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1. Introduccion

El presente manual se ha desarrollado como una guia que resume los métodos para la evaluacion de efectos
cancerigenos y genotdxicos por sustancias como alimentos y fairmacos. Su proposito principal es servir
como una fuente informativa y de referencia en la evaluacion de la seguridad de estos productos, con un
enfoque especifico en sus potenciales efectos carcinogénicos y genotdxicos.

Este documento se ha elaborado tomando como referencia a directrices internacionales de gran relevancia,
particularmente las guias de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) sobre genotoxicidad y
carcinogénesis, asi como las directrices de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdémicos (OCDE). Estas referencias proporcionan un marco cientifico y regulatorio sélido, asegurando
que los métodos y criterios presentados en este manual estén alineados con los estandares internacionales
actualizados.

La carcinogénesis es un proceso multifasico que implica la iniciacién, promocion y progresion de células
anormales. Los mecanismos incluyen dafio directo al ADN, alteraciones epigenéticas, estrés oxidativo y
disrupcion de vias de sefializacion celular. La genotoxicidad, por su parte, se refiere especificamente a la
capacidad de los agentes para dafiar el material genético, ya sea mediante mutaciones puntuales,
aberraciones cromosomicas o aneuploidia. Los principios de genotoxicidad abarcan la identificacion de
lesiones primarias en el ADN, los sistemas de reparacion celular y las consecuencias de los dafios no
reparados. La relacion entre genotoxicidad y carcinogenicidad es estrecha, pero no absoluta; mientras que
muchos carcindgenos son genotdxicos, actuando como iniciadores del proceso canceroso, otros pueden
promover el crecimiento tumoral sin dafiar directamente el ADN. Esta compleja interaccion subraya la
necesidad de un enfoque integral en la evaluacion del potencial carcinogénico de las sustancias,
combinando ensayos de genotoxicidad a corto plazo con estudios de carcinogenicidad a largo plazo.

A lo largo de este manual, se proporcionard una guia detallada sobre los métodos de evaluacion,
interpretacion de resultados y consideraciones regulatorias, integrando practicas recomendadas por la I[CH
y la OCDE. La estructura del manual permitird a los usuarios acceder facilmente a informacion relacionada
a la evaluacion de seguridad de sustancias de uso humano.

1.1 Antecedentes historicos

Los estudios de carcinogenicidad y genotoxicidad tienen una historia rica que se remonta a principios del
siglo XX. El concepto de carcinogénesis quimica surgio en 1915 cuando Yamagiwa e Ichikawa indujeron
cancer en conejos mediante la aplicacion repetida de alquitran de hulla. Este descubrimiento marcé el
inicio de la investigacion sistematica sobre sustancias capaces de causar cancer. La genotoxicidad, por su
parte, comenzo a estudiarse en profundidad en la década de 1940, con los trabajos pioneros de Hermann
Muller sobre mutaciones inducidas por rayos X en Drosophila. La importancia de estos estudios en el
desarrollo de productos de consumo y uso humano se hizo evidente en la década de 1960, tras la tragedia
de la talidomida, que impulsé una regulacion mas estricta de los farmacos y otros productos quimicos.
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La evolucidn de los marcos regulatorios para estos estudios ha sido gradual y compleja. En 1971, la OCDE
comenzo a desarrollar directrices para pruebas de productos quimicos, incluyendo métodos para evaluar
la carcinogenicidad y la mutagenicidad. Estas directrices se han actualizado regularmente para incorporar
los avances cientificos y tecnoldgicos. Por otro lado, la ICH establecida en 1990, ha desempefiado un
papel crucial en la estandarizacion de los requisitos para el registro de medicamentos. Las guias ICH S1A,
SIB y S1C para estudios de carcinogenicidad, y la ICH S2 para genotoxicidad, han sido fundamentales
para armonizar los enfoques regulatorios a nivel internacional. Esta evolucion refleja un esfuerzo continuo
por mejorar la seguridad de los productos destinados al uso humano, equilibrando la necesidad de
proteccion del consumidor con el avance cientifico y tecnoldgico en un mundo cada vez mas globalizado.

2. PRUEBAS DE CARCINOGENICIDAD
2.1 Objetivos

= La identificacion de propiedades cancerigenas de una sustancia quimica, que resulta en un
incremento de incidencia de neoplasias, mayor proporcion de neoplasias malignas o una reduccion
del tiempo en la aparicion de neoplasias, en comparacioén con grupos de control concurrentes.

= Identificar el o los 6rganos objetivo de la carcinogenicidad.

= Identificar el tiempo de aparicion de las neoplasias.

= (Caracterizar la relacion dosis-respuesta del tumor.

= Identificar un nivel sin efectos adversos observados o punto de partida para el establecimiento de
una dosis de referencia.

= Extrapolar los efectos cancerigenos a niveles de exposicion humana en dosis bajas.

2.2 Consideraciones generales

En la evaluacion del potencial carcinogénico de una sustancia quimica, el laboratorio de ensayo debe tener
en cuenta toda la informacion disponible sobre la sustancia antes de realizar el estudio, con el fin de
seleccionar el método de ensayo mdas adecuado y comprobar de forma mas eficiente el potencial
carcinogénico de la sustancia.

La informacion relevante para el disefio del estudio se basa en la estructura quimica, las propiedades
fisicoquimicas y ensayos de toxicidad de la sustancia y de otras estructuralmente relacionadas, ademas del
uso previsto y del potencial de exposicion humana.

Los métodos estadisticos para el analisis de los resultados se establecen antes de iniciar el estudio acorde
a los métodos y objetivos del ensayo. Se deben considerar cuestiones como el ajuste por supervivencia,
riesgos tumorales acumulativos, analisis del tiempo transcurrido hasta el tumor y el analisis de finalizacion
prematura de uno o mas grupos de ensayo.

w



Universidad de Guanajuato — Departamento de Farmacia
[ — ]
Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.

Se recomienda seguir los principios expuestos en el Documento de orientacion n° 19 de la OCDE sobre el
reconocimiento, la evaluacion y el uso de signos clinicos como criterios de valoracion para los animales
de experimentacion utilizados en la evaluacion de la seguridad.

