicién del crecimiento de las
algas.

La siguiente informacidn ser4 util cuando se realicen los ensayos:

— hidrosolubilidad

— presién de vapor

— férmula estructural

- pureza de la sustancia

— estabilidad quimica en el agua y a la luz

— métodos de anlisis para cuantificacién de la sustancia en el agua
— valor pKa

— coeficiente de reparto, n-octanol/agua

— resultados de un ensayo de biodegradabilidad.

1.2. Definiciones y.unidades
Concentracién celular es el nimero de células por mililitro.
Crecimiento es el incremento en la concentracién celular durante el periodo de ensayo.
in/dice de crecimiento es el incremento en la concentracién celular por unidad de tiempo.

ECj, en este ensayo es la concentracién de la sustancia en estudio que conduce a una reduccién de un 50 %, bien en
el crecimiento bien en el indice de crecimiento relativo al control.

CSEO (concentracién sin efecto observable), en este ensayo es la més alta concentracién probada en la que el (los)
pardmetro(s) medido(s) no muestra(n) una inhibicién significativa del crecimiento con relacion a los valores del
control, '

1.3. Sustancias de referencia

Las sustancias de referencia podran utilizarse como medio para identificar condiciones no satisfactorias de los
ensayos. Si se usa una sustancia de referencia, los resultados deberan notificarse en el informe del ensayo. El
dicromato de potasio podra utilizarse como sustancia de referencia.

1.4. Principio del método de ensayo .

Cultivos en crecimiento exponencial de algas verdes seleccionadas se expondrén a varias concentraciones dela
sustancia en estudio, durante varias generaciones y en condiciones determinadas. La inhibicién del crecimiento con
relacién al cultivo de control se determinard durante un perfodo establecido.
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1.5. Criterios de calidad

1.5.1. Condiciones para la validez del ensayo

La concentracién celular en los cultivos de control debera haberse incrementado en un factor de al menos 16 ,enun
lapso de tres dias.

La desaparicion de la sustancia de ensayo del agua a la biomasa no invalida forzosamente el ensayo.

1.6. Descripcion del procedimiento de ensayo

1.6.1. Preparaciones
1.6.1.1. Equipo y materiales

— Equipo habitual de laboratorio;

— matraces de un volumen apropiado (ejemplo: los matraces cénicos de 250 ml son apropiados cuando el
volumen de la solucién de prueba es de 100 ml);

— equipo de cultivo: local o cdmara cuya temperatura oscile de 21° a 25° que pueda mantenerse a + 2° C,
provisto de iluminacién uniforme y constante de una variacién espectral entre 400 y 700 nm (se recomienda un
flujo cuantico de 0,72 x 102° fotones/m?s con una tolerancia del + 20 %. Este flujo cuéntico es igual a 120
nE/m?s y puede obtenerse con ldmparas universales de tipo fluorescente blanco (temperatura de la luz de
aproximadamente 4 200K) que dan aproximadamente 8 000 lux medidos con un colector esférico);

— equipo para determinar concentraciones celulares, por ejemplo contador electrénico de particulas, micros-
copio con cimara de recuento, fluorimetro, espectrofotémetro, colorimetro. (Nota: con el fin de lograr
medidas ttiles a bajas concentraciones celulares cuando se utilice un espectrofotémetro, podra ser necesario
utilizar cubetas con una anchura de 4 cm al menos).

1.6.1.2, Medio de algas

Se recomienda el siguiente medio:

NH,Cl: 15 mg/l,
MgCl;.6H,0: 12 mg/l,
CaCl;.2H,0: 18 mg/l,
MgS0O,.7H,0: 15 mg/l,
KH,PO,: 1,6 mg/1,
FeCl;.6H,0: 0,08 mg/l,
Na,EDTA.2H,0: ] 0,1 mg/l,
H;BO; 0,185 mg/l,
MnCl,.4H,0: 0,415  mg/l,
ZnCl,: 3 x 10° mg/l,
CoCl,.6H,0: 1,5 x 103 mg/I,
CuCl,.2H,0: 105 mg/l,
Na,Mo00,.2H,0: 7 x 103 mg/l,
NaHCO;: 50 mg/l.

EI pH de este medio, previo equilibrio con el aire, es de 8 aproximadamente.

El medio de cultivo recomendado no excluye el uso de otros medios, siempre que se respeten los limites o
constituyentes esenciales: '

P: < 0,7 mg/l,
N: < 10 mg/l,
quelantes: < 103 mmol/l,
dureza (Ca + Mg): < 0,6 mmol/l.

El medio recomendado y el citado en la referencia 1, cumplen este requisito.

1.6.1.3. Organismos experimentales
Seleccion de especies

Es aconsejable que las especies de algas verdes seleccionadas sean de répido crecimiento, aptas para cultivos y
ensayos. Las siguientes especies se consideran propicias:

— Selenastrum capricornutum ATCC 22662
— Scenedesmus subspicatus 86.81 SAG
~ Cbhlorella vulgaris CCAP 211/11b

Si se utilizasen otras especies, deber notificarse cudles.
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1.6.1.4. Proyecto del ensayo
Concentracién celular inicial

Es ‘recomendable que la concentracién celular inicial en.los cultivos del ensayo sea de 10¢ células/ml
aproximadamente para Selenastrum capricornutum y Scenedesmus subspicatus. Cuando se utilicen otras especies
la biomasa debera ser comparable.

Concentracién de la sustancia en estudio

E! margen de concentracién en el que probablemente se pueden observar efectos, se determinard teniendo en:
cuenta los resultados de pruebas de determinacién del mismo.

Para el ensayo, se seleccionarén por lo menos cinco concentraciones dispuestas en progresién geométrica. La
concentracién mis baja probada no producird efectos visibles en el crecimiento de las algas. La mayor
concentracién estudiada deberia inhibir el crecimiento en, al menos, un 50% “con relacién al control y,
preferiblemente, detener el crecimiento por completo.:

Repeticiones y-controles

La prueba se realizar4, preferentemente, con tres réplicas de cada coj:entracic’m e, idealmente, con el doble de
controles. La prueba podré alterarse, si se justifica, para aumentar é néimero de concentraciones y reducir el
ndmero de réplicas por concentracion.

Cuando se utilice un vehiculo para disolver la sustancia de ensayo deberén incluirse mas controles que incluyan
dicho vehiculo a las mas altas concentraciones utilizadas.

1.6.2. Realizacién del ensayo

Este apartado contiene orientaciones para el estudio de sustancias muy solubles, poco solubles y volatiles.

1.6.2.1. Ensayo con sustancias muy hidrosolubles

Los cultivos del ensayo que contienen la deseada concentracién de sustancia en estudio y la adecuada cantidad de
inéculo algal se preparan diluyendo en un medio de cultivo filtrado, partes alicuotas de solucién madre de la
sustancia de estudio y de suspensién algal.

Los matraces de cultivo se agitan y se colocan en el aparato de cultivo. Es necesario, durante el ensayo, mantener las
algas en suspension y facilitar el paso de CO,; para ello, los matraces se podrdn agitar, remover o airear. Los
cultivos deber4n mantenerse a una temperatura que oscile entre los 21 y 25° C, controlada a + 2° C.

La concentracion celular en cada matraz se determinar4 por lo menos a las 24, 48 y 72 horas después del comienzo
del ensayo. Se utiliza el medio de cultivo de algas filtrado para determinar el fondo, cuando se usen contadores de
particulas o como blanco cuando se usen espectrofotdmetros.

El pH se medir4 al comienzo del ensayo y a las 72 horas.

El pH de las soluciones no deberé variar mas de una unidad durante la pruebas.

1.6.2.2. Ensayo de sustancias de hidrosolubilidad limitada

Cuando la solubilidad de la sustancia en estudio esté dentro de la més alta concentracién utilizada en el ensayo, sélo
se necesitar4 una pequefia variacién del procedimiento antes citado para establecer las soluciones de ensayo. Una
solucién saturada puede servir como solucién madre de la sustancia de ensayo. Otro procedimiento puede ser
disolver la sustancia de ensayo, a una concentracion deseada, en el medio de cultivo antes de la introduccién de la
suspensién de algas.

La solucién madre de sustancias de escasa hidrosolubilidad podra prepararse por dispersién mecanica o mediante
vehiculos de baja toxicidad para las algas, tales como solventes drganicos, emulsificantes o dispersores. Cuando se
utilice un vehiculo, la concentracién no debers exceder de 100 mg/I, y los controles adicionales, en los que se
incluira el vehiculo a la maxima concentracién presente en las soluciones de ensayo, deberdn incluirse en el
proyecto del ensayo.

1.6.2.3. Ensayo de sustancias volatiles

Hasta la fecha, no existe una forma generalmente aceptada para probar sustancias volatiles. Cuando una sustancia
es conocida por su tendencia a vaporizarse, se podran utilizar matraces cerrados de cuello ancho. Se han propuesto
variantes de este método (véase referencia 1).

Se deberén llevar a cabo experimentos para determinar la cantidad de sustancia en estudio que permanece en las
soluciones, y se aconseja una precaucién extrema en la interpretacion de los resultados de ensayos con productos
quimicos volétiles, cuando se utilizan sistemas cerrrados.

2. DATOS Y EVALUACION

Las concentraciones celulares calculadas en los cultivos del ensayo y en los controles, se tabularan junto a las
concentraciones de la sustancia en estudio y a los tiempos de medida. El valor medio de la concentracién celular
para cada concentracién de la sustancia de prueba y en los controles, se representaré en funcién del tiempo, para
trazar curvas de crecimiento.

Para determinar la relacién concentracién / efecto se usaran los dos procedimientos siguientes.
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2.1, Comparaci6n de 4reas bajo las curvas de crecimiento

El 4rea bajo las curvas de crecimiento podré calcularse de acuerdo con la siguiente férmula:

N;-N N; + N, - 2N, Np-; + N, - 2N
A= 220 x4 2T27T0 (o) + nmt T T X (ta=ta_y)
2 2 2
donde:
A = irea,

Np= nimero nominal de células/ml a un tiempo t,
N; = niimero medido de células/ml a-un tiempo t;
N, = nimero medido de.células/ml a un tiempo t,
t; = tiempo de la primera medicién después del comienzo del ensayo
t, = tiempo de la enésima medicién después del comienzo del ensayo.

El porcentaje de inhibicién del crecimiento celular en cada concentracién de la sustancia cle ensayso (I,) se obtiene
mediante la diferencia entre.el 4rea bajo la curva del crecimiento del control (Ac) y el 4rea bajo.la curva de
crecimiento en cada concentracién (A1), de la sustancia-del ensayo como:

Ac-Ar
Ac

x 100

Iy

Se representarén los valores I, en papel semilogaritmico o en papel probit semilogaritmico en funcién de las
correspondientes concentraciones. Si los puntos se han trazado en papel probit se uniran, = ojo, mediante una linea
recta o cuando se espere una distribucién logaritmica normal de los valores, podré trazarse una linea de regresién
calculada.

Un valor ECjs, resulta de la interseccién de la linea (de regresién) con la paralela dibujada en la abcisa, a
I, = 50%. Para indicar este valor, de forma inequivoca, con relaci6n a este método de cilculo se propone usar-el
simbolo EyCjs,. Con relacién a este ensayo, que especifica las mediciones a las 24,48 y 72 horas, el simbolo ser4
EyCso (0-72 h). '

Otros valores EC, como E,Cso, podrén derivarse también del trazado I, en funcién de la concentracién
logaritmica.

2.2, Comparacién de indices de crecimiento

El {ndice medio especifico de crecimiento (i) para cultivos de crecimiento exponenciales podr4 calcularse de la
siguiente forma:

InN, - InN,
th— 4

l_l,:

Alternativamente, el indice medio especifico de crecimiento puede derivarse de la inclinacién de la linea de
regresi6n en una curva de In N en funcién del tiempo. i

El porcentaje de reduccién en el indice medio de crecimiento en cada concentracién de la sustancia de ensayo
comparado con el valor del control, se trazar4 en funcién del logaritmo de la concentracién. Su EC so podra leerse
en el gréfico resultante. Para indicar de forma inequivoca el ECs, derivado de este método, se propone utilizar el
simbolo E,Cso. El tiempo de medicién deber4 indicarse. Por ejemplo, si el valor se relaciona con el tiempo indicado
de 24 y 48 horas, el simbolo ser4: E,Cso (24-48 h).

Nota: El indice de crecimiento, es un término logaritmico, y pequefios cambios en el {ndice de crecimiento pueden
implicar grandes cambios en la biomasa. Por lo tanto, los valores E,C y E,C no son numéricamente
comparables.

3. INFORME

El informe sobre el ensayo incluir, si fuera posible:
— Sustancia de ensayo: datos de identificacién quimica.
— Organismos de ensayo: origen, cultivo de laboratorio, niimero de cepa, método de cultivo.

— Condiciones del ensayo:
— fecha del comienzo y del fin del ensayo y su duracién
— temperatura
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composicién-del medio
equipo de cultivo

pH de las soluciones al comienzo y al final del ensayo (si se observa una diferencia del pH superior a una
unidad, deber4 adjuntarse explicacién)

vehiculos y métodos utilizados para disolver la sustancia de ensayo, y concentracién del vehiculo en las
soluciones de ensayo

calidad e intensidad de la luz

concentraciones estudiadas (medidas o nominales).