La estrategia de seleccion de la dosis basica depende del objetivo principal del estudio. Al seleccionar los
niveles de dosis apropiados, debe lograrse un equilibrio entre la deteccion de peligros, y la caracterizacion
de las respuestas a dosis bajas y su relevancia.

2.3 Diseiio experimental

2.3.1 Bioensayo de carcinogenicidad a largo plazo
Directriz de prueba 451 de la OCDE

La eleccion de la especie animal para la evaluacion de la carcinogenicidad debe ser justificada, la rata es
la especie de roedor preferida debido a la corta vida, disponibilidad de cepas caracterizadas,
susceptibilidad a induccion de tumores, practicidad para tomar muestras de sangre en serie, peso de
organos y uso en estudios farmacologicos y toxicoldgicos que amplian la informacion de su fisiologia y
patologia.

La rata debera ser un adulto joven, las hembras nuliparas y no prefiadas, se usard la misma cepa de los
estudios preliminares de toxicidad a menos que la cepa no cumpla con los criterios de supervivencia para
estudios a largo plazo. El uso del raton puede tener una utilidad limitada, sin embargo, se puede justificar
por motivos mecanicistas, metabolicos o de otra indole como especie apropiada para el estudio de
carcinogenicidad a largo plazo o para aumentar el peso de la evidencia con estudios de carcinogenicidad
en dos especies de roedores.

La guia S1C del ICH proporciona los criterios para la seleccion de dosis del estudio de carcinogenicidad
entre los cuales se encuentra la dosis maxima tolerada que es en la que se prevé que producird un efecto
toéxico minimo durante el transcurso del estudio, los efectos farmacodinamicos limitantes de la dosis, la
saturacion de la absorcion, la dosis maxima factible que es de 5% de la dieta y la dosis limite de 1500
mg/kg/dia cuando la dosis humana méaxima recomendada no excede los 500 mg/dia. Se muestra a
continuacion en la figura 1 un esquema del ensayo de carcinogenicidad.
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Incluir ambos sexos, al menos Preever muertes adicionales a los 12 .
. . . . Utilizar al menos tres
50 animales de cada sexo meses con 10 animales por sexo e incluir . .
. . . niveles de dosis y un
para cada grupo de dosis 5 animales centinela por sexo para

. control
monitorear estado de enfermedad

N



Universidad de Guanajuato — Divisién de

i

Elegir el nivel de dosis mas
alto para identificar los
principales 6rganos diana y
los efectos téxicos evitando al
mismo tiempo el sufrimiento,
la  toxicidad grave, la
morbilidad o la muerte.

Administrar la sustancia via
oral, a traves de la dieta 0 el
agua o sonda nasogastrica .

)

Via oral los roedores reciben
la sustancia en estudio los 7
dias de la semana por 24 meses

QQ\,\

Via sonda nasogéstrica administrar
una dosis tinica una vez al dia a hora
similar sin exceder 1 ml/100 g de
peso corporal en roedores

Ciencias Naturales y Exactas

Elintervalo de la dosis dependera de la
sustancia en estudio, intervalos de 2 a 4
veces se recomiendan para establecer
dosis descendentes y suele ser preferible
afiadir un cuarto grupo de prueba a
utilizar intervalos muy grandes

Considerar primero el uso de una
solucién/suspension acuosa, seguido
una solucién/emulsién en aceite y
luego solucién en un vehiculo

(L
>,-)——!~
s 6 -
”
Via cutdnea se tratara con la

sustancia por lo menos 6 horas al dia
los 7 dias de la semana por 24 meses

Si es un compuesto irritante local
puede ser en dosis dividida y
deben diluirse para evitar efectos
locales graves

Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.

El grupo control serd no
tratado o solo tratado con
el vehiculo en el mayor
volumen utilizado

Utilizar una concentracion
dietética constante en mg/kg de
dieta o ppm o un nivel de dosis
constante en mg/kg calculando
semanalmente el peso del animal

Via inhalatoria se realiza durante
6 horas al dia los 7 dias de la
semana por 24 meses. Minimizar
la angustia del animal

La duracién del estudio sera
normalmente de 24 meses para
roedores

Figura 1. Esquema general donde se muestran las especies animales recomendadas, niveles de dosis, vias de administracion
y duracién de estudio para evaluar la carcinogénesis



2.4 Evaluacion del ensayo
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Se evaltian los efectos tumorigénicos de la sustancia a la luz de la incidencia y latencia del tumor en los
modelos de roedores, en el caso de farmacos se evalua la farmacocinética en comparacion con los

humanos, y los datos de cualquier estudio informativo que sea de relevancia. Se presenta en la figura 2 un
esquema de la evaluacion del ensayo.

Comprobar morbilidad/mortalidad de

los animales, todos los dias,
principio y al final de cada dia.

Medir consumo de alimentos y
agua 1 vez a la semana hasta las 13
semanas, y después 1 vez al mes.

Realizar necropsia macroscopica
a todos los animales del estudio,
con un examen minucioso de la
superficie del cuerpo, de todos
los orificios y las cavidades.

Revisar aparicion de tumores
visibles o palpables v registrar
localizacion, aspecto, momento de
aparicion, y progresion.

Tomar muestra sanguinea para su
estudio, en una muerte
provisional y al final del estudio
en 10 animales por sexo y grupo.

Los animales previstos para su
muerte a los 12 meses pueden
requerir necropsia segun el caso,
a discrecion del estudio.

Pesar todos los animales al inicio
del tratamiento, 1 vez a la semana
hasta las 13 semanas y después, 1
vez al mes.

- o
i
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Realizar analisis de orina, en una
muerte provisional y al final del
estudio en 10 animales por sexo y

por grupo.

Conservar tejidos en un medio
adecuado segun las propiedades de
la sustancia de ensayo. En caso de
6rganos emparejados, conservar
ambos 6rganos.

Figura 2. Esquema que sefala la evaluacion que se debe realizar a lo largo del estudio de carcinogénesis.

Los tejidos minimos examinados deben ser aquellos de los grupos de dosis altas y de control; de los

animales muertos o sacrificados durante el estudio; los que presenten anomalias macroscdpicas, incluidos

los tumores; cuando se observen cambios histopatologicos relacionados con el tratamiento en el grupo de
dosis alta, esos mismos se examinaran en todos los animales de los demas grupos de dosis.
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2.5 Recoleccion y analisis de datos

2.5.1 Informe final

A continuacion, se muestra un formato guia para realizar el informe del cual debe incluir los siguientes
datos:

Tabla 1. Formato de informe para prueba de carcinogénesis

INFORME DE PRUEBA

DATOS DE LA SUSTANCIA EVALUADA NOTAS:

Naturaleza  fisica, pureza vy
propiedades fisicoquimicas

Datos de identificacion

Fuente de sustancia

Numero de lote

Certificado de analisis quimico

VEHICULO (SI CORRESPONDE) NOTAS:

Justificacion de la eleccion del
vehiculo (si no es agua)

ANIMALES DE PRUEBA NOTAS:

Especie/cepa utilizada y
justificacion de la  eleccidon
realizada

Numero, edad y sexo de los
animales al inicio de la prueba

Fuente, condiciones del espacio de
alojamiento, dieta, etc.

Pesos individuales de los animales
al inicio de la prueba
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Tabla 1. Formato de informe para prueba de carcinogénesis (continuacion)

CONDICIONES DE LA PRUEBA NOTAS:

Justificacién de la via de
administracion y seleccion de la
dosis

Cuando corresponda, los métodos
estadisticos utilizados para analizar
los datos

Detalles de la formulacion de la
sustancia problema/preparacion de
la dieta

Datos analiticos sobre la

concentracion, estabilidad y
homogeneidad  alcanzadas  del
preparado

Via de administracion y detalles de
la administracion de la sustancia
problema para estudios de
inhalacién, ya sea sélo por la nariz
o por todo el cuerpo

Dosis reales (mg/kg de peso
corporal/dia) vy  factor de
conversion de la concentracion de
la sustancia problema en la
dieta/agua potable (mg/kg o ppm)
a la dosis real, si procede

Detalles sobre la calidad de los
alimentos y el agua

2.5.2 Resultados

Al momento de reportar los resultados de las pruebas deben presentar datos resumidos en tablas y datos
de animales individuales:
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Tabla 2. Formato para resultados de la prueba de carcinogénesis

RESULTADOS

DATOS DE SUPERVIVENCIA

Peso corporal/cambios de peso corporal

Consumo de alimentos, calculos de
eficiencia alimentaria, si se realizan, y
consumo de agua, si es aplicable

Datos toxicocinéticos si estan disponibles

Oftalmoscopia, hematologia y quimica
sanguinea (si estan disponibles)

HALLAZGOS GENERALES

Signos de toxicidad

Incidencia (y, si se califica, gravedad) de
cualquier anomalia

Naturaleza, gravedad y duracion de los
hallazgos observados (ya sean transitorios o
permanentes)

DATOS DE NECROPSIA

Peso corporal al finalizar el estudio

Pesos de organos y sus proporciones, si
corresponde; hallazgos de necropsia;
Incidencia y gravedad de las anomalias

©
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Tabla 2. Formato para resultados de la prueba de carcinogénesis (continuacion)

HISTOPATOLOGIA

Hallazgos histopatologicos no neoplasicos

Hallazgos histopatologicos neoplasicos

Correlacion entre hallazgos macroscopicos
y microscépicos

Descripeion detallada de todos los hallazgos
histopatologicos  relacionados  con el
tratamiento, incluidas las clasificaciones de
gravedad

10
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3. PRUEBAS DE GENOTOXICIDAD
3.1 Objetivos

e Identificar las propiedades genotoxicas de una sustancia quimica y detectar los mecanismos
genotoxicos relevantes en la tumorigénesis.

e Optimizar las pruebas de toxicologia genética estandar para la prediccion del riesgo de los
efectos cancerigenos que tienen como base cambios en el material genético.

e Servir como referente en la interpretacion de estudio de carcinogenicidad.

3.2 Consideraciones generales

El dafio al ADN en forma de mutaciones génicas, daflo cromosdmico a mayor escala o recombinacion
genética, se considera esencial para los efectos hereditarios y cambios genéticos malignos. Los
compuestos que resultan positivos en las pruebas que detectan este tipo de dafios, tienen potencial
carcinogénico y/o mutagénico humano. Las pruebas de genotoxicidad son utiles para la prediccion de la
carcinogenicidad.

Son establecidas pruebas in vivo ¢ in vitro debido a que algunos agentes son mutagénicos in vivo, pero no
in vitro, y porque es deseable incluir estudios que cuenten con factores como absorcion, distribucion,
compuestos de forma sistematica y por ello no estar disponibles en tejidos objetivo.

En casos en que una modificacion de la via de administracion no proporcione una exposicion suficiente
del tejido diana y no se disponga de un ensayo de genotoxicidad adecuado en el tejido mas expuesto,
podria ser conveniente basar la evaluacion inicamente en ensayos in vitro.

Los resultados negativos en pruebas adecuadas (usualmente dos), con adecuada justificacion para los
puntos finales medidos y la demostracion de la exposicion a la sustancia, son generalmente considerados
pruebas suficientes para demostrar la ausencia de riesgo genotdxico significante.

En casos donde el compuesto sea altamente toxico a la bacteria, la prueba de mutacion inversa bacteriana
(prueba de Ames) debe ser llevada a cabo al igual que los compuestos citotoxicos son probados en células
de mamiferos, ya que la mutagenicidad puede ocurrir a concentraciones mas bajas y menos toxicas.

Dado que la mayoria de los compuestos con alertas estructurales se definen en relacion con la
mutagenicidad bacteriana, resultados negativos en estas pruebas suelen considerarse garantia suficiente
de ausencia de genotoxicidad. La eleccion de las pruebas o de las modificaciones del protocolo depende
de la naturaleza quimica, de la reactividad y cualquier dato del metabolismo del compuesto.

11
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3.3 Diseifio experimental

3.3.1 Pruebas in vitro

3.3.1.1 Ensayo de mutacion bacteriana
Directriz de prueba 471 de la OCDE

La prueba de mutacion inversa bacteriana utiliza cepas de Salmonella typhimurium y Escherichia coli que
requieren aminoacidos para detectar mutaciones puntuales, que implican la sustitucion, adicion o
eliminacion de uno o varios pares de ADN, el principio de la prueba es detectar mutaciones que revierten
las mutaciones presentes en las cepas de prueba y restablecen la capacidad funcional de las bacterias para
sintetizar un aminoacido esencial y se emplea cominmente como deteccion inicial genotdxica, en
particular de la actividad inductora de mutacion puntual.