— Resultados:

concentracién celular para cada matraz en cada punto de medicién y método para medir la concentracion
celular

valores medios de concentracion celular

curvas de crecimiento

representacién grifica de la relacién concentracién/efecto
valores EC y método de cilculo

CSEO

otros efectos observados.

REFERENCIAS

(1) OCDE, Paris, 1981, Directriz pdra pruebas 201. Decisién del Consejo C(81) 30 final.

(2) Umweltbundesamt, Berlin, 1984, Verfahrensvorschlag «Hemmung der Zellvermehrung bei der Griinalge
Scenedesmus subspicatus», in: Rudolph/Boje: Okotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986.
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Anexo

EJEMPLO DE UN PROCEDIMIENTO PARA EL CULTIVO DE ALGAS

Observaciones generales

El objetivo del cultivo mediante el siguiente procedimiento es el de obtener cultivos de algas para pruebas de
toxicidad.

Deberén utilizarse métodos apropiados que garanticen que los cultivos de algas no estn infectados con bacterias
(ISO 4833). Deberan utilizarse cultivos axénicos, pero seran esenciales los cultivos de una sola especie de
alga.

Todas las operaciones deberan llevarse a cabo en condiciones estériles, con el fin de evitar la contaminacién con
bacterias y otras algas.

Equipo y material

Véase el punto 1.6.1: preparaciones y organismos experimentales.

Procedimientos para la obtencion de cultivos de algas

Preparacién de soluciones nutritivas (medios)

Todas las soluciones nutritivas del medio se prepararin como las soluciones madre concentradas, debiendo
conservarlas en sitio oscuro y frio. Dichas soluciones se esterilizaran por filtrado o autoclave.

El medio se preparar4 afiadiendo la cantidad correcta de solucién madre al agua esterilizada destilada, teniendo
cuidado que no se produzcan contaminaciones. Para un medio sélido, se afiadira un 0,8 % de agar.

Cultivos de reserva

Los cultivos de reserva son pequefios cultivos de algas que se transfieren a un medio de cultivo fresco para que
actien como elemento inicial del ensayo. Si los cultivos no se usan regularmente, se mantienen en tubos de agar
inclinados y se transfieren a un medio reciente por lo menos una vez cada dos meses.

Los cultivos de reserva se cultivan en matraces cénicos que contengan el medio apropiado (un volumen alrededor
de 100 ml). Cuando las algas se incuben a 20° C con iluminacién continua, ser4 necesario hacer una transferencia
semanal.

Durante la transferencia se llevara, con pipetas estériles, una cantidad de cultivo «antiguo» a matraces de medio
fresco, de manera que con las especies de crecimiento rapido, la concentracién inicial sea 100 veces menor queenel
cultivo antiguo.

El indice de crecimiento de una especie puede determinarse a partir de la ctrva de crecimiento. Si éste se conoce,
serd posible calcular la densidad a la cual deber4 transferirse el cultivo al nuevo medio. Esto deber4 hacerse antes de
que el cultivo alcance su fase letal.

Precultivo

El precultivo est4 concebido para obtener una cantidad apropiada de algas para la inoculacién de cultivos de
ensayo. Dicho precultivo deberd incubarse en las condiciones del ensayo y se utilizar4 cuando este atin en
crecimiento exponencial, normalmente, después de un periodo de incubacién de 3 dias. Si los cultivos de algas
contienen células deformadas o anormales, éstas deber4n eliminarse. )
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TOXICIDAD PARA GUSANOS DE TIERRA

ENSAYO €ON SUELO ARTIFICIAL

1. METODO

1.1. Introduccién

En este ensayo de laboratorio, la sustancia con la que se va a experimentar se afiade a un-suelo artificial en el que se
colocan gusanos durante 14 dias. Después de este periodo (que, opcionalmente, puede ser de siete dias) se examina
el efecto letal de la sustancia sobre los gusanos. Este ensayo provee un método que permite investigar, a
relativamente corto plazo, los eféctos causados por sustancias quimicas sobre los gusanos, por.absorcién oral o -
cutdnea.

1.2. Definicién y unidades

CLso: Concentracién de una sustancia que se considera la causante de la muerte del 50% de los animales
investigados durante el periodo de ensayo.

1.3. Sustancia de referencia

Se utiliza periédicamente una sustancia de referencia como medio para demostrar que la sensibilidad del sistema de
ensayo no ha cambiado de manera significativa. :

Se recomienda que esta sustancia sea la cloroacetamida de grado analitico.

1.4. Principio del ensayo

Por ser el suelo un medio variable, para este ensayo se utiliza marga artificial definida cuidadosamente. Los
gusanos adultos de la especie Eisenia foetida (véase la nota del Anexo) se mantienen en una tierra artificial que se
trata con diferentes concentraciones de la sustancia de ensayo. El contenido de los recipientes se extiende sobre una
bandeja a los 14 dias (opcionalmente; pueden ser siete) del comienzo del ensayo y se cuenten los gusanos
supervivientes para cada concentracién.

1.5. Criterios de calidad

El ensayo se proyecta de forma que sea lo mas reproducible posible con respecto al sustrato y al organismo de
ensayo. La mortalidad en los controles no debe exceder del 10% al final del ensayo, o de lo contrario éste no es

vélido.
1.6. Descripcién del método de ensayo
1.6.1. Materiales
1.6.1.1. Sustrato de ensayo

Como sustrato bisico de ensayo usa un suelo artificial definido.

a) Sustrato basico (los porcentajes se expresan en términos de peso en seco:

— 10% de turba esfignea (con un pH lo m4s cercano posible a 5,5-6,0, sin restos visibles de plantas y
finamente molida).

— 20% de arcilla de caolinita, preferiblemente con mds de un 50 % de caolinita

— Alrededor del 69 % de arena de cuarzo industrial (predominando la arena fina, en la que mas del 50 % de
sus particulas sean de un tamafio de 0,05 a 0,2 mm). Si la sustancia no es lo suficientemente dispersable en
agua, se deberan mantener disponibles 10 g por cada recipiente de ensayo para mezclarlos con la sustancia
de ensayo mas adelante.

— Alrededor de un 1 % de carbonato cilcico (CO;Ca), pulverizado y quimicamente puro, que se afiade con el
fin de que el valor del pH sea de 6,0 + 0,5.

b) Sustrato de ensayo:
El sustrato de ensayo contiene el sustrato basico, la sustancia de ensayo y agua desionizada.

El contenido de agua oscila entre el 25 y el 42 % del peso en seco del sustrato basico. El contenido de agua de un
sustrato se determina secando una muestra a una temperatura de 105° C, hasta alcanzar un peso constante. El
criterio clave consiste en humedecer la tierra artificial hasta un punto en que no quede agua estancada. Se debe
tener cuidado al hacer la mezcla, de manera que se obtenga una distribucion uniforme de la sustancia de ensayo
y del sustrato. Deber4 registrarse la manera en que se introduce la sustancia de ensayo en el sustrato.

¢) Sustrato de control:
El sustrato de control contiene el sustrato bésico y agua. Si se usa un agente aditivo, el sustrato de control
adicional debe contener la misma cantidad de agente aditivo.
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1.6.1.2. Recipientes de ensayo

Se utilizan recipientes de cristal (cubiertos adecuadamente con membranas, tapaderas o pelicula de pl4stico con
agujeros de ventilacién) aproximadamente de un litro de capacidad y llenos de una cantidad de sustrato de ensayo
himedo o de control que sea equivalente a un peso en seco de 500 g de_sustrato.

1.6.2. Condiciones del ensayo

Los recipientes se deberdn mantener en c4maras climatizadas, a una temperatura de 20 { + 2)° C, con luz continua.
La intensidad de la luz ser4 de 400 a 800 lux.

El perfodo de ensayo dura 14 dias, aunque, opcionalmente, se puede evaluar la mortalidad a los siete dias del
comienzo del ensayo.

1.6.3. Procedimiento de ensayo

Concentraciones del ensayo

Las concentraciones de la sustancia de ensayo se expresan en peso de sustancia por peso en seco de sustrato basico
(mg/kg).-

Ensayo para determinar la gama de concentraciones

Por medio de este ensayo se determina la gama de concentraciones que ocasiona porcentajes de mortalidad de cero
a 100; con esta informacién se establece la gama de concentraciones que se vaya a utilizar en el ensayo
definitivo.

La sustancia se estudiar4 alas siguientes concentraciones: 1 000, 100, 10, 1, 0,1 mg de sustancia / kg de sustrato de
ensayo (peso en seco).

Cuando vaya a realizarse un ensayo definitivo, bastar4 con un lote de ensayo para cada concentracién y otro parael
sustrato de control sin tratar, cada uno de ellos con diez gusanos, para llevar a cabo el ensayo de determinacién de
la gama de concentraciones.

Ensayo definitivo

Los resultados del ensayo para determinar la gama de concentraciones se usan para elegir cinco concentraciones
como minimo, en serie geométrica, que abarquen la gama de mortalidad del cero al 100 % y que difieran entre sf en
un factor constante que no exceda de 1,8,

En los ensayos en que se utilice esta serie de concentraciones se estimari el valor de CLj, y de sus lfmites de
confianza de la manera mis precisa posible.

En el ensayo definitivo se utilizan, como minimo, cuatro lotes de ensayo por concentracién y cuatro sustratos de
control sin tratar, cada uno de ellos con diez gusanos. Los resultados de estos lotes reproducidos son la media y la
desviacién tipica.

Cuando de dos concentraciones consecutivas, en una proporcién de 1,8, sélo se obtienen los porcentajes de
mortalidad de 0 % y 100 %, estos dos valores son suficientes para indicar la gama en la que se encuentra el valor de
CLs,.

Mezcla del sustrato de ensayo bésico y de la sustancia de ensayo

Siempre que sea posible, el sustrato de ensayo no deber4 estar compuesto de ningiin otro agente adicional que no
sea agua. Inmediatamente antes del comienzo del ensayo, se mezcla una emulsién o dispersién de la sustancia de
ensayo en agua desionizada disolvente con el sustrato de ensayo bésico, o se rocia dicha emulsién sobre éste de
manera uniforme con un rociador cromatografico fino o con un aparato similar.

Si la sustancia de ensayo no es soluble en agua, puede disolverse en el minimo volumen posible de un disolvente
orgénico apropiado (pot ejemplo, hexano, acetona o cloroformo). .

Para solubilizar, dispersar o emulsionar la sustancia de ensayo sélo pueden utilizarse los agentes que se volatilizan
rdpidamente. El sustrato de ensayo debe ser ventilado antes de usarlo. Se repondr4 la cantidad de agua evaporada.
El sustrato de control deberé contener la misma cantidad de agente aditivo. Si la sustancia de ensayo no fuese
soluble, dispersable o emulsionable en disolventes orgénicos, se mezclarédn 10 g de una mezcla de arena de cuarzo
finamente molido y la cantidad necesaria de sustancia de ensayo para tratar 500 g (peso en seco) de suelo artificial,
con 490 g (peso en seco) de sustrato de ensayo.

Por cada lote de ensayo, se coloca en cada recipiente de cristal una cantidad de sustrato de ensayo hiimedo
equivalente a 500 g de peso en seco, y en la superficie del mismo se colocan diez gusanos, que han sido
acondicionados durante 24 horas en un sustrato basico humedo similar y a los que, después de lavarlos
rapidamente, se les ha extraido el exceso de agua con papel de filtro antes de usarlos.

Los recipientes se cubren con tapas de plastico perforado, platos o pelicula para evitar el secado del sustrato, y se
guardan bajo las condiciones de ensayo durante 14 dias.

Se evaluaran los resultados después de 14 dias (u opcionalmente, después de siete dias) del comienzo del ensayo. El
sustrato se extiende en una placa de vidrio o de acero inoxidable. Se examinan los gusanos y se determina el nimero
de supervivientes. Los gusanos se consideran muertos si no responden a un suave estimulo mec4nico en la parte
frontal de su cuerpo. :

Cuando el examen se efectiia a los siete dias, el recipiente se vuelve a llenar con el sustrato y los gusanos
supervivientes se colocan otra vez en la superficie del mismo. i
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1.6.4. Organismos de ensayo

Los organismos de ensayo deberan ser adultos de la especie Eisenia foetida (véase la nota en el Anexo) (como
minimo con dos meses de edad y con clitelo) y de un peso himedo de 300 a 600 mg (véase el Anexo para el método
de reproduccién). ‘

2. DATOS

2.1. Tratamiento y evaluacién de los resultados

Las concentraciones de la sustancia ensayada se registran con referencia a los porcentajes correspondientes de
gusanos de tierra muertos.

Cuando los datos son adecuados, el valor de CLj, y los limites de fiabilidad (p = 0,05) se determinan por medio de
métodos estandar (como el de Litchfield y Wilcoxon, 1949, o un método equivalente). El valor de CLs, debe ser
expresado en mg de sustancia de ensayo por kg de sustrato de ensayo (peso en seco).

En los casos en que la pendiente de la curva de concentracion es tan pronunciada que no puede calcularse el valor de
CL;,, se considera suficiente una estimacién grifica de este valor.