El nivel de dosis maximo recomendado es de 5000 pg/placa (5 puL/placa) cuando no esté limitado por
solubilidad o citotoxicidad. Si no se observa citotoxicidad, se utilizara la dosis precipitante mas baja como
dosis maxima puntuable.

El conjunto recomendado de cepas sera de cinco, incluyendo:

Salmonella typhimurium TA98

Salmonella typhimurium TA100

Salmonella typhimurium TA1535

Salmonella typhimurium TA1537 o TA97 o TA97a

Salmonella typhimurium TA102 o Escherichia coli WP2 uvrA o WP2 uvrA (pKM101)

Método de incorporacion en placa:

Incubar a 37°C durante 48 a 72

Utilizar 0.05 ml a 0.1 ml de
solucion problema, 0.1 ml de

cultivo  bacteriano con 108 Mezclar el contenido de cada

células viables y 0.5 ml de
tampén estéril y mezclar con
2 .0 ml de agar de recubrimiento.

tubo, vertir en una placa de
medio minimo y dejar solidificar
el agar superpuesto

horas. Después contar el nimero
de colonias revertidas.

Figura 3. Esquema que representa el método de incorporacion en placa.

12
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0.05 o 1 ml de la solucién

problema en estudio se preincuba
con 0.1 ml de la cepa con 10°
células viables y 0.5 ml de tampén
estéril durante 20 min a 30°-37° C.

Mezclar después de incubar con
el agar de recubrimiento y verter
en una placa de medio minimo

Incubar a 37°C durante 48 a 72
horas. Después contar el mimero
de colonias revertidas.

Figura 4. Esquema que representa el método de preincubacion.

Es necesario incluir en cada ensayo controles simultaneos positivos y negativos especificos de la cepa con
y sin activacion metabdlica, para ello debera consultar la pagina 5 de la directriz No. 471 de la OCDE. La
prueba con un sistema de activacion metabolica exdgeno requiere sustituir el tampon por la mezcla de
activacion metabolica.

Las sustancias solidas de prueba deben disolverse o suspenderse en disolvente o vehiculos apropiados
antes del tratamiento de las bacterias. Las sustancias de prueba liquidas pueden agregarse directamente a
los sistemas de prueba y/o diluirse antes del tratamiento.

3.3.1.2 Micronucleos en células de mamiferos
Directriz de prueba 487 de la OCDE

La prueba de micronucleos in vitro detecta los micronucleos en el citoplasma de células en interfase que
pueden originarse a partir de fragmentos de cromosomas acéntricos o de cromosomas completos que no
pueden migrar a los polos durante la etapa de anafase de la division celular, por lo que proporciona una
base integral para investigar el potencial de dafio cromosdmico in vitro al detectar tanto aneugenos como
clastégenos en células que han experimentado una division celular durante la exposicion a la sustancia
evaluada.

Es importante demostrar que se ha producido proliferacion celular tanto en los cultivos control como en
los tratados puesto que la etapa més informativa para calificar los micronucleos es en las células que han
completado una mitosis durante o después del tratamiento con la sustancia en evaluacion. En la figura 5
se indican los tipos de células que generalmente son utilizados para la realizacion de la prueba y la figura
6 representa el protocolo para la realizacion de la prueba de micronucleos in vitro.

13
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Linfocitos primarios de sangre periférica humana,

que deben obtenerse de individuos jévenes de 18 a
35 afios, no fumadores y sin enfermedades ni
exposicion reciente a agentes genotoxicos.

V79, CHL/IU y L5178Y

Células de lineas celulares de
roedores como células CHO,

Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.

Células de lineas celulares

humanas como TK6.

Figura 5. Células de mamiferos que pueden utilizarse para realizar la prueba de micronucleos in vitro.

S

Las lineas celulares forma rutinaria
debe comprobar la estabilidad del
nimero de cromosomas modal y la
ausencia de contaminaciéon por
Mycoplasma

J

Y

(4

-

Utilizar una fraccion postmitocondrial
suplementa con cofactor prepara a partir
de higados de roedores tratados con
inductor de enzimas como sistema de
metabolizacion exdgeno cuando se
emplean  células con  capacidad
metabélica inadecuada

=

— |

Para lineas celulares las células se
propagan a partir de cultivos madre,
se siembran en un medio de cultivo
a una densidad que las células

continuaran creciendo
exponencialmente hasta el
momento de la cosecha
1
f’i \
/ \
/ \
/ \
X J
N
Las sustancias evaluadas solidas

deben prepararse en disolventes y

diluirse, las liquidas  pueden
afiadirse directamente al sistema de
prueba y/o diluirse antes del

tratamiento del sistema de prueba.

Se deben evaluar al menos tres
concentraciones de prueba que
cumplan con los criterios de
aceptabilidad

La concentracion de prueba mas alta debe
apuntar a lograr una citotoxicidad del 55+
5% o en sustancias con baja solubilidad no
citotoxicas la mas alta debe producir
turbidez o un precipitado visible

Para
entera tratada con
linfocitos separados
de un mitégeno para inducir
divisiébn celular antes de la
exposicion a la sustancia evaluada y
a la citoB

infocitos se cultiva sangre
heparina, o
en presencia

Los disolventes bien establecidos
son el agua sin exceder el 10% (v/v)
o el dimetilsulféxido (DMSO) sin
exceder el 1% (v/v).

Si no se observa precipitado ni
citotoxicidad limitante, la
concentracion mas alta de la prueba
debe corresponder a 10 mM, 2 mg/
mL o 2 pl/mL, que sea la mas baja
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©° 9

El tratamiento debera durar 3 a 6
horas con un tiempo de muestrea de
1.5 a 2 ciclos celulares normales desde
el inicio del tratamiento permitiendo
que las células terminen la mitosis

+)

B ’
= e
El protocolo del ensayo debe incluir
la realizacién de ensayos con y sin

activacién metabdlica, con controles
positivos y negativos adecuados.

Figura 6. Esquema que representa el protocolo de la prueba de micronucleos in vitro.

3.3.2 Pruebas in vivo

3.3.2.1 Micronucleos en eritrocitos de mamiferos
Directriz de prueba 474 de la OCDE

La prueba de microntcleos in vivo en mamiferos detecta dafos inducidos en los cromosomas o en el
aparato mitotico de los eritroblastos por la sustancia en estudio, su relevancia yace en la evaluacion de la
genotoxicidad considerando los factores del metabolismo in vivo, la farmacocinética y los procesos de
reparacion del ADN activos. La prueba evaltia la formacion de microntcleos en eritrocitos de muestras de
médula dsea o eritrocitos de sangre periférica de roedores, la figura 7 presenta el protocolo para la prueba.
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wr J
] > -
R
Mantenerlos a una temperatura de 22 Al inicio del estudio, la

Emplear cepas de rata o ratén
adultos jévenes sanos, puede usar
otras especies de mamiferos al

+3 °C, humedad relativa del 50%,
iluminacién artificial 12 horas, 12
horas oscuridad alojados no méds de 5

variacion de peso no debe
exceder 120 % del peso
promedio de cada sexo

justificar cientificamente

evaluada

La sustancia deberd
disolverse o suspenderse en
disolventes o wvehiculos como
agua, solucién salina, solucién de
metilcelulosa, aceite de oliva o
aceite de mafz.

{ )

_ e 2

Cap

) Ffrrr, l@d 3 ) pLL
El tamafio de grupo sera de 5
animales por sexo para cada dosis/
control por lo que requeriria entre
25 y 35 animales para tres niveles
de dosis

del mismo sexo por jaula.

Debe incluir un grupo de animales
tratados con una sustancia de control
positivo a menos que el laboratorio
haya demostrado competencia en la
realizacidn de la prueba

e — ‘."’Drrﬂ

Si la sustancia causa toxicidad la
dosis mds alta serd la dosis mdxima
tolerado, si no sera de 100 mg/kg al
dia para un  periodo  de
administracion de 14 dias

2
l ” 2 A A
/ )
El control negativo debe

manipularse de la misma manera, si
utiliza sangre periférica, una muestra
previa al tratamiento es aceptable en
lugar de un control negativo
simultdneo en estudios a corto plazo

Para la via de administracién se
debe considerar ruta prevista de
exposiciébn humana y  elegir
segiin se justifique las vias de
exposicién garantizando la
exposicién del tejido objetivo

Figura 7. Esquema que representa el protocolo de la prueba de micronucleos en eritrocitos de mamiferos in vivo.
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La prueba de micronucleos se puede realizar en ratas o ratones de tres maneras:

A) Los animales se tratan con la sustancia evaluada una sola vez:

Médula
Osea

Se toman muestra de médula dsea Se toman

al menos dos veces, entre las 24 y

48 horas después del tratamiento -
tratamiento

0y

periférica

muestra de
periférica al menos dos veces, entre
las 36 y 72 horas después del

© ®

N

Sangre

Microntcleos

Cuando se detecta una respuesta
positiva en un momento de muestreo,
no se requiere muestreo adicional a
menos que se necesite informacion
cuantitativa dosis-respuesta.

sangre

B) Se utilizan dos tratamientos diarios en un intervalo de 24 horas

Médula
dsea

Se toman muestra de médula ésea
una vez entre las 18 y 24 horas
después del tratamiento final

©
®y

Sangre
periférica

muestra  de
periférica una vez entre las 36 y 48
horas después del tratamiento final

Se toman sangre

C) Se utilizan tres o mas tratamientos en un intervalo de 24 horas

Médula
bsea

e

Se toman muestras de médula 6sea
una vez a mas tardar 24 horas
después del tratamiento final

©
®y

Sangre
periférica

Se toman muestras de sangre
periférica una vez a mas tardar 40
horas después del tratamiento final

Figura 8. Esquema que orienta para la toma de muestra segun el nimero de tratamientos en 24 horas.
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3.4 Evaluacion del ensayo

3.4.1 Ensayo de mutacion bacteriana

Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.

Existen diferentes criterios para determinar si un resultado es positivo. Se presenta en la figura 9 un

esquema que refleja la evaluacion del ensayo.

Se identifica un aumento relacionado
con la concentracion de bacterias en
el intervalo ensayado.

Se observa un aumento a una o
mas concentraciones en el nimero
de colonias revertientes por placa

en al menos una cepa con o sin
activacion metabolica.

Figura 9. Esquema sobre interpretacion de resultados positivos.

Una sustancia cuyos resultados no cumplan los criterios anteriores se considerard no mutagénica. La
mayoria de estos experimentos arrojan resultados evidentemente positivos o negativos, rara vez el
conjunto de datos impide emitir un juicio definitivo sobre la genotoxicidad de la sustancia. Los resultados
siguen siendo cuestionables independientemente de las veces que se repita el experimento.

Los resultados positivos del ensayo indican que la sustancia induce mutaciones puntuales por sustitucion
de bases o cambios de marco en el genoma de Salmonella typhimurium y/o Escherichia coli. Los
resultados negativos indican que, en las condiciones del ensayo, la sustancia evaluada no es mutagénica
en las especies ensayadas. En la figura 10 se esquematiza una mutacion del DNA.

Extra U

I ."'-. l . --‘.’.“
MET @ |
v

Figura 10. Esquema de mutacion génica en bacterias.
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3.4.2 Micronucleos en células de mamiferos in vitro
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Un resultado positivo in vitro debe evaluarse en funcion del peso de las pruebas, si las condiciones no se

dan in vivo, el efecto solo se produce en condiciones mas toxicas, indica una ausencia de potencial
genotoxico. En resultados negativos, debe considerarse realizar pruebas adicionales la activacion

metabolica in vitro resulta inadecuada. En la figura 11 se visualiza el analisis a realizar para procesar las
células de mamiferos de la prueba de micronucleos in vitro.

B

Los cultivos deberan procesarse por
separado, las células con membrana
celular intacta y citoplasma intacto
deben conservarse para permitir la
deteccion de microntcleos

z HEL ‘.
Las células que contienen mas de
dos ntcleos con tratamiento citoB
principales no deben analizarse en
busca de micronticleos.