Cuando de dos concentraciones consecutivas en una proporcion de 1,8 sélo se obtienen porcentajes de mortalidad
de 0% y 100 %, estos dos valores son suficientes para indicar la gama en la que se encuentra el valor de

CLs,.
3. INFORMES
3.1. Informe del ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:

— declaracién en la que conste que el ensayo se ha efectuado de conformidad con los criterios de calidad
mencionados anteriormente ‘

— tipo de ensayo efectuado {ensayo de determinacién de la gama de concentraciones y/o ensayo definitivo)

— descripci6n exacta de las condiciones del ensayo o declaracién en la que conste que el ensayo se ha efectuado de
conformidad con el método; se informara de cualesquiera diferencias con respecto a dicho método

— descripcién exacta de la manera en que se ha mezclado la sustancia de ensayo con el sustrato de ensayo
basico

— informacién acerca de los organismos de ensayo (especie, edad, peso medio y gama de variaci6én, condiciones
relativas a reproduccién y cria, abastecedor)

— método usado en la determinacién del valor de CLso

— resultados del ensayo, incluidos todos los datos utilizados

— descripcidn de los sintomas o de los cambios en €l comportamiento de los organismos de ensayo que se hayan
observado

— mortalidad en los sustratos de control

— valor de CL;s, 0 la maxima concentracién con mortalidad y 1a minima con una mortalidad del 100 %, después
de 14 dias (y opcionalmente después de siete dias) del comienzo del ensayo

— trazado de la curva de concentracién — respuesta

— resultados obtenidos con la sustancia de referencia, ya sea en relacion con el ensayo actual o con ejercicios
previos de control de calidad.

4. REFERENCIAS
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(5) CEE 1983. Development of a standardized laboratory method for assessing the toxicity of chemical
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(6) Umweltbundesamt/Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Berlin, 1984, Verfahrens-
vorschlag «Toxizititstest am Regenwurm Eisenia foetida in kiinstlichem Boden», in: Rudolph/Boje:
Okotoxikologie, ecomed, Landsberg, 1986.
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Anexo -

Reproduccion y cria de los gusanos con anterioridad al ensayo

A fines de reproduccién, se colocan en una caja de cria con sustrato fresco de 30 a 50 gusanos adultos, y se sacan
después de 14 dias. Estos animales se pueden utilizar para lotes de reproduccién adicionales. Los gusanos nacidos
de los capullos se utilizan en los ensayos una vez que han alcanzado la madurez (segun las condiciones prescritas,
después de dos a tres meses).

Cimara climatizada:

Cajas de reproduccién:

Sustrato:

Condiciones de reproduccion y cria

auna temperatura de 20 ( + 2)° C, preferiblemente con luz continua (intensidad de 400 a
800 lux).

recipientes poco profundos apropiados, con un volumen de 10 a 20 litros.

" Eisenia foetida: Se puede criar en los excrementos de varios animales. Como medio de

crianza se recomienda utilizar una mezcla con un 50% en volumen de turba'y el otro 50%
de excrementos de vaca o caballo. Este medio debe tener un valor aproximado de pH entre
6y 7 (regulado con carbonato célcico) y una conductividad iénica baja (menos de 6
mmhos o una concentracién de sal del 0,5%).

El sustrato debe estar himedo, pero no demasiado mojado.

Ademas del método expuesto anteriormente, se pueden utilizar otros procedimientos con
éxito.

Nota: Existen dos razas de Eisenia foetida, que algunos taxonomistas han subdividido en especies (Bouche, 1972).
Estas dos razas son morfol6gicamente similares, aunque una de ellas, la Eisenia foetida foetida, exhibe rayas o
bandas transversales tipicas en los segmentos, mientras que a la otra, la Eisenia foetida andrei, de color rojizo
jaspeado, le faltan. Siempre que sea posible se utilizaré la Eisenia foetida andrei. Se¢ pueden utilizar otras especies,
siempre que se disponga de la metodologia necesaria.
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1.1.

1.2.

BIODEGRADACION

PRUEBA ZAHN — WELLENS
METODO

Introduccion

El objeto de este método es la evaluacién de la maxima degradacién potencial de sustancias organicas solubles en
agua y no volatiles, cuando se encuentran expuestas a concentraciones relativamente elevadas de microorganismos
en un ensayo estitico.

Puede producirse una absorcién fisico-quimica sobre los sélidos en suspension y esto hay que tenerlo en cuenta ala
hora de interpretar los resultados (véase 3.2).

Las sustancias que vayan a estudiarse seran utilizadas en concentraciones equivalentes a valores de COD entre los
50 y 400 mg/litro o valores de DQO entre los 100 y 1 000 mg/litro (COD = carb6n orgénico disuelto; DQO =
demanda quimica de oxigeno). Estas concentraciones relativamente elevadas tienen la ventaja de ser analitica-
mente fiables. Los compuestos con propiedades téxicas pueden retardar o inhibir el proceso de degradacion.

En este método, la medida de la concentracién de carbdn orgénico disuelto, o la demanda de oxigeno quimico, se
utiliza para calcular la biodegradacién méxima de la sustancia objeto del ensayo.

La utlizacién simultinea de un mérodo analitico especifico puede permitir calcular la biodegradacién primaria de
la sustancia (desaparicién de la estructura quimica madre)

Este método es aplicable solamente a aquellas sustancias organicas que, a la concentracién utilizada en el
ensayo:

— sean solubles en agua en las condiciones del ensayo

— tengan una presion de vapor insignificante en las condiciones del ensayo

— no provoquen inhibicién en las bacterias

— sean absorbidas dentro del-sistema del ensayo s6lo hasta un cierto punto limitado

— no se pierdan a causa de la formacién de espuma a partir de la solucién del ensayo.

La informacién sobre las proporciones relativas de los principales componentes del material del ensayo serd
necesaria para la interpretacién de los resultados obtenidos, particularmente en los casos en que los resultados sean
reducidos o marginales.

La informacién sobre la toxicidad de la sustancia para los microorganismos resulta conveniente para la
interpretacién de resultados reducidos y para la seleccién de las concentraciones apropiadas para el ensayo.

Definiciones y unidades

La cantidad de degradacién alcanzada al final del ensayo se presenta como la biodegradabilidad en la prueba
Zahn — Wellens:

o _ (Cr - CV)
Dy (%) = (1 - ey | % 100
Dy = biodegradacion (%) en el tiempo T
Cp = valores de COD (o DQO) en la mezcla del ensayo medidos tres horas después del comienzo del mismo
(mg/1). (COD = Carbén orgénico disuelto; DQO = demanda quimica de oxigeno)
Ct = valores de COD o DQO en la mezcla del ensayo en el momento en que se toma la muestra (mg/1)
Cy = valores de COD o0 DQO del blanco en el momento de la toma de la muestra (mg/1)

Cyp = valores de COD y DQO en el blanco, medidos 3 horas después del comienzo de la prueba (mg/1).
El alcance de la degradacién se redondea hasta llegar a completar la unidad de porcentaje mas cercana.

El porcentaje de degradacién se expresa como el porcentaje de supresién de COD (o0 DQO) de la sustancia objeto
del ensayo.

La diferencia entre los valores medidos tras 3 horas y el valor inical calculado, o preferiblemente medido, puede
proporcionar una informacién ttil sobre la eliminacién de la sustancia (véase 3.2 «Interpretacién de los
resultados»).
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1.3. Sustancias de referencia

En algunos casos, cuando se estan investigando sustancias nuevas, las sustancias de referencia pueden resultar
titiles; no obstante, todavia no se pueden recomendar sustancias de referencia especificas.

1.4 Principio del método de ensayo -

Se ponen juntos, en un recipiente de vidrio de 1 a 4 litros de capacidad y equipado con un mezclador y un aireador,
lodo activado, nutrientes minerales y el material del ensayo como tnica fuente de carbén en solucién acuosa. Se
remueve y se airea la mezcla a 20-25° C, bajo una iluminacién difusa o en un cuarto oscuro por un periodo de
hasta 28 dias. El proceso de degradacién se controla por medio de la-determinacién de los valores de COD (o
‘DQO) enlasolucion filtrada a intervalos diarios o a intervalos regulares que resulten apropiados. La relacién entre
la cantidad de COD (DQO) eliminada tras cada intervalo y el valor 3 horas.después det comienzo, se expresa en
forma de porcentaje de biodegradacion y sirve de medida del alcance de la dégradacién en ese momento.

El resultado se indica en un grafico en funcién del tiempo para obtener asi la curva de biodegradacién.

Cuando se utiliza un método analitico especifico, pueden medirse los cambios en la concentracién de la molécula
madre debidos a la biodegradacién (biodegradabilidad primaria).

1.5. Criterios de calidad

Ha quedado demostrado que la reproducibilidad de esta prueba es satisfactoria en una prueba en varios
centros.

La sensibilidad de este método viene determinada en gran medida por la variabilidad del blanco y, en menor
medida, por la precision de la determinacién del carbén orgénico disuelto y el nivel del compuesto del ensayo en la
mezcla liquida.

1.6. Descripcion del procedimiento del ensayo
1.6.1. . Preparativos
1.6.1.1. Reactivos

— Agua de ensayo: agua potable con un cotenido de carbén organico menor de 5 mg/1. La concentracién de iones
de calcio y magnesio juntos no puede exceder los 2,7 mmoles/l; de otra manera, es necesaria una dilucién
suficiente con agua desionizada o destilada.

— Acido sulfiirico, reactivo analitico (R.A.): 50 g/1
— Solucién de hidréxido de sodio R.A.: ‘ 40 g/1
— Solucién de nutriente mineral: disuélvase en un litro de agua desionizada:
cloruro de amonio, NH,Cl, R.A.: 38,5¢g
dihidrégeno fosfato de sodio, NaH,PO,. 2H,0, R.A.: 334¢g
dihidrégeno fosfato de potasio, KH,PO,, R.A.: 85¢g
monohidrégeno fosfato de dipotasio, K,HPO,, R.A.: 21,75 g.

La mezcla sirve a la vez de elemento nutritivo y de sistema tampén.

1.6.1.2. Aparatos
— recipientes de vidrio de un volumen de 1 a 4 litros (p. ej., recipientes cilindricos)

- mezclador con un agitador de vidrio o metal colocado en un eje apropiado. (El agitador debe girar a 5-10 cm
por encima del fondo del recipiente). Se puede utilizar en su lugar un agitador magnético con una varilla de 7-10
cm de larga

— un tubo de vidrio de 2 a4 mm de didmetro interior para introducir aire. La abertura del tubo debe estar a, m4s o
menos, 1 cm por encima del fondo del recipiente

— una centrifuga (unos 3 550 g)

— un medidor de pH

— un medidor de oxigeno disuelto

— filtros de papel

— un aparato de filtracién por membrana

— filtros de membrana, tamaiio de los poros 0,45 um. Los filtros de membrana son apropiados si es seguro que ni
desprenden carbén ni absorben la sustancia en la fase de filtracién

— un equipo analitico para determinar el contenido de carbén organico y la demanda quimica de oxigeno.
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1.6.1.3.

1.6.1.4.

1.6.2.

Preparacién-del inéculo

Se lava (repetidamente) el lodo activado recogido en una planta de tratamiento bioldgico, centrifugindolo o
dejandolo sedimentarse con agua de iguales caracteristicas a la que se usa para el ensayo (antes citado).

Ellodo activado tiene que estar en condiciones adecuadas. Este fango puede encontrarse en una planta depuradora
de aguas residuales que funcione debidamente. Para coger tantas especies o cepas de bacterias diferentes como sea
posible, puede ser preferible mezclar in6culos de diferentes fuentes (p. ej. diferentes plantas depuradoras, extractos
de suelos, aguas de rio, etc.). La mezcla debe ser tratada como se describe anteriormente.

Para comprobar la actividad del lodo activado, véase «Control funcional».

Preparacién de las soluciones del ensayo

Pénganse, en el recipiente que se utiliza para el ensayo, 500 ml de agua de ensayo, 2,5 ml/l de una solucion de
nutrientes minerales y lodo activado en una cantidad equivalente a 0,2 a 1,0 g/1 de materia seca en la mezcla final.
Afiadase suficiente solucidn madre de la sustancia a ensayar como para que en la mezcla final se obtenga una
concentracién de COD de 50 a 400 mg/1. Los valores correspondientes de DQO son 100-1 000 mg/1. Afiddase
agua de ensayo hasta llegar a un volumen total de 1 a 4 litros. El volumen total que se elija dependera del numero de
muestras que se vayan a tomar para las determinaciones del COD y DQO y las cantidades necesarias para el
procedimiento analitico. Normalmente, puede considerarse satisfactorio un volumen de 2 litros.

Se dispone por lo menos un recipiente de control {blanco), paralelamente a cada una de las series de ensayo, que
contenga tan sdlo una solucién de lodo activado y la solucién de nutrientes minerales, que se completara con agua
de ensayo hasta alcanzar un volumen total igual al de los recipientes de ensayo.

Realizacién del ensayo

Se agitan los recipientes del ensayo con agitadores magnéticos o hélices bajo una iluminacién difusa o en un cuarto
oscuro a 20-25° C. La aireacién se efectiia con aire comprimido limpiado por medio de un filtro de algodén y lana
y un frasco lavador si fuera necesario. Hay que asegurarse de que el lodo no sedimenta y de que la concentracién de
oxigeno no cae por debajo de los 2 mg/I.

Hay que controlar el pH a intervalos regulares (por ejemplo cada dia) y, si fuera necesario, corregirlo ajustandolo
a7-8.

Las pérdidas por evaporacidn se compensan, justo antes de tomar cada muestra, con agua desionizada o destilada
en las cantidades necesarias. Un buen procedimiento es marcar el nivel del liquido sobre el recipiente antes de
iniciar el ensayo. Se hacan marcas nuevas después de cada toma (sin aireacién y sin remover). Las primeras
muestras se toman siempre 3 horas después del comienzo del ensayo, para detectar la absorcion del material de
ensayo por parte del lodo activado. :

La eliminacién del material de ensayo se controla por medio de las determinaciones de COD y DQO hechas
diariamente o a intervalos regulares. Las muestras del recipiente utilizado para el ensayo y del recipiente de control
son filtradas con un filtro de papel cuidadosamente lavado. Se desechan los primeros 5 ml de la solucién filirada.
Los lodos dificiles de filtrar pueden ser separados previamente centrifugiandolos durante 10 minutos. Las
determinaciones de COD y DQO deben hacerse por lo menos por duplicado. El ensayo se lleva a cabo durante un
periodo de hasta 28 dias. )

Nota: Las muestras que todavia estén turbias son filtradas con filtros de membrana. Los filtros de membrana no
han de desprender ni absorber material orgénico alguno.

Control funcional del lodo activado

En un recipiente que contenga una sustancia conocida deben llevarse a cabo paralelamente cada serie de pruebas,
con vistas a controlar la capacidad funcional del lodo activado. Se ha comprobado que el dietilenoglicol es de
utilidad para este proposito.

Adaptacidén

Si los andlisis se llevan a cabo a intervalos relativamente cortos (p. €j., diariamente), se puede reconocer claramente
la adaptacién por medio de la curva de degradacién (véase la Figura 2). Asi pues, el ensayo no debe iniciarse justo
antes del fin de semana.

Si la adaptacién tiene lugar al final del periodo, el ensayo puede prolongarse hasta que finalice la
degradacién. ’

Nota: Si fuera necesario un conocimiento mas amplio del comportamiento del lodo adaptado, se expone de nuevo
el mismo lodo activado al mismo material del ensayo, de acuerdo con el siguiente procedimiento:

Desconéctense el agitador y el aireador y permitase que el lodo activado se sedimente. Vaciese el liquido
sobrenadante, afiddase agua de ensayo hasta alcanzar los 2 litros, agitese durante 15 minutos y déjese sedimentar
de nuevo. Después de haber vaciado de nuevo el liquido sobrenadante, utilicese el lodo que queda para repetir el
ensayo con el mismo material, de acuerdo con los puntos 1.6.1.4 y 1.6.2. Se puede aislar el lodo activado
centrifugando en vez de dejindolo sedimentar.

El lodo adaptado puede mezclarse con lodo fresco hasta alcanzar un total de 0,2 a 1 g de peso en seco, por
litro.
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Medios analiticos

Normalmente, se filtran las muestras con un filtro de papel cuidadosamente lavado (para lavarlo, utilicese agua
desionizada).

Las muestras que sigan estando turbias se filtrardn con filtros de membrana (0,45 pum).

La concentracién de COD se determina por duplicado-en las muestras de liquido filtrado (se desechan los primeros
5 ml) por medio del instrumento TOC. Si el liquido filtrado no puede ser analizado el mismo dia, tiene que
almacenarse en el refrigerador hasta-el dia siguiente. No se recomiénda un almacenaje mas prolongado.

La concentracién de DQO se determina por duplicado en las muestras de liquidofiltrado con un sistema analitico
siguiendo el procedimiento descrito en la referencia bibliografica 2 posterior.

2. DATOS Y EVALUACION

Las concentraciones de COD y DQO se determinan en las muestras, por lo menos por duplicado, de acuerdo con el
punto 1.6.2. La degradacién en el tiempo T se calcula segin la férmula (con' definiciones) dada en el
punto 1.2.

El alcance de la degradacion se redondea hasta llegar a completar la unidad de porcentaje més cercana. La cantidad
de degradacién lograda al final del ensayo se presenta como la «biodegradabilidad en la prueba Zahn —
Wellens».

Nota: Si se logra una degradacién completa antes de que termine el periodo de duracién del ensayo y si este
resultado es confirmado por un segundo andlisis al dia siguiente, el ensayo puede darse por concluido.

3. PRESENTACION DEL INFORME

3.1. Informe sobre el ensayo

El informe sobre el ensayo incluird, si fuera posible:
— la concentracidn inicial de la sustancia

— cualquier otra informacién y los resultados experimentales relativos a la sustancia objeto del ensayo, a la
sustancia de referencia, si se utiliza alguna, y al control

— la concentracién después de tres horas
— la curva de biodegradacién con una descripcién

— fecha y lugar en que se tomaron las muestras de los organismos utilizados en el ensayo, status de adaptacién,
concentracion utilizada, etc. ‘

— causas cientificas de cualquier cambio en el procedimiento del ensayo.

3.2. Interpretacion de los resultados

La eliminacién de COD (o DQO) que tiene lugar gradualmente, durante dias o semanas, indica que la sustancia
objeto del ensayo se estd biodegradando.

No obstante, la absorcién fisico-quimica puede, en algunos casos, desempefiar un papel, y esto se pone de
manifiesto cuando hay una eliminacién completa o parcial desde el principio, dentro de las tres primeras horas, y la
diferencia entre las mezclas liquidas sobrenadantes del control y del ensayo se mantienen a un nivel
inesperadamente bajo.

Son necesarias pruebas adicionales si se quiere establecer una diferencia entre biodegradacién (o biodegradacién
parcial) y absorcién. ’

Esto puede hacerse de varias maneras, pero lo mas conveniente es usar el sobrenadante como in6culo en un ensayo
de base fija (una prueba respirométrica preferentemente). :

Las sustancias que en este ensayo den una eliminacién de COD (o DQO) alta, y no debida a la absorcién, deben ser
consideradas como potencialmente biodegradables. Una eliminacién parcial y no debida a la absorcién indica que
el producto quimico puede sufrir al menos cierta biodegradacion. :

Una eliminacién baja o nula de COD (0 DQO) puede deberse a que la sustancia objeto del ensayo provoca la
inhibicién de los microorganismos. Esto puede asimismo ponerse de manifiesto a través de una desintegracién y
pérdida del lodo, produciendo sobrenadantes turbios. Se debe repetir el ensayo utilizando una concentracién
inferior de la sustancia objeto de estudio.
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La utilizacion de un método analitico especifico para el compuesto, o de una sustancia del ensayo marcada con *#C

. p P ’ Yy b
puede permitir una mayor sensibilidad. En el caso del compuesto de-ensayo marcado con '*C la obtencién de
14CO, confirmara que se ha producido biodegradacion.

Cuando los resultados se presenten en términos de biodegradacién primaria, se debe dar, si fuera posible, una
explicacién sobre el cambio de estructura quimica que lleva a la pérdida de respuesta de la sustancia madre

utilizada en el ensayo.

La validacién del método analitico tiene que presentarse junto con la respuesta encontrada con el medio de ensayo
control (blanco). o

4. REFERENCIAS

(1) OCDE, Paris, 1981, Directriz para pruebas 302 B. Decisién del Consejo C(81) 30 final.

(2) Anexo V C.9 Degradacién: Demanda quimica de oxigeno, Directiva 84/449/CEE de la Comisién, Diario
Oficial de las Comunidades Europeas N° L 251 de 19. 9. 1984.
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Compuesto orginico:

Anexo

EJEMPLO DE EVALUACION

Concentracidn teérica de ensayo:

COD teérico:

Inéculo:
Concentracién:

Status de adaptacion:
Anilisis:

Cantidad de muestra:
Sustancia de control:

Toxicidad del compuesto:

4cido 4-Etoxibenzoico
600 mg/1
390 mg/l -

planta depuradora de aguas residuales . . .

1 g de material seco/litro

no adaptado
determinacién de COD
3ml

dietilenglicol

sin efectos téxicos por debajo de los

Ensayo utilizado: Ensayo de fermentacién con tubos.

1000 mg/1.

Sustancia de control Sustancia de ensayo
d?::;g:o dg(zc?ngé I COD (1) COD neto | Degradacién COD (1) COD neto | Degradacién

mg/l mg/1 mg/] (%) mg/l mg/l (%)

0 — —_ 300,0 — - 390,0 —
3h . 4,0 298,0 2940 2 371,6 367,6 6
1d 6,1 288,3 282,2 6 373,3 367,2 6
2d 5,0 281,2 276,2 8 360,0 355,0 9
5d 6,3 270,5 264,2 12 193,8 187.,5 52
6d i 7,4 253,3 245,9 18 143,9 136,5 65
7d 11,3 2125 201,2 33 104,5 93,2 76
8d 7,8 1425 134,7 55 58,9 51,1 87
9d 7,0 35,0 28,0 91 18,1 11,1 97
10d 18,0 37,0 19,0 94 20,0 2,0 99

('} Valores medios de determinaciones por triplicado.
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Figura 1
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BIODEGRADACION

ENSAYO DE SIMULACION CON LODO ACTIVADO

1. METODO
1.1. Introduccién
1.1.1. Comentarios generales

Este método sélo es aplicable a aquellas sustancias organicas que, a la concentracién utilizada en el ensayo:
— sean tan solubles en agua como sea necesario para la preparacién de las soluciones de ensayo

— sometidas a las condiciones del ensayo, tengan una presién de vapor insignificante

— no provoquen inhibicién en las bacterias.

La informacién sobre las proporciones relativas de los principales componentes del material de ensayo serd

necesaria para la interpretacion de los resultados obtenidos, particularmente en los casos en que los resultados sean’
reducidos o marginales. '

La informacion sobre la toxicidad de la sustancia para los microorganismos resulta conveniente para la
interpretacién de resultados reducidos y para la seleccién de las concentraciones apropiadas para el ensayo.

1.1.2. Determinacion de la biodegradabilidad maxima (andlisis del COD/DQO)

El objeto de este método es determinar la biodegradabilidad m4xima a través de la medicién de la eliminacién de la
sustancia y de cualquier metabolito en un modelo de planta de lodo activado con una concentracién equivalente a
> 12 mg de COD/I (o aproximadamente 40 mg de DQO/1). 20 mg de COD/I parece ser la optima. -

(COD = carbén orgénico disuelto por litro, DQO = demanda quimica de oxigeno). El contenido de carbén
orgénico (o la demanda quimica de oxigeno) del material de ensayo tiene que ser determinado.

1.1.3. Determinacién de la biodegradabilidad primaria (andlisis especifico)

El objeto del método es determinar la biodegradabilidad primaria de una sustancia en un modelo de planta de lodo
activado, con una concentracién de unos 20 mg/1, por medio de un método analitico especifico (se puede utilizar
una concentracion superior o inferior si el método analitico y su toxicidad lo permiten). Esto permite la valoracién
de la biodegradabilidad primaria de la sustancia (desaparicién de la estructura quimica madre).

El objeto de este método 7o es la determinacién de la mineralizacién de la sustancia ensayada.

Se tiene que contar con un método analitico adecuado para la determinacién de la sustancia.

1.2. Definiciones y unidades

1.2.1. Andlisis del COD/DQO
El grado de eliminacién de la sustancia viene dado por:

T-(E -E,) .
GE = — T x 100 % [1a)]

donde:

GE = grado de eliminacién en porcentaje de COD (o DQO) dentro del tiempo de retencién medio dado con
respecto al material de ensayo

T
E

concentracién del material de ensayo en el afluente en mg de COD/litro (0 mg de DQO/ litro)

concentracién de COD (o DQO) en el efluente de la unidad de ensayo en mg de COD/litro
(o DQP/litro)

E, = concentracién de COD (o DQO) en el efluente del blanco en mg de COD/litro (o DQO/litro).

La degradaci6n se expresa, como la eliminacién, en porcentaje de COD (0 DQO) dentro del tiempo de retencién
dado con respecto al material de ensayo.
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1:2.2. Analisis especifico

La eliminacién porcentual de la sustancia ensayada de su fase acuosa (R,) dentro del tiempo medio de retencién
dado viene dada por:

CG-C _
R, = <0 x100% [1b)]
donde:

C; = concentraci6n de la sustancia en el afluente de la unidad en la que se realiza el ensayo (mg de sustancia por
litro, determinada por medio de un analisis especifico) :

Cg = concentraci6n de la sustancia en el efluente de la unidad en la que se realiza el ensayo (mg de sustancia por
litro, determinada por medio de un- analisis especifico).
1.3. Sustancias de referencia

En algunos casos, cuando se est4 investigando una sustancia nueva, las sustancias de réferencia pueden resultar
atiles; no- obstante, todavia no pueden recomendarse sustancias de referencia especificas.

1.4. Principios de los métodos de ensayo

Para determinar la biodegradabilidad maxima, se organizan paralelamente dos unidades piloto de lodo activado
(unidades de ensayo confirmatorio OCDE o de depésito poroso). Se vierte la sustancia objeto del ensayo en el
afluente (aguas residuales domésticas o sintéticas) de una de las unidades, mientras que la otra recibe tan sélo aguas
residuales. Para la determinacién de la biodegradacion primaria con un andlisis especifico en el afluente y el
efluente, sélo se utiliza una unidad.

Las concentraciones de COD (o DQO) se miden en los efluentes, o se determinan las concentraciones de sustancia
por medio de un anilisis especifico.

E] COD debido al material del ensayo no es medido sino simplemente especificado.