Los portaobjetos se pueden tefiir
por Giemsa o tintes fluorescentes
especificos de ADN como naranja
de acridina

La frecuencia de micronticleos debe
puntuarse en al menos 2000
células por concentracion y control

Figura 11. Esquema que sefiala el analisis que se debe realizar en la prueba de micronucleos in vitro.
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3.4.3 Micronucleos en eritrocitos de mamiferos

Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.

Las pruebas in vivo permiten la absorcion, distribucion y excrecion que es potencialmente relevante para
el humano, por lo tanto, es importante tener en cuenta todos los hallazgos toxicoldgicos y hematolégicos
al evaluar los datos de genotoxicidad. La figura 12, presenta los factores a evaluar durante la prueba de

micronucleos in vivo.

o=

Realizar observaciones clinicas
generales y registrar los signos
clinicos al menos una vez al dia,
preferiblemente a la misma hora
cada dia

Se debe medir el consumo de agua
y de alimentos al menos una vez a
la semana

\
| yjj

Las células de médula 6sea se
obtiene de los fémures o tibias de
los animales inmediatamente
después de la eutanasia humanitaria

Al menos dos veces al dia durante
el periodo de dosificacién, se debe
observar la morbilidad y mortalidad
de todos los animales

L %

Los animales que presenten
indicadores no letales de toxicidad
excesiva deben ser sacrificados

humanamente antes de completar el
periodo de prueba

Las células de sangre periférica se
obtienen del sangrado de la vena de
la cola o mediante puncién
cardiaca

Todos deben pesarse al inicio del
estudio, al menos una vez a la
semana durante los estudios de dosis
repetidas y en el momento de la
eutanasia

Se debe tomar una muestra de sangre
en el momento adecuado para permitir
la investigacion de los niveles
plasmaticos de las sustancias problema
con el fin de demostrar que se produjo
exposicion de la médula Gsea

Teilir inmediatamente supravitalmente
0 una tincién especifica de ADN como
naranja de acridina para eliminar
artefactos en la bisqueda de
microntcleos.

Figura 12. Esquema que sefiala la evaluacion que se debe realizar en la prueba de microntcleos in vivo.
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3.5 Recoleccion y analisis de datos

3.5.1 Informe final

Enseguida se muestran formatos guia para realizar el informe, el cual debe incluir los siguientes datos:

Tabla 3. Formato de informe para prueba in vitro: “Ensayo de mutacion bacteriana”

INFORME DE PRUEBA

ENSAYO DE MUTACION BACTERIANA

DATOS DE LA SUSTANCIA EVALUADA NOTAS:

Datos de identificacion y ntimero
CAS, si se conocen

Naturaleza fisica y pureza

Propiedades fisicoquimicas
relevantes para la realizacion del
estudio

Estabilidad de la  sustancia
problema, si se conoce

VEHICULO (SI CORRESPONDE) NOTAS:

Justificacion de la eleccion del
disolvente/vehiculo

Solubilidad y estabilidad de la
sustancia problema en
disolvente/vehiculo, si se conocen

CEPAS NOTAS:

Cepas utilizada

Numero de células por cultivo

Caracteristicas de la cepa

Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.
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Tabla 3. Formato de informe para prueba in vitro: “Ensayo de mutacion bacteriana” (continuacion)

Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.

CONDICIONES DE LA PRUEBA

Cantidad de sustancia problema
por placa (mg/placa o pl/placa) con
justificacion para la seleccion de la
dosis y numero de placas por
concentracion

Medios utilizados

Tipo y composicién del sistema de
activacion metabolica, incluidos los
criterios de aceptabilidad

Procedimientos de tratamiento

NOTAS:

Tabla 4. Formato de informe para prueba in vitro: “Micronucleos en células de mamiferos’

INFORME DE PRUEBA

b

MICRONUCLEOS EN CELULAS DE MAMIFEROS

DATOS DE LA SUSTANCIA EVALUADA

Fuente, nimero de lote, fecha limite de
uso, si esta disponible

Estabilidad de la propia sustancia
problema, si se conoce

Reactividad de las sustancias problema
con el disolvente/vehiculo o el medio de
cultivo celular

Solubilidad y estabilidad de la sustancia
problema en disolvente, si se conocen

Medicion del pH, osmolalidad y
precipitado en el medio de cultivo al que
se anadio la sustancia problema, segin
corresponda

NOTAS:
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Tabla 4. Formato de informe para prueba in vitro: “Micronucleos en células de mamiferos” (continuacion)

SUSTANCIAS MULTICONSTITUYENTES, UVBC Y
MEZCLAS

NOTAS:

Caracterizado en la medida de lo posible
por la identidad quimica (nombre
IUPAC o CAS, ntimero CAS, codigo
SMILES o InChl, formula estructural,
pureza,etc.), la ocurrencia cuantitativa y
las propiedades fisicoquimicas
relevantes de los constituyentes

SOLVENTES

NOTAS:

Justificacion de la eleccion del disolvente

Porcentaje de disolvente en el medio de
cultivo final

CELULAS

NOTAS:

Tipo y fuente de células utilizadas

Idoneidad del tipo de célula utilizada

Ausencia de micoplasma, en el caso de
lineas celulares

Para lineas celulares, informacion sobre
la duracion del ciclo celular o el indice
de proliferacion

Donde se utilizan linfocitos, sexo de los
donantes de sangre, edad y cualquier
informacion pertinente sobre el donante,
sangre entera o linfocitos separados,
mitogeno utilizado

Tiempo del ciclo celular normal (control
negativo)

Numero de pases, si estan disponibles,
para lineas celulares

Métodos para el mantenimiento de
cultivos celulares, para lineas celulares




Tabla 4.
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Formato de informe para prueba in vitro: “Micronucleos en células de mamiferos” (continuacion)

CONDICIONES DE LA PRUEBA

NOTAS:

Identidad de la sustancia bloqueadora
de la citocinesis (por ejemplo, citoB), si
se utiliza, y su concentracion y duracion
de la exposicion celular

Concentracion de la sustancia problema
expresada como concentracion final del
medio de cultivo (por ejemplo, pg o mg/
ml, o mM de medio de cultivo)