Cuando se realizan las mediciones de COG (o DQO), se supone que las diferencias entre las concentraciones
medias de los efluentes del ensayo y del control se deben a material del ensayo no degradado.

Cuando se realizan analisis especificos, se pueden medir los cambios en la concentracién de la molécula madre
(biodegradacién primaria).

Las unidades pueden manejarse siguiendo el «<método de unidades acopladas», por medio de un procedimiento de
transinoculacion.

1.5. Criterios de calidad

La concentracién inicial de la sustancia depende del tipo de anlisis que se vaya a realizar y su limitacién.

1.6. Descripcién del método de ensayo
1.6.1. Preparacién
1.6.1.1. Aparatos

Se necesitan un par de unidades del mismo tipo, excepto cuando se realizan analisis especificos. Se pueden utilizar
dos tipos de dispositivos: ’

La prueba confirmatoria OCDE:

El equipo (Anexo I) consiste en un recipiente de almacenaje (A) para las aguas residuales sintéticas, una bomba de
dosificacién (B), un recipiente de aireacién (C), un separador (D), una bomba de aire (E) para reciclar el lodo
activado y un recipiente (F) para recoger el efluente tratado.

Los recipientes (A) y (F) tienen que ser de vidrio o de un plastico apropiadoy deben tener una capacidad de 24 litros
por los menos. La bomba (B) tiene que proporcionar una corriente constante de aguas residuales sintéticas en el
recipiente de aireacién; se puede usar cualquier sistema conveniente, con tal que la corriente de entrada y la
concentracidon queden aseguradas. :
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Durante el funcionamiento normal, se fija la altura del-separador de modo que el volumen contenido en el
recipiente de aireacién sea de 3 litros de mezcla liquida. Se cuelga en el recipiente (C), en el vértice del cono, un cubo
de aireacién sintetizado (G). La cantidad de aire soplado a través del aireador puede controlarse por medio de un
contador de corriente.

La bomba de aire (E) se coloca de manera que el lodo activado del separador sea continua y regularmente reciclado
en el recipiente de aireacién (C).

El depésito poroso:

~ El depésito poroso est4 construido a base de laminas de polietileno poroso (2 mm de espesor, tamafio maximo de
los poros 95 um), que adoptan la forma de cilindros de 14 cm de dismetro con una base cénica a 45° (Figuras1y2
del Anexo II). El depésito poroso se encuentra en el interior de un recipiente impermeable, hecho de un pléstico
conveniente, de 15 cm de didmetro y con una salida a una altura de 17,2 cm en la parte cilindrica, que determina el
volumen (3 1) en el depésito. Hay un anillo rigido de soporte, hecho de un plastico conveniente, alrededor de la
parte superior del recipiente interior, de modo que hay un espacio de 0,5 cm para el efluente entre el recipiente
interior y el exterior.

Los depésitos porosos pueden montarse en la base de un bafio maria termost4ticamente regulado. Se suministra
aire en la base del recipiente interior, en el que se colocan unos difusores apropiados.

Los recipientes (A) y (E) tienen que ser de vidrio o de un pl4stico conveniente y deben tener una capacidad de
24 litros por lo menos. La bomba (B) tiene que proporcionar una corriente constante de aguas residuales sintéticas
al recipiente de aireacién; puede usarse cualquier sistema apropiado, con tal que se asegure la corriente de entraday
la concentracién.

Se necesitan depdsitos porosos interiores de recamnbio para reemplazar a los que puedan bloquearse; los depésitos
bloqueados se limpian por medio de una inmersién de 24 horas en una solucién de hipoclorito seguida de un
minucioso lavado con agua del grifo.

1.6.1.2. Filtracién
Aparatos de filtracién por membrana y filtros de membrana con poros de un tamafio de 0,45 um. Los filtros de
membrana son apropiados si es seguro que ni desprenden carbén ni absorben la sustancia en la fase de
filtracién. :

1.6.1.3. Aguas residuales

Se puede usar tanto afluente sintético apropiado como aguas residuales domésticas.

Ejemplo de afluente sintético:
disuélvase en cada litro de agua del grifo:

peptona 160 mg
extracto de carne 110 mg
urea 30 mg
NaCl 7 mg
CaCl,.2H,0 . 4 mg
MgSO,.7H,0 2 mg
K,;HPO, 28 mg,

Aguas residuales domésticas:

Deben recogerse frescas cada dia en una cafiera de desagiie de un tanque de sedimentacién primaria de una planta
de tratamiento que trate aguas residuales domésticas predominantemente.

1.6.1.4. Solucién madre del material del ensayo

Debe prepararse una solucidn del material del ensayo (p. ej. 1 %) para ser afiadida a Ia unidad en que se realiza el
ensayo. La concentracién del material tiene que determinarse, de modo que se conozca el volumen apropiado que
hay que afiadir a las aguas residuales o directamente a la unidad por medio de una segunda bomba, para obtener la
concentracién necesaria para el ensayo.

1.6.1.5. Inéculo

Nota: Cuando se utilizan aguas residuales domésticas, no vale la pena utilizar un inéculo de baja concentracién
bacterial, sino que se puede utilizar lodo activado.

Pueden utilizarse diversos inéculos.
Tres ejemplos de inéculos apropiados son:

a) Inéculo procedente de un efluente secundario:

El inéculo debe obtenerse a partir de un efluente secundario de buena calidad recogido en una planta de
tratamiento que trate predominantemente aguas residuales domésticas. Hay que mantener el efluente en
condiciones aerébicas durante el tiempo que va desde la recogida de las muestras hasta su uso. Para preparar el
in6culo, se filtra la muestra en un filtro poco fino y se desechan los primeros 200 ml. El liquido asf filtrado es
mantenido en condiciones aerdbicas hasta su uso. El inéculo tiene que ser usado el mismo dia que es recogido.
Se deben usar por lo menos 3 ml para la inoculacién.
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b) Inéculo compuesto:
In6culo procedente de un efluente secundario:
Véase la descripcion anterior.
Inéculo- procedente de-suelo:

Se suspenden 100 g de suelo de jardin (fértil, no estéril) en 1 000 ml de agua potable sin cloto (Los suelos con
una proporcién extremadamente elevada de arcilla, arena o humus son inadecuados). Tras agitar la mezcla; se
deja que la suspension se deposite durante 30 minutos. Se filtra el sobrenadante con un filtro de papel poco fino
y se desechan los primeros 200 ml. Se airea el liquido filtrado inmediatamente y hasta su uso. El indculo tiene
que usarse el mismo dia en que es recogido.

Inéculo precedente de aguas superficiales:

Un tercer inéculo parcial se obtiene de aguas superficiales mesosaprébicas. La muestra se filtra con un papel
poco fino y se desechan los primeros 200 ml. El liquido asi filirado es mantenido en condiciones aerébicas
hasta su uso. El inéculo tiene que usarse el mismo dia en que es recogido.

Se retinen y mezclan bien volimenes iguales de las 3 muestras parciales de inéculo y se extrae de esta mezclala
muestra final. Deben usarse por lo menos 3-ml para la inoculacién.

¢} Inéculo procedente dé’lodo activado:

Se puede usar como inéculo. un volumen (no mas de 3 litros) de-lodo activado (contenido de sélidos-en
suspensién de hasta 2,5 g/1) sacado del tanque de aireacion de una planta que trate predominantemente aguas
residuales domésticas.

1.6.2. Procedimiento
El ensayo se realiza a temperatura ambiental; ésta debe mantenerse entre los 18 y los 25° C.

Si fuera apropiado, el ensayo puede realizarse a una temperatura inferior (de hasta 10° C): si la sustancia se
degrada, entonces no es necesario ning(in trabajo mas. Si, sin embargo, la sustancia no se degrada, el ensayo debe
llevarse a cabo a una temperatura constante entre los 18° y los 25° C.

1.6.2.1. Periodo de rodaje: Formacién/estabilizacién del lodo de las unidades

E! periodo de crecimiento/estabilizacion del lodo activado es el periodo durante el cual la concentracién de los
sélidos en suspensién del lodo activado y el funcionamiento de las unidades, progresan hasta llegar a un estado
constante en las condiciones de explotacién empleadas.

El periodo de rodaje es el periodo que va desde el momento en que la sustancia objeto de ensayo es afiadida por
primera vez hasta el momento en que su eliminacién alcanza un trazado constante (valor relativamente constante).
Este periodo no tiene que sobrepasar las seis semanas.

El periodo de evaluacidn es un periodo de tres semanas, tres semanas desde el momento en que la eliminacién de la
sustancia alcanza un valor relativamente constante, generalmente alto. Para aquellas sustancias que muestran
escasa o nula degradacién durante.las primeras seis semanas, las tres semanas siguientes se consideran como el
periodo de evaluacion.

Al principio, lléne(n)se la(s) unidad(es) necesaria(s) para un ensayo con el indculo mezclado con afluente.

Entonces se ponen en funcionamiento el aireador (y la bomba de aireacién [E] ‘en el caso de tener unidades de
prueba confirmatoria OCDE) y el mecanismo de administracién (B).

El afluente sin la sustancia tiene que pasar a través del recipiente de aireacién (C) bien a la velocidad de un litro por
hora, bien a la velocidad constante de medio litro por hora; esto da un tiempo medio de retencién de tres o seis
horas respectivamente.

La velocidad de aireacién debe regularse de modo que el contenido del recipiente (C) se mantenga constantemente
en suspensién, mientras el contenido de oxigeno disuelto es por lo menos de 2 mg/1.

Hay que evitar la formacién de espuma de una manera apropiada. No hay que usar agentes antiespuma que
inhiban el lodo activado.

El fango que se acumula alrededor de la parte superior del recipiente de aireacién (C), (y, en el caso de las unidades

. de prueba confirmatoria OCDE, en la base del recipiente de sedimentacién [D] y en el circuito de circulacién) debe
ser devuelto a la mezcla liquida al menos una vez al dia rascando con un cepillo o de cualquier otro modo que resulte
apropiado. :

Cuando el fango no se sedimenta, puede aumentarse su densidad afiadiendo porciones de 2 ml de una solucién
al 5% de cloruro de hierro; repitase si fuera necesario.

El efluente se acumula en un recipiente (E o F) durante 20 a 24 horas, y se toma una muestra después de mezclarlo
concienzudamente. Hay que limpiar el recipiente (E o F) cuidadosamente.

A fin de supervisar y controlar la eficiencia del proceso, se mide por lo menos dos veces a la semana la demanda
quimica de oxigeno (DQO) o el carbén orgénico disuelto (COD) del liquido filtrado a partir del efluente
acumulado, asi como la del liquido filtrado a partir del efluente (utilizando una membrana de poros de tamaiio
0,45 pm). Los primeros 20 ml (aproximadamente) del liquido filtrado se desechan.
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La reduccién del DQO 0-COD debe estabilizarse cuando se obtiene una degradacién diaria mas o menos -
regular.

AY
El contenido de materia seca del lodo activado que est4 en el tanque de aireacion debe determinarse dos veces a la
semana (en g/1). Las unidades pueden operarse de dos maneras: bien se determina el contenido de materia seca del
lodo activado dos veces a la semana y, si éste es superior.a 2,5 g/1,-se desecha el exceso de lodo activado; o bien se
retiran cada dia 500 ml de mezcla liquida, de cada depdsito, para conseguir un tiempo medio de retencién de seis
dias.

Cuando los pardmentros [eficiencia del proceso (eliminacién de DQO o COD), concentracién del lodo,
sedimentabilidad del lodo, turbidez de los efluentes, etc . . .] medidos y calculados de las dos unidades, son
suficientemente constantes, se puede introducir la sustancia objeto de ensayo en el afluente de una de las dos
unidades (como se indica en 1.6.2.2).

Por otra parte, la sustancia puede asimismo afiadirse al principio del periodo de crecimiento del lodo (1.6.2.1)
especialmente cuando el lodo es afiadido en tanto que inéculo.

1.6.2.2. Procedimiernto de ensayo

Se mantienen las condiciones de explotacién del periodo de rodaje y se afiade la suficiente cantidad de solucién
madre (aproximadamente el 1%) del material de ensayo afluente de la unidad en que se realiza el mismo, de modo
que se obtenga la concentracién deseada del material en las aguas residuales (aproximadamente 10 6 20 mg de
COD/I o 40 mg de DQOV/1). Esto se puede lograr mezclando la solucién de reserva con las aguas residuales
diariamente o por medio de un sistema de bombeo separado. Esta concentracién puede alcanzarse progresiva-
mente. Si la sustancia objeto de ensayo no tiene efectos toxicos sobre el lodo activado, se pueden probar
concentraciones superiores.

Se alimenta el blanco s6lo con afluente sin sustancias afiadidas. Se toman para su analisis volimenes suficientes de
efluentes y se filtran con filtros de membrana (0,45 um). Se desechan los primeros 20 ml (aproximada-
mente).

Las muestras filtradas tienen que analizarse el mismo dia, si no, hay que preservarlas por medio de un método
apropiado, por ejemplo, usando 0,05 ml de una solucién de cloruro de mercurio al 1% por cada 10 ml de liquido
filtrado o almacendndolas a 2 6 4° C hasta 24 horas, o por debajo de los —18° C para periodos més largos.

El periodo de rodaje, con la adicién de la sustancia a ensayar, no debe exceder las seis semanas y el periodo de
evaluacién no debe ser inferior a tres semanas; esto es, debe haber disponibles unas 14 6 20 determinaciones para
calcular el resultado final.

Método de unidades acopladas:

El acoplamiento de las unidades se consigue intercambiando 1,5 litros de mezcla liquida (incluido el lodo) de los
recipientes de aireacién del lodo activado entre las dos unidades.una vez al dfa. Cuando los materiales de ensayo
son fuertemente absorbentes, se sacan sélo 1,5 litros de liquido sobrenadante de los recipientes de sedimentacién y
se vierten en el recipiente de lodo activado de la otra unidad.

1.6.2.3. Anilisis

Se pueden realizar dos tipos de anélisis para examinar el comportamiento de la sustancia:

COD y DQO:

Las concentraciones de COD se realizan por duplicado con el analizador de carbén y/ o los valores de DQO segiin
la referencia bibliogréafica 2. '

Analisis especifico:

Las concentraciones de la sustancia en estudio se determinan por medio de un método analitico apropiado. Cuando
sea posible, se debe llevar a cabo la determinacién especifica de la sustancia absorbida en el lodo.

2. DATOS Y EVALUACION

2.1. Método de unidades acopladas -~

Cuando se utiliza el «<método de unidades acopladas», los grados de eliminacién diaria GE % se calculan de
acuerdo con 1.2.1.

Estos grados de eliminacién diaria GE son corregidos con la ecuacién [2] para un tiempo medio de retencién de
tres horas y la ecuacién 3] para seis horas, dando GEc para la transferencia de material debida al procedimiento de
transinoculacién.
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GEc = — GE - — 2
¢ 7 7 (2
4 100
GEc = — GE - —— 3].
c 3 ; 3 (3]
Se calcula la media de la serie de valores de GEc, asi como la desviacién estandar de acuerdo con la ecua-
cién [4]:
n
Y (GEc - GEg)?
SGEc = i=1 (4]
n-1
donde: .
sgee = Desviacién estdndar de la serie de valores de GEc
Sgec = media de los valores de GEc
n = numero de determinaciones.
Los valores atipicos de la serie de GEc se eliminan conforme a un procedimiento estadistico adecuado, p. €j.
Nalimov (referencia 6), al nivel de probabilidad del 95 %, y se vuelven a calcular la media y la desviacién estandar
de la serie de valores de DRc una vez libre de valores atipicos.
El resultado final se calcula entonces con la ecuacién [5]:
—_ Lo 13a
GEc = GEc ¢ T SGEc [51
donde:
t,_130 = valor tabular de t paran pares E y E(, y fiabilidad estadistica P (P = 1 - a), segin la cual P se fija en un
95 % (referencia 1).
El resultado se expresa dando la media con limites de tolerancia al nivel de probabilidad del 95 %, la respectiva
desviaci6n estandar y el nimero de valores de la serie DRc, una vez libre de valores atipicos, asi como el niimero de
éstos, p. €j.:
GEc = 98,6 £ 2,3% de eliminacién de COD
s = 4,65% de eliminacién de COD
=18
x = numero de valores atipicos.
2.2, Modo de unidades no acopladas
El funcionamiento de las unidades puede controlarse como sigue:
porcentaje de eliminacién _ DQO o0 DOC de las aguas residuales — DQO o DOC del efluente « 100
de DQO o0 COD B DQO o COD de las aguas residuales ‘
Estas eliminaciones diarias pueden trazarse grificamente para revelar las tendencias, p. €j. a una aclimata-
cién.
2.2.1. Cémo utilizar las determinaciones de DQO/COD

El grado diario de eliminacién GE % se calcula segin 1.2.1.

Se calcula la media de la serie de valores de GE, asi como la desviacién estandard de acuerdo con:

_E’l (GE - GE;2

SGE = i [6]
n-1
donde:
sge = Desviacién estandar de la serie de valores de GE;
GE = Media de los valores de GE;

n = Numero de determinaciones.



Ne° L 133/112 Diario Oficial de las Comunidades Europeas 30. 5. 88

Los valores ati};»icos de la serie de GE-se eliminan conforme a un procedimiento estadistico adecuado, p. .
Nalimov (referencia 6), al nivel de probabilidad del 95 %, y se vuelven a calcular la media y la-desviacién estdndar.
de la serie de los valores de GE una vez libre de valores atipicos.

El resultado final se calcula entonces con la ecuacién [7]:

. tn_l;a

GE = GE # —=—s; 171

donde:

t,_150 = valortabular detparan pares de valores de E y Eq y fiabilidad estadistica P (P = 1 — a) segiin la cual P se
fija en un 95 % (referencia 1).

El resultado se expresa dando la media con limites de tolerancia al nivel de probabilidad del 95 %, la respectiva
desviacién estdndar, y el nimero de valores de la serie GE una vez libre de valores atipicos, asi como el nimero de
éstos, p. €j.:

GE = (98,6 £ 2,3 %) de eliminacién de COD
s = 4,65% de eliminacién de COD
=18
= numero de valores atipicos.
2.2.2, Cémo utilizar un andlisis especifico

El porcentaje de eliminacién de la sustancia objeto de estudio en la fase acuosa (R,) se calcula de acuerdo

con 1.2.2.
3. : PRESENTACION DEL INFORME
3.1. Informe sobre el ensayo

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:

— el formulario del Anexo III, indicando las condiciones de funcionamiento del ensayo
— qué aparato se eligié (prueba confirmatoria OCDE o depdsito poroso)

— qué método se ha elegido: método de unidades acopladas o no

— qué aguas residuales: sintéticas 0 domésticas. En caso de que sean aguas residuales domésticas, fecha y lugar de
la muestra

— qué indculo, con fecha y lugar de la muestra
— una descripcién del método analitico si se realizaron anilisis especificos

— gréfico de la eliminacién de DQO o COD en funcién del tiempo, incluyendo el periodo de rodaje y de
evaluacién

~— recuperacién analitica de la sustancia en estudio en forma de DQO o COD en la solucién madre

— si se realizaron andlisis especificos, grafico del porcentaje de la eliminacién de la sustancia de la fase acuosa en
funcién del tiempo (perfodo de rodaje y de evaluacién)

— la media de eliminacién de COD, DQO o de la sustancia y la desviacién estandar se calculan a partir de los
resultados del periodo de evaluacién, es decir, cuando hay una eliminacidn constante de material del ensayo o
un periodo de funcionamiento constante :

— gréfico de la concentracién de lodo activado en funcién del tiempo

— cualquier observacién sobre el lodo activado {exceso de lodo desechado, presencia de aglomeraciones,
FeCl;, . . .)

— concentracion de la sustancia utilizada en el ensayo
— cualquier resultado sobre anélisis realizados en el lodo

— toda la informacién y todos los resultados experimentales sobre la sustancia en estudio y la sustancia de
referencia, si se utilizé alguna

— causas cientificas de cualquier cambio de procedimiento.
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3.2. Interpretacién de los resultados

Una baja eliminacién de la sustancia de estudio en la fase acuosa puede deberse a una inhibicién de los
microorganismos por parte de la sustancia. Esto puede asimismo ponerse de manifiesto a través de una
desintegracién y pérdida de lodo, produciendo un sobrenadante turbio, y a través de una reduccién de la eficiencia
en la eliminacién de DQO (o COD) de la planta piloto.

La absorcién. fisico-quimica puede desempefiar a veces un papel. Los anélisis realizados en- el lodo- tras. una
adecuada desorcién pueden revelar diferencias entre la accién bioldgica de la molécula y la absorcién
fisico-quimica.

Son necesarias pruebas adicionales si se quiere establecer una distincion entre biodegradacién (o biodegradacién
parcial) y absorcién. -

Esto puede hacerse de varias maneras, pero la més conveniente es usar el sobrenadante como inéculo en un ensayo
de grupo. base (una prueba respirométrica preferentemente).

Si se observan eliminaciones elevadas de COD o DQO, entonces ello es debido a la biodegradacién, mientras que,
en el caso de eliminaciones reducidas, la biodegradacion no se puede distinguir de la eliminacién, p. ej., si un
compuesto-soluble da muestras de una absorcién constante del 98 % y la proporcién de excedente de fango retirado
es del 10 % diario, una eliminacién de hasta el 40 % es posible; con una preporcién de excedente de lodo retirado
del 30 %, la eliminacién debida a la absorcién y a la retirada con excedente de lodo puedellegar a ser del 65 %
(referencia 4).

Cuando se utilicen andlisis especificos, se debe prestar atencién a la relacién entre la estructura de la sustancia y el
andlisis especifico- empleado. En este caso, el fendmeno- observado no puede ser interpretado como una: -
mineralizacién de la sustancia.
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Anexo 1

Figura 1
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Anexo 2
Figura 1

Equipo utilizado para valorar la biodegradabilidad

A

- @)

A = recipiente de almacenaje E = recipiente para recoger el efluente
B = bomba de administracién F = aireador con piedra difusora
C = recipiente de aireacién poroso G = contador de corriente (opcional).
D = recipiente impermeable exterior

Figura 2
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Condiciones de funcionamiento del ensayo de simulacién con lodo activado

Aparato

confirmatorio OCDE
depdsito poroso

Método de funcionamiento

unidad sencilla
unidades acopladas
unidades no acopladas

Transinoculacién
ninguna

lodo activado
sobrenadante:

Tiempo medio-de retencién

3 horas -
6 horas

Alimento de base

aguas residuales domésticas
aguas residuales sintéticas

Inéculo

efluente secundario
compuesto
lodo activado

Adicién del material de ensayo

desde el principio
incremento gradual
tras la formacién del lodo

Andlisis
especifico
DQO
COD

Anexo 3

Marquese la respuesta en cada grupo

N° L 133/117
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1.1.

1.2.

BIODEGRADACION

LODO ACTIVADO: PRUEBA DE INHIBICION DE LA RESPIRACION

METODO

Introduccién

El mérodo descrito en este Anexo sirve para evaluar el efecto que la sustancia objeto de ensayo tiene sobre los
microorganismos, midiendo la tasa de respiracién en unas condiciones determinadas y en presencia de
concentraciones diferentes de la misma.

El proposito de este método consiste en establecer un método de investigacion répido por el que se puedan
identificar las sustancias que afectan de manera adversa a las plantas de tratamiento microbiano aerdbico, as como
indicar las concentraciones no inhibitorias apropiadas de las sustancias objeto de ensayo que vayan a ser utilizadas
en las pruebas de biodegradabilidad.

Una prueba preliminar puede realizarse antes de la prueba definitiva. Esta nos facilitara informacién acerca del
rango de concentraciones que deben utilizarse en la prueba final.

Al proyectar la prueba se incluyen dos muestras control sin la sustancia objeto de ensayo, una al principio y otra al
final de la serie de pruebas. Cada lote de lodo activado debe ser revisado utilizando una sustancia de
referencia.

Este método es mds facilmente aplicable a sustancias que, debido a su solubilidad en agua y a su baja volatilidad, es
probable que permanezcan en el agua.

Para sustancias con solubilidad limitada en el medio de prueba, puede que no sea posible la determinacién del valor
CEjso.

Cuando la sustancia de prueba es propensa a provocar la fosforilacién oxidativa, los resultados basados en la
disminucién de oxigeno pueden conducir a conclusiones erréneas.

Para realizar el ensayo conviene disponer de la siguiente informacién:
— solubilidad en agua

— presién de vapor

— férmula estructural

— pureza de la sustancia objeto del ensayo.

Recomendacién:

El lodo activado puede contener organismos protencialmente patégenos; manéjese con cuidado.

Definiciones y unidades

La tasa de respiracién es el consumo de oxigeno que tiene lugar en el lodo activado en condiciones aerobias por los
microorganismos procedentes de aguas residuales; se expresa generalmente en mg 02 por mg de lodo en una
hora.

Para poder calcular el efecto inhibitorio de una sustancia de prueba a una determinada concentracién, la tasa de
respiraciéon se expresa como porcentaje de la media de las tasas de respiracidn de las dos muestras control.

2R
(1 - ——_) x 100 = porcentaje de inhibicién
Re; + Re,
donde:
R, = consumo de oxigeno de la sustancia de prueba a la concentracién utilizada en el ensayo

RC, = consumo de oxigeno de la muestra control 1

RC; = consumo de oxigeno de la muestra control 2. -

" En este mérodo el valor CE 5, expresa la concentracién de la sustancia de prueba en 1a que la tasa de respiracién es el

50% de la obtenida en la muestra control, en las condiciones descritas en el método de ensayo.
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1.3. Sustancias de referencia

Como sustancia de referencia, se recomienda utilizar 3,5-diclorofenol, conocido inhibidor de la respiracién,
efectuando una prueba para determinar el valor de CE g, en cada lote de lodo activado, a fin de comprobar que la
sensibilidad del lodo no es anormal.

1.4. Principio del método

La tasa de respiracion de un lodo activado alimentado con una cantidad estindar de agua residual sintética, se
determina después de un tiempo de contacto de 30 minutos, o de tres horas, o de ambos. La tasa de respiracién del
mismo lodo activado se mide también en presencia de varias concentraciones de la sustancia de prueba'y en
condiciones idénticas. El efecto inhibitorio dela sustancia de prueba, a una determinada concentracién, se expresa
como porcentaje de la media de las tasas de respiraciéon de dos muestras control. El valor-de CEj5, se calcula
mediante determinaciones realizadas a diferentes concentraciones.