Justificacion de la  seleccion  de
concentraciones y del numero de
cultivos, incluidos datos de citotoxicidad
y limitaciones de solubilidad

Composicion del medio, concentracion
de CO2, si procede, nivel de humedad

Concentracion  (y/o  volumen) del
disolvente y de la sustancia problema
anadidos al cultivo

MEDIO

NOTAS:

Temperatura y tiempo de incubacion

Duracion del tratamiento

Tiempo de cosecha después del
tratamiento

Densidad celular en el momento de la

siembra, si procede

Tipo y composicion del sistema de
activacion metabolica (fuente, método
de  preparacion de la  mezcla,
concentracion o volumen de la mezcla y

en el medio de cultivo final, controles de

calidad (por ejemplo, actividad
enzimatica,  esterilidad.  capacidad
metabolica)
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Tabla 4. Formato de informe para prueba in vitro: “Micronicleos en células de mamiferos” (continuacion)

Sustancias  de control positivo y NOTAS:
negativo, concentraciones finales,
condiciones y duraciones del

tratamiento y periodos de recuperacion

Meétodos de preparacion de portaobjetos
y técnica de tincion utilizada

Criterios para calificar las células
micronucleadas (seleccion de células
analizables e identificacion de
micronucleos)

Numero de células analizadas

Métodos para medir la citotoxicidad

Cualquier informacion complementaria
relevante sobre la citotoxicidad y el
método utilizado

Criterios para considerar los estudios
como positivos, negativos o equivocos

Método(s) de analisis estadistico
utilizado

Métodos, como el uso de anticuerpos
cinetocoros o sondas  especificas
pancentroméricas, para caracterizar

si los micronucleos contienen
cromosomas completos o fragmentado

Métodos utilizados para determinar el
pH, la osmolalidad y la precipitacion
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Tabla 5. Formato de informe para prueba in vivo: “Micronucleos de eritrocitos de mamiferos”

INFORME DE PRUEBA

PRUEBA DE MICRONUCLEOS DE ERITROCITOS DE MAMIFEROS

DATOS DE LA SUSTANCIA EVALUADA NOTAS:

Fuente, numero de lote, fecha limite de

uso, si esta disponible

Estabilidad de la sustancia problema, si
se conoce

SUSTANCIA MONOCONSTITUYENTE NOTAS:

Aspecto fisico, solubilidad en agua y
propiedades fisicoquimicas pertinentes
adicionales

Identificacion quimica, como nombre
IUPAC o CAS, numero CAS, codigo
SMILES o InChl, férmula estructural,
pureza, identidad quimica de las
impurezas, segun corresponda y sea
practicamente factible, etc.

SUSTANCIAS MULTICONSTITUYENTES, UVBC Y NOTAS:
MEZCLAS

Caracterizado en la medida de lo posible
por la identidad quimica (nombre
IUPAC o CAS, ntmero CAS, codigo
SMILES o InChl, formula estructural,
pureza,etc.), la ocurrencia cuantitativa y
las propiedades fisicoquimicas
relevantes de los constituyentes

Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.
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Tabla 5. Formato de informe para prueba in vivo: “Micronucleos de eritrocitos de mamiferos”

(continuacion)

PREPARACION DE LA SUSTANCIA EVALUADA

NOTAS:

Justificacion de la eleccion del vehiculo

Solubilidad y estabilidad de la sustancia
problema en el disolvente/vehiculo, si se
conocen

Determinaciones analiticas sobre
formulaciones (por ejemplo, estabilidad,
homogeneidad, etc.)

ANIMALES DE PRUEBA

NOTAS:

Especie/cepa utilizada y justificacion de
su uso

Numero, edad y sexo de los animales

Fuente, condiciones de vivienda, dieta,
etc.

Método para identificar de forma tnica
a los animales

Para estudios de corta duracion: peso
individual de los animales al inicio y al
final de la prueba; para estudios de mas
de una semana: peso corporal individual
durante el estudio y consumo de
alimentos. Debe incluirse el rango de
peso corporal, la media y la desviacion

estandar de cada grupo.

CONDICIONES DE PRUEBA

NOTAS:

Datos de control positivos y negativos
(vehiculo/disolvente)

Datos del estudio de determinacion de
rangos, (si se realizo)

Justificacion de la seleccion del nivel de
dosis




Universidad de Guanajuato — Departamento de Farmacia

Manual de pruebas toxicolégicas, 2024.

Tabla 5. Formato de informe para prueba in vivo: “Micronucleos de eritrocitos de mamiferos”
(continuacién)

Detalles de la preparacion de la NOTAS:
sustancia problema

Detalles de la administracion de la
sustancia problema

Justificacion de la via y duracion de la
administracion

Métodos para verificar que la(s)
sustancia(s) de ensayo alcanzaron la
circulacion general o el tejido objetivo

Dosis real (mg/kg de peso corporal/dia)
calculada a particr de la sustancia
problema de prueba de la dieta/agua
potable  concentracion  (ppm) vy
consumo, si corresponde

Método de eutanasia

Descripcion detallada de los programas
de tratamiento y muestreo vy
justificacion de las elecciones

Procedimientos para aislar y conservar
muestras

Métodos de medicion de la toxicidad

Criterios  para calificar  eritrocitos
inmaduros micronucleados

Numero de células analizadas por
animal para determinar la frecuencia de
eritrocitos inmaduros micronucleados y
para determinar la proporcion de
eritrocitos inmaduros a maduros

Criterios de aceptabilidad del estudio

Métodos, como el uso de anticuerpos
anticinetocoros o sondas de ADN
especificas de  centromero,  para
caracterizar  si  los  microntcleos
contienen cromosomas completos o
fragmentados
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3.5.2 Resultados

Al momento de reportar los resultados de las pruebas se deben presentar datos resumidos en tablas, a
continuacion se muestran formatos guia.

Tabla 6. Formato para resultados de la prueba in vitro: “Ensayo de mutacion bacteriana”

RESULTADOS

ENSAYO DE MUTACION BACTERIANA

Signos de toxicidad

Signos de precipitacion

Recuentos de placas individuales

El numero medio de colonias revertidas por
placa y la desviacion estandar

Relacion  dosis-respuesta, cuando sea
posible

Analisis estadisticos, si los hubiere

Datos de control negativos
(disolvente/vehiculo) y positivos
simultineos, con rangos, medias vy
desviaciones estandar

Datos historicos de control negativos
(disolvente/vehiculo) y positivos, con, por
ejemplo, rangos, medias y desviaciones
estandar
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Tabla 7. Formato para resultados de la prueba in vitro: “Micronticleos en células de mamiferos”

RESULTADOS

MICRONUCLEOS EN CELULAS DE MAMIFEROS

Definicion de celulas aceptables para el
analisis

En ausencia de cito B, el numero de células
tratadas y el numero de células cosechadas
para cada cultivoen caso de lineas celulares

Parametros para estimar la citotoxicidad,
p-ej. CBPI o RI en el caso del método de
bloque de citocinesis; RICC o RPD cuando
no se utilizan métodos de bloque de
citocinesis; otras observaciones, si las hay
(por ejemplo, confluencia celular, apoptosis,
necrosis, conteo de metafase, frecuencia de
células binucleadas)

Signos de precipitacién y tiempo de

J

determinacion

Datos sobre pH vy la osmolaridad del medio
de tratamiento si se determinan

Distribucion de células mono, bi vy
multinucleadas si se utiliza un método de
bloqueo de citocinesis.

Numero de células con micronucleos dados
separado para cada cultivo tratado y de
control, y definicion de si a partir de células
binucleadas o  mononucleadas,cuando
corresponda

Relacion concentracion-respuesta, siempre
que sea posible

Datos de control negativos (solvente) y
positivos concurrentes (concentraciones y
datos historicos negativos (solvente) y de
control positivo, con rangos, medias y
desviacion estandar y limites de control del
95% para la distribucion, asi como el
numero de datos
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Tabla 7. Formato para resultados de la prueba in vivo: “Microntcleos de eritrocitos de mamiferos”

RESULTADOS

PRUEBA DE MICRONUCLEOS DE ERITROCITOS DE MAMIFEROS

Estado del animal antes y durante el
periodo de prueba, incluidos los signos de
toxicidad

Proporcién de eritrocitos inmaduros entre el
total de eritrocitos

Numero de  eritrocitos inmaduros
micronucleados, indicado por separado
para cada animal

Media + desviacion estandar de eritrocitos
inmaduros micronucleados por grupo

Relacion  dosis-respuesta, cuando sea
posible; analisis estadisticos y métodos
aplicados

Datos de control positivos y negativos
simultineos con rangos, medias vy
desviaciones estandar

Datos historicos de control negativo y
positivo con rangos, medias, desviaciones
estandar y limites de control del 95 % para
la distribucidon, asi como el periodo de
tiempo cubierto y el nimero de puntos de
datos

Datos de caracterizacion que indiquen si los
micronucleos contienen cromosomas
completos o fragmentados

Criterios para una respuesta positiva o
negativa que se cumplen
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4. Consideraciones éticas

En los estudios que implican dosis repetidas, cuando un animal muestra signos clinicos progresivos que
conducen a un mayor deterioro de su estado, debe tomarse una decision informada sobre si sacrificar o no
humanitariamente al animal. La decision debe incluir la consideracion del valor de la informacion que se
obtendra del mantenimiento continuado de ese animal en estudio en relacion con su estado general. Si se
decide dejar al animal en estudio, se debera aumentar la frecuencia de las observaciones, segun sea
necesario. También puede ser posible, sin afectar negativamente a la finalidad del ensayo, interrumpir
temporalmente la dosificacion si con ello se alivia el dolor o la angustia, o reducir la dosis del ensayo.

5. Glosario

Aberracion cromosomica: Cualquier duplicacion, delecion o reordenacion del contenido cromosémico
diploide de un organismo.

Aducto de ADN: Producto de la unién covalente de una sustancia quimica al ADN.

Aneugenos: Son sustancias que causan aneuploidia, una condicién en el nimero de cromosomas en una
célula es anormal por la pérdida o ganancia de uno o més cromosomas.

Aneuploidia: Situacion en la que el nimero de cromosomas no es un multiplo exacto del nimero haploide.
Carcinogenicidad: Proceso por el cual las células normales se transforman en células cancerosas.

Centromero: Region cromosomica heterocromatica especializada por la que permanecen unidas las
cromatidas hermanas después de la replicacion y el lugar donde las fibras del huso se enganchan durante
la division celular. La localizacion del centromero determina la forma del cromosoma durante la anafase
de la division celular.

Citotoxicidad: Capacidad de una sustancia o agente para dafiar o destruir células vivas. Esto puede alterar
las funciones celulares, impedir el crecimiento o causar la muerte celular.

Clastdgenos: Un agente que produce el rompimiento estructural de cromosomas, usualmente es detectable
por microscopia de campo claro.

Delecion: Mutacion cromosdmica que implica la pérdida de material cromosémico.

Eficacia de la clonacion: La eficiencia de las células individuales para formar clones. Suele medirse tras
sembrar un nimero reducido de células en un medio adecuado.

Epigenética: El estudio de las modificaciones en funcion de las modificaciones en la funcidon génica de un
organismo que no son atribuibles a alteraciones en la secuencia nucleotidica del ADN del organismo.
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Eritrocito policromatico: Eritrocito inmaduro en un estadio intermedio de desarrollo que ain contiene
ribosomas, puede distinguirse de los eritrocitos normocromaticos maduros mediante tinciones selectivas
para el ARN.

Genotoxicidad: Cualquier cambio deletéreo en el material genético, independientemente del mecanismo
por el que se induce el cambio.

In vitro: Literalmente, en vidrio; que ocurre fuera del organismo vivo; que ocurre en un entorno artificial.
In vivo: Literalmente, en vivo: que ocurre dentro del cuerpo del organismo vivo.

Micronucleos: Particula en una célula que contiene DNA nuclear; puede contener uno o varios
cromosomas enteros o una parte o partes céntricas o acéntricas rotas de los cromosomas.

Mutacion puntual: Mutacion que se puede cartografiar en un solo locus. A nivel molecular, una mutacion
que resulta de la sustitucion de un nucleétido por otro.

Recombinacion: Proceso que da lugar a la formacion de nuevas combinaciones alélicas en el cromosoma.
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