1.5. Criterios de calidad

Los resultados de la prueba son validos si: )
— las tasas de respiracién de las muestras de control difieren una de la otra en menos de 15 %;

— el valor de CE s, (30 minutos y/o tres horas) del 3,5-diclorofenol estd dentro de los limites aceptados de § a

30 mg/1.
1.6. Descripcién del método
1.6.1. Reactivos
1.6.1.1. Soluciones de la'sustancia de prueba

Las soluciones de la sustancia objeto del ensayo se preparan en el momento de comenzar el estudio, usando una
solucién madre. Para esta solucidn, es apropiada una concentracién de 0,5 gr/l, si-se sigue el procedimiento
recomendado mas abajo. -

1.6.1.2. Solucién de la sustancia de control

Puede prepararse por ejemplo una solucién de 3,5-diclorofenol disolviendo 0,5 g de 3,5-diclorofenol en 10 ml de
NaOH, 1 M, diluyendo esta mezcla con agua destilada hasta un volumen de 30 ml aproximadamente, afiadiendo a
continuacién y ala vez que se agita H,SO, 0,5 M hasta el punto de precipitacién incipiente, para lo que se requieren
8 ml aproximadamente de H,50, 0,5 M, y finalmente diluyendo la mezcla con agua destilada hasta obtener un
litro de solucién. El pH de esta solucién deber4 estar entre 7 y 8.

1.6.1.3. Aguas residuales sintéticas

El agua residual sintética para alimentacién de los lodos se obtiene disolviendo las siguientes cantidades de
sustancias en un litro de agua: )

— 16 g de peptona

— 11 g de extracto de carne

— 3 g de urea

— 0,7 g de NaCl

— 0,4 g de CaCl,.2H,0

— 0,2 g de MgSo,.7H,0

— 2,8 g de K,HPO,.

Nota 1: Estas aguas residuales sintéticas estdan 100 veces mas concentradas que las descritas en el Informe Técnico

de la OCDE, «Método propuesto para la determinacién de la biodegradabilidad de los tensoactivos utilizados en
los detergentes sintéticos» del 11 de junio de 1976; ademés se les afiade fosfato bipotésico.

Nota 2: Si el medio asi preparado no va a utilizarse inmediatamente, deber4 conservarse en la oscuridad y a una
temperatura de 0 a 4° C, durante un periodo que no exceda de una semana y en condiciones que no provoquen
cambio alguno en su composicién. También puede esterilizarse antes de su conservacién, o bien afiadir los
extractos de peptona y carne poco antes de efectuar la prueba. Antes de utilizar la solucién, deberd mezclarse a
fondo y regular su pH.

1.6.2. Aparato de medida

El dibujo exacto no es critico. Sin embargo, no debe quedar espacio en la cabeza y la muestra debe encajar
herméticamente en el cuello del frasco de medida.

Se necesita un equipamiento normal de laboratorio y, especialmente, lo siguiente:

— aparato de medida

— dispositivo de aireacién

— electrodo de pH y equipo de medida

— electrodo de O,.
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1.6.3. Preparacién del in6culo

El in6culo microbiano para esta prueba proviene del lodo activado procedente de una planta de tratamiento de
aguas residuales predominantemente domésticas.

Si es necesario, al volver al laboratorio, pueden eliminarse las particulas gruesas o grumos dejando sedimentar un
poco, por ejemplo durante 15 minutos, y decantando la capa superior de sélidos m4s finos para su uso. También
puede mezclarse el lodo con un mezclador durante algunos segundos.

Si se piensa que puede hallarse presente material inhibidor, deber4 lavarse el lodo con agua corriente o con una
solucién isotémica. Después de centrifugar se decanta el sobrenadante (Este procedimiento se repite tres
veces). .

Seguidamente, se pesa y se seca una pequefia cantidad de lodo lavado. A partir de estos resultados, se puede
calcular la cantidad de lodo himedo que debe ser suspendida en agua para obtener un lodo activado con un rango
de concentracién de s6lidos en suspensién de 2 a4 gr/L. Este nivel supone una concentracién entre 0,8 y1l,6gr/len
el medi de prueba, si se sigue el procedimiento recomendado mas adelante.

Sino pudiera utilizarse el lodo el mismo dia en que se ha recogido, se afiadiran 50 ml de aguas residuales sintéticas a
cada litro de lodo activado que haya sido preparado como se describe anteriormente; esta mezcla se airea durante la
noche a una temperatura de 20 + 2° C, y se-mantiene en estas condiciones durante el dia, preparado para su
utilizacién. Antes de utilizarlo, se comprueba el pH y, si es necesario, éste se ajusta hasta un valor de entre 6,0 y 8,0.
El nivel de sélidos en suspensién se determina como se describe en el parrafo anterior.

Si en dias posteriores (cuatro como méximo), €s necesario utilizar el mismo lote de lodo, se le afiaden 50 m! de
aguas residuales sintéticas por litro de lodo al final de cada dia de trabajo.

1.6.4. Realizacion de la prueba

Duracién/tiempo de contacto: 30 minutos y/o tres horas, tiempo durante el cual tiene lugar la aireacion.

Agua: Agua potable (si es necesario, declorada).

Suministro de aire: Aire limpio, sin acefte. Caudal de aire de 0,5 a 1 litro/minuto.

Aparato de medida: Matraz de fondo plano, como por ejemplo, un frasco DBO (véase la
figura 1).

Medidor de oxigeno: Electrodo de oxigeno adecuado, con un registrador.

Solucién nutritiva Aguas residuales sintéticas (véase més arriba).

Sustancia de prueba: La solucién de prueba se prepara en el momento de comenzar la prueba.

Sustancia de referencia: _Por ejemplo, 3,5-diclorofenol (tres concentraciones como minimo).

Muestra de control: Muestra inoculada sin sustancia de prueba.

Temperatura: 20 + 2 °C.

A continuacién se sugiere un procedimiento experimental, que puede seguirse para ambas sustancias, la de prueba
y la de referencia, y para un perfodo de contacto de tres horas:

Se utilizan varios recipientes (por ejemplo, vasos de precipitado de 1 litro).

Se usardn como minimo cinco concentraciones, distanciadas por un factor constante que, preferiblemente, no
exceda de 3,2.

A tiempo «O», se mezclan 16 ml de cultivo de aguas residuales sintéticas con agua, hasta obtener 300 ml, a los que
se afiaden 200 ml de inéculo microbiano, y la mezcla total (500 ml) se vierte en el primer recipiente (primera
muestra de control, C,). Los recipientes de la prueba deber4n airearse continuamente para asegurar que el O,
disuelto no se hace menor de 2,5 mg/ly que, justo antes de la medida de la tasa de respiracién, la concentracién de
O; deber4 ser de unos 6,5 mg/I.

A los 15 minutos (15 minutos es un intervalo arbitrario, aunque conveniente), se repite el procedimiento anterior,
con la diferencia de que, antes de afiadir agua hasta llegar a 300 ml e inéculo microbiano hasta obtener un volumen
de 500 ml, se afiaden 100 ml de la solucién madre de sustancia de prueba a los 16 ml de aguas residuales sintéticas.
Seguidamente, esta mezcla se vierte en un segundo recipiente y se airea como se ha expuesto anteriormente. Este
proceso se repite a intervalos de 15 minutos con diferentes volimenes de solucién madre de sustancia de prueba,
para obtener una serie de recipientes que contengan concentraciones diferentes de la sustancia de prueba.
Finalmente, se prepara una segunda muestra de control (C,).
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Después de tres horas se mide el pH y se vierte bien mezclado el contenido del primer recipiente en el aparato de
medida; en el que se mide la tasa de respiracién durante un periodo de hasta 10 minutos.

Esta determinacién se repite a intervalos de 15 minutos con el contenido de cada recipiente, de tal manera que el
tiempo de contacto de cada recipiente sea de tres horas.

La sustancia de referencia se prueba en cada lote de inéculo microbiano siguiendo el mismo procedimiento.

Cuando vayan a tomarse las medidas después de 30 minutos de contacto, se necesitard un régimen diferente (por
ejemplo, més de un medidor de oxigeno).

Cuando sea necesario medir el consumo quimico de oxigeno, se preparan m4s recipientes que contengan la
sustancia de prueba, el medio nutriente de aguas residuales sintéticas y agua, pero no lodo activado.

El consumo de oxigeno se mide y se registra después de un tiempo de aireaciéon de 30 minutos y/o de tres horas
(tiempo de contacto). :

2. DATOS Y EVALUACION

La tasa de respiracién se calcula a partir del trazado del registrador en mg O,/Lh, con valores aproximados de
entre 6,5 mg O,/1y 2,5 mg O,/1, o cuando la tasa de respiracién sea baja, durante un periodo de 10 minutos. La
parte de la curva de respiracién sobre la que se mide la tasa de respiracién debe ser lineal.

Cuando las tasas de respiracién de las dos muestras de control difieran en mas del 15-por ciento o el valor de CE o
(30 minutos y/ o tres horas) de la sustancia de referencia no quede dentro de la gama aceptada (de 5 a 30 mg/1 para
el 3,5-diclorofenol), la prueba no seri valida y debera repetirse.

El porcentaje de inhibicién se calcula para cada concentracién de prueba como se ha descrito anteriormente, y se
representa graficamente en funcién de la concentracién en un papel logaritmico normal (o logaritmo-probabili-
dad), para obtener el valor de CEs,.

Los limites de confianza del 95% de los valores de CEs, se pueden determinar usando procedimientos

establecidos.
3. INFORMES
3.1. Informe de la prueba

El informe sobre el ensayo incluir4, si fuera posible:
— sustancia de prueba: datos de identificacién quimica
— sistema de prueba: fuente, concentracién y cualquier tratamiento previo del lodo activado

— condiciones de la prueba:
— pH de la mezcla de reaccién antes de la medicién de la respiracién
— temperatura de prueba
— duracién de la prueba
— sustancia de referencia y su valor medido de CEj5,

— absorcién abiética de oxigeno (si la hubiere)

— resultados:
— todos los datos medidos
— curva de inhibicién y método para calcular el valor de CEsq
— valor de CEs, v, si es posible, limites de confianza del 95%, CE;o y CEso.

— todas las observaciones y cualquier desviacién de este método de prueba que pueda haber influido sobre el
resultado.

3.2, Interpretacién de los datos

El valor de CEj, se considerar4 solamente como indicacién de los probables efectos téxicos de la sustancia de
prueba sobre los microorganismos de aguas residuales o de depuracién de lodo activado, si se tiene en cuenta que
las complejas interacciones que ocurren en el medio ambiente no pueden ser simuladas con precisién de una prueba
de laboratorio. Ademas, las sustancias de prueba que pueden ejercer un efecto inhibitorio sobre la oxidacién
aménica pueden producir también curvas de inhibicién atipicas. En razén de esto, dichas curvas deberin
interpretarse con cautela.
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BIODEGRADACION

PRUEBA LASC MODIFICADA

1. METODO

1.1. Introduccién

El objetivo del método esla evaluacién del potencial de biodegradabilidad dltima o total de sustancias orgénicas
hidrosolubles y no volatiles, cuando se exponen a concentraciones relativamente altas de microorganismos durante
un largo periodo de tiempo. Se mantiene durante este periodo la viabilidad de los microorganismos aiiadiendo
diariamente una alimentacién de aguas residuales decantadas. Para las necesidades del fin de semana, pueden
almacenarse las aguas residuales a 4 ° C. Pueden emplearse como alternativa las aguas residuales sintéticas de la
prueba de confirmacién OCDE.

Puede producirse una absorcidn fisicoquimica sobre los sélidos en suspensidn, y este hecho deberd tomarse en
cuenta al interpretar los resultados (véase 3.2).

Debido al largo periodo de retencién de la fase liquida (36 horas) y ala adicion intermitente de nutrientes, la prueba
no simula las condiciones reinantes en una planta depuradora de aguas residuales. Los resultados obtenidos con
diversas sustancias de prueba indican que la prueba tiene un elevado potencial de biodegradacién.

Las condiciones que la prueba establece son muy favorables a la seleccién y/o adaptacién de microorganismos
capaces de degradar el compuesto de prueba (El procedimiento puede utilizarse también para obtener indculos
aclimatados destinados a emplearse en otras pruebas).

En este método se emplea la medida de la concentracién del carbono organico disuelto para evaluar la
biodegradabilidad total de las sustancias de prueba. Resulta preferible determinar el COD por acidificacién y.
purgado més que por la diferencia de C,y,1-Cinorganico-

El empleo simultineo de un método analitico especifico puede permitir también evaluar la degradacién primaria de
la sustancia (desaparicién de la estructura quimica madre).

El método sélo es aplicable a las sustancias orginicas de prueba que, a la concentracién empleada en la
prueba,

— sean solubles en agua, (como minimo, 20 mg de carbono orgénico disuelto/L)
— posean una presion de vapor despreciable

— no posean efecto inhibidor sobre las bacterias

— no se absorban significativamente dentro del sistema de prueba

— no escapen de la solucién de prueba por formacién de espumas.

Deber4 determinarse el contenido de carbono organico del material de prueba.

Para interpretar los resultados obtenidos, ser4 titil la informacién sobre las proporciones relativas de los principales
componentes de la sustancia de prueba, particularmente en los casos para los que los resultados sean bajos o

marginales.

Para la interpretacién de resultados bajos y para la seleccién de una concentracién de prueba idénea podra ser util
la informacién sobre la toxicidad de la sustancia de prueba para los microorganismos.

1.2. Definiciones de unidades

Cr = concentracién del compuesto de prueba como carbono drganico presente o afiadido a las aguas residuales
sedimentadas al comienzo del periodo de aireacién (mg/1).

C; = concentracién del carbono organico disuelto, encontrada en el liquido sobrenadante de la prueba al término
del periodo de aireacion (mg/1)
C. = concentracién del carbono organico disuelto, encontrada en el liquido sobrenadante del control al término

del periodo de aireacién (mg/!).

En este método, la biodegradacién se define como la desaparicién del carbono organico. La biodegradacién puede
expresarse como:
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1. La eliminacién porcentual D 4 de la cantidad de sustancia afiadida diariamente:

Cr-(C, ~-C
Dy = Cr-& =S | 100 (1]
: Cr
D,4 = degradacién/adicién diaria.

2. La eliminacién porcentual Dy de la cantidad de sustancia presente al inicio de cada dia:

261+ Cy = C = 3C 5, 1) + 3C 54 1

D., =
sid 2Cr +C4 - C

x 100 (2 a)]

ci

_2Cp ~ 2(C,-Cy)

x 100 [2b)]
2Cr + (C,-C))

D4 = degradacién/substancia al inicio del dia.

Dondelos indicesiy (i + 1) serefieren al dfa de la medicién. Se recomienda la ecuacién [2 a)] si el COD efluente
varfa de dia a dia, mientras que la ecuacién [2 b)] puede emplearse cuando el COD efluente permanezca
relativamente constante de un dia para otro.

1.3. Sustancias de referencia

En algunos casos, al investigar una sustancia nueva, seran utiles las sustancias de referencia; sin embargo, no se
recomienda en el método ninguna sustancia de referencia especifica.

Se proporcionan los datos de diversos compuestos evaluados en pruebas efectuadas en varios laboratorios (véase
Anexo 1). En principio esto puede ser llevado a cabo periédicamente como calibracién del método y para comparar
los resultados obtenidos cuando se emplea un método distinto.

1.4. Principio del método de la prueba

Se coloca en una unidad de lodo activado semicontinuo (LASC) lodo activado procedente de una planta
depuradora de aguas residuales. Se afiaden el compuesto de prueba y aguas residuales domésticas decantadas,
aireandose la mezcla durante 23 horas. Se interrumpe entonces la aireacién, permitiéndose que el lodo se deposite
por sedimentacién y retirandose el liquido sobrenadante.

Se mezcla a continuacién el lodo que permanece en la cdmara de aireacién con una cantidad igual del compuesto de
prueba y de aguas residuales, repitiéndose el ciclo.

La biodegradacién se determina por el contenido en carbono orgénico disuelto del liquido sobrenadante. Se
compara dicho valor con el obtenido en un tubo de control en el que se han introducido sélo aguas residuales
decantadas.

Cuando se¢ utiliza un mérodo analitico especifico, pueden medirse los cambios en la concentracién de la molécula
madre debidos a la biodegradacién (biodegradabilidad primaria).

1.5. Criterios de calidad

No ha sido bien establecida atin la reproducibilidad de este método basado en la eliminacién del carbono orgénico
disuelto (Cuando se considera la biodegradacién primaria, se obtienen datos muy precisos para las sustancias
degradadas en gran medida).

La sensibilidad del método viene determinada en gran parte por la variabilidad del control y, en menor grado, por
la precisién de la determinaci6n del carbono organico disuelto y por el contenido del compuesto de prueba en el
liquido al comienzo de cada ciclo.

1.6. Descripcién del procedimiento de la prueba

1.6.1. Preparativos

Se retine un nimero suficiente de unidades limpias de aireaci6n (también puede usarse alternativamente la unidad
original de prueba LASC de 1,5 1) y de tubos de entrada de aire (figura 1) para cada sustancia de prueba y para los
controles. El aire comprimido suministrado a las unidades de prueba, que se purifica pasdndolo por un filtro de
lana de algodén, debe hallarse exento de carbono organico y presaturado con agua, a fin de reducir las pérdidas por
evaporacion.

Se toma una muestra de liquido mixto, que contenga de 1 a 4 g de sélidos en suspensién por litro de una central
depuradora de lodo activado en la que se depuren sobre todo aguas residuales domésticas. Para cada unidad de
aireacién se requieren aproximadamente 150 ml de liquido mixto.
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Se preparan en agua destilada soluciones madre de la sustancia de pruebaj; la concentracién exigida normalmente es
de 400 mg/1 como carbono organico, lo que supone una concentracién del compuesto de prueba de 20 mg/1 de
carbono al inicio de cada ciclo de aireacién, si no tiene lugar una biodegradacién.

Pueden emplearse concentraciones més altas si la toxicidad frente a los microorganismos lo permite.

Se mide el contenido en carbono organico de las soluciones madre.

1.6.2. Condiciones de la prueba
La prueba deber4 llevarse a cabo a 20 a 25° C.

Se utiliza una concentracién elevada de microorganismos aerobios (de 1 a 4 g/1 de sdlidos en suspensién), y el
periodo efectivo de retencién es de 36 horas.

La materia.carbonada existente en las aguas residuales que sirven de alimentacién resulta oxidada en gran medida,
normalmente al cabo de 8 horas tras el inicio de cada ciclo de aireacién. A continuacién, el lodo respira
endégenamente durante el resto del periodo de aireacién, siendo entonces el compuesto de prueba el tinico sustrato
disponible, a menos que éste resulte también rdpidamente metabolizado. Estos factores, junto con el de la
reinoculacidn diaria de la solucién de prueba cuando se utilizan como medio aguas residuales domésticas, ofrecen
condiciones muy favorables para que se produzcan la aclimatacién y un alto grado de biodegradacién.

1.6.3. Ejecucién de la prueba

Se toma una muestra de liquido mixto de una estacién de depuracién de lodo activado predominantemente de
origen doméstico, o bien de un laboratorio, y se mantiene en condiciones aerobias hasta emplearla en el
laboratorio. Se llena cada unidad de aireacién, y 12 unidad de control, con 150 ml (si se utiliza 1a unidad original de
prueba LASC, deben multiplicarse los vélumenes dados por 10) de liquido mixto, y se da inicio a la aireacién.
Transcurridas 23 horas, se interrumpe la aireacién y se permite que el lodo sedimente durante 45 minutos. Se abre
sucesivamente la espita de cada recipiente, y se retiran de cada uno 100 ml del liquido sobrenadante. Se toma,
inmediatamente antes de su uso, una muestra de aguas residuales domésticas decantadas y se afiaden 100 ml al lodo
que permanece en cada unidad de aireacién. Se vuelve a comenzar la aireacidn. En esta fase no se afiaden sustancias
de prueba, y las unidades se alimentan diariamente con aguas residuales domésticas s6lo hasta que se obtenga un
liquido sobrenadante transparente después de la decantacién. El tiempo necesario para ello es por lo general de 2
semanas, transcurridas las cuales el carbono orgéanico disuelto contenido en el liquido sobrenadante al término de
cada ciclo de aireacidn se acerca a un valor constante.

Al término de este periodo, se mezclan los diferentes lodos decantados, y se afiaden a cada unidad 50 mL del lodo
compuesto resultante.

Se afiaden 95 ml de aguas residuales decantadas y 5 ml de agua a las unidades control; por su parte, a las unidades
de ensayo se afiaden 95 ml de aguas residuales decantadas y 5 ml de la solucién madre (400 mg/1) del compuesto en
estudio.Se recomienza la aireacién y se mantiene durante 23 horas. Se deja entonces que el lodo decante durante 45
minutos, recogiéndose a continuacién el liquido sobrenadante y analizdndose el mismo, a fin de establecer su
contenido en carbono orgénico disuelto.

Se repite diariamente durante toda la duracién de la prueba el procedimiento mencionado de llenado y
recogida.

Antes de la sedimentacién, puede resultar necesario limpiar las paredes de las unidades para impedir que se
acumulen sélidos por encima del nivel de liquido. Se utiliza para cada unidad un raspador o un cepillo individual, a
fin de impedir que se produzca una contaminacién cruzada.

Idealmente, el carbono orgénico disuelto en los liquidos sobrenadantes se determinar4 diariamente, aunque puede
permitirse una frecuencia menor de analisis. Antes de efectuar el anélisis, se filtran los liquidos a través de filtros de
membrana de 0,45 pm lavados o se centrifugan los mismos. Los filtros de membrana son adecuados si es seguro
que ni liberan carbono ni absorben sustancia en la fase de filtracién. La temperatura de la muestra no debe superar
los 40 °C mientras se halle dentro de la centrifuga.

La duracidn de la prueba para compuestos con poca o ninguna degradacién es indeterminada, pero la experiencia
sugiere que generalmente deberia alcanzar al menos 12 semanas, sin superar las 26.

2. DATOS Y EVALUACION

Se representan en un diagrama frente al tiempo, los valores del carbono orgénico disuelto en los liquidos
sobrenadantes de las unidades de prueba y de las unidades de control.

Segun se va produciendo la biodegradacién, el nivel encontrado en la muestra se aproximar4 al nivel del control.
Una vez que la diferencia entre los dos niveles resulta constante para tres medidas consecutivas, se efectia el
nimero de medidas adicionales que sea suficiente para permitir el tratamiento estadistico de los datos, y se calcula
con ellos la biodegradacién porcentual del compuesto de prueba (D4 0 Dy, véase 1.2).
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3. INFORME

3.1. Informe de la prueba

El informe sobre el ensayo incluird, si fuera posible:

— toda la informacién sobre el tipo de aguas residuales, el tipo de unidad empleado y los resultados
experimentales relativos a la sustancia probada, la sustancia de referencia (si se usa), y el control

— la temperatura
— la curva de eliminacién, con descripcién y método de célculo (véase 1.2)

— la fecha y el emplazamiento donde se tomé la muestra del lodo activado y de las aguas residuales, el estado de
adaptacién, concentracidn, etc.

— razones cientificas para efectuar cualquier modificacién del procedimiento de la prueba

— firma y fecha.

3.2, Interpretacién de los resultados

Dado que la sustancia que deber4 probarse con este método no serd ficilmente biodegradable, toda eliminacién del
COD debida exclusivamente a la biodegradacién serd normalmente gradual, extendiéndose durante dias o
semanas, excepto en los casos en los que la aclimatacién sea brusca, como indica una desaparicidn abrupta que
tenga lugar tras algunas semanas. :

Sin embargo, la absorcién fisicoquimica puede jugar en ocasiones un papel importante; esto se apreciara cuando se
produzca desde el principio una eliminacién completa o parcial del COD afiadido. Lo que sucede a continuacién
depende de factores tales como los grados de absorcién y la concentracién de sélidos en suspensién en la.descarga
del efluente. Generalmente, la diferencia entre las concentraciones del COD en los liquidos de control y en los
liquidos sobrenadantes de la prueba se incrementa gradualmente a partir de un valor inicial bajo, permaneciendo a
continuacién con el nuevo valor durante el resto del experimento a menos que tenga lugar la aclimatacién.

Si debe llevarse a cabo una distinci6n entre la biodegradacién (o la biodegradacién parcial) y la absorcién, son
necesarias otras pruebas. Estas pueden efectuarse de diversas maneras, pero la més convincente consiste en utilizar
el liquido sobrenadante, o el lodo, como inéculo para una prueba de grupo base (preferiblemente una prueba
respirométrica). :

Las sustancias de prueba que produzcan una eliminacién alta y no adsortiva del COD en esta prueba deberin
considerarse como potencialmente biodegradables. La eliminacién parcial y no adsortiva indica que el producto
quimico experimenta al menos algo de biodegradacién.

Las eliminaciones bajas o nulas del COD pueden ser debidas a que la sustancia de prueba tiene efecto inhibidor
sobre los microorganismos, y esto puede quedar de manifiesto también por lisis y pérdida de lodo, produciéndose
sobrenadantes turbios. En este caso, debera repetirse la prueba empleando una concentracién menor de la
sustancia de prueba.

El empleo de un método analitico especifico, o de una sustancia de prueba marcada con *C puede proporcionar
una mayor sensibilidad. En el caso del compuesto de prueba marcado con 4C, la recuperacién de *CO,
confirmar4 que ha tenido lugar la biodegradacién.

Cuando los resultados se expresen también en términos de biodegradacion primaria, deber4 explicarse también, si
ello es posible, el cambio en la estructura quimica que produce la pérdida de respuesta de la sustancia inicial de

prueba.

Debera indicarse la validacién del método analitico junto con' la respuesta encontrada con el medio del
control.
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Anexo 1

Prueba LASC: Ejemplo de resultados

) c c _ C Porcentaje de Duracién

Sustancia (mg/1) (mg/1)° b‘“i%jsmé" del(jirﬁyo
4-acetil aminobenceno sulfonato 17,2 2,0 ) 85,0 40
Tetra propilen benceno sulfonato 17,3 8,4 51,4 40
4-nitrofenil 16,9 0,8 95,3 40
Dietil glicol 16,5 0,2 98,8 40
Anilina 16,9 1,7 95,9 40
Tetra ciclopentano carboxilato 17,9 .32 81,1 120

Anexo 2

Ejemplo del aparato de ensayo

Figura 1
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Volumen 50 ml




