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EFECTOS SOBRE LA SALUD
ANIMALES SILVESTRES

ARKIVE

- Disminucion de la puesta de huevos por nido
- Disminucion del nimero de huevos eclosionados

- Disminucion del numero de pollos que sobreviven tras
varias semanas de vida
- Disminucion del grosor de la cascara de huevo por DDE

EFECTOS SOBRE LA SALUD
HUMANA

e Alteraciones sistema reproductor
masculino:
¢ Disminucidon de la calidad del semen e infertilidad

* Alteracion del desarrollo fetal con malformaciones
congénitas del tracto urogenital
* Criptorquidia (no descenso testicular)
* Hipospadia (posicién anormal de la apertura de la uretra)

* Tumores de células germinales de los testiculos.
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EFECTOS SOBRE LA SALUD
HUMANA

e Alteraciones sistema reproductor femenino:

Pubertad precoz

Reduccion de la fecundidad
Sindrome de ovarios poliquisticos,
Reduccion de la fertilidad
Resultados adversos del embarazo

Endometriosis y fibroides uterinos (tumores no
cancerosos)

Cancer de mama y de ovarios.

EFECTOS SOBRE LA SALUD
HUMANA

e Otras alteraciones:

o Cancer de tiroides
o Alteraciones en el desarrollo del sistema nervioso

Retraso mental, autismo, dificultad de aprendizaje

o Enfermedades metabdlicas

Sindrome metabdlico
Diabetes
Obesidad

o Alteraciones inmunes
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MEDICAMENTOS DE USO VETERINARIO

-Erradicar enfermedades
-Bienestar animal

-
o - 9.

Veterinary medicines Manufacturing

Lvestckbesnerts N
AR

processes

- Inappropriate
- disposal

of used containers
and unused
medicines

@ Boxall et al., 2003

¢ Efectos sobre la salud humana y de los ecosistemas?

Treatment of
companion animals

Storage of manure
and slurry

Manure and
slurry spreading
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RIESGO DEL USO DE MEDICAMENTOS

http://biotaetscientia.wordpress.com

DICLOFENACO

- | poblaciones de buitres en la India (1990-2004) (Sumpter, 2010; Cuthbert et al., 2011)

- Gyps particularmente sensibles.
- ;Caso extremo? —————— Farmacovigilancia ambiental

OTROS @
MEDICAMENTOS
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RIESGO DEL USO DE MEDICAMENTOS

m DICLOFENACO EN ESPANA
m Recientemente autorizado USO VETERINARIO

® Las mayores poblaciones de buitres de Europa: En P. Ibérica
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EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

compuestos industriales, plaguicidas, aditivos
alimentarios, compuestos farmacéuticos, detergentes y
cosméticos

N2 incalculable de origen natural
> 400.000 de origen sintético
> 100.000 comercializadas
>10.000 interaccion habitual

EVALUACION DEL RIESGO

14



Pilar Gémez Ramirez Toxicologia- 12/03/2019
Grado en Farmacia-

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

Objetivo de la Toxicologia

Evaluacion de los peligros potenciales de los
compuestos toxicos sobre el hombre, los
animales y el medio ambiente, evaluando la
toxicidad y exposicion a las sustancias,
caracterizando los riesgos a las mismas
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EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

Potencial de una sustancia para producir
efectos adversos en una situacion dada
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EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

RIESGO TOXICO

Probabilidad de que, en una situacion dada,
una sustancia peligrosa entre en contacto con
algin receptor produciendo consecuencias
adversas para la salud de las personas o el
medio ambiente

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

RIESGO TOXICO

RIESGO = PELIGRO X EXPOSICION }
CANTIDAD TOXICO EN EL MEDIO PROBABILIDAD
MAGNITUD DE EXPOSICION INDIVIDUO DE SER
TOXICIDAD INTRINSECA EXPUESTO AL
PELIGRO
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EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGIC

RIESGO TOXICO

PERCEPCION DE LOS RIESGOS:

¢ Poblacion afectada (especies, tamaiio)
¢ Probabilidad de producirse los dafios
¢ Habituacion de la poblacion a ese tipo de dafo

¢ Efectos a nivel individual

¢ Aceptacion voluntaria

« Beneficios NO EXISTE EL RIESGO CERO:

- DISMINUIR EL RIESGO
- BENEFICIO-RIESGO

19

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

RIESGO TOXICO

DIFICULTADES:

- Mezclas de compuestos/metabolitos activos
- Distribucién no uniforme de la exposicion
- Relaciones dosis-respuesta complejas

- Diferencias interespecificas, individuales...

20
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EVALUACION DEL RIESGO

“Caracterizacion cientifica y sistematica de los
posibles efectos adversos sobre la salud, que se
pueden producir como consecuencia de la
exposicion a agentes o situaciones peligrosas”
NRC

TOXICOLOGICO

Actividad realizada por EXPERTOS:

RECOGER datos cientificos disponibles sobre un determinado compuesto o

mezcla

- evaluarlos respecto a su CALIDAD y VALOR PREDICTIVO

- finalmente llegar a unas conclusiones sobre los RIESGOS que la exposicion

conlleva para la SALUD HUMANA o de los ECOSISTEMAS.

21

EVALUACION DEL RIESGO

Evaluacion de la
exposicion

los individuos
expuestos?

¢Qué dosis externa de
contaminante reciben

-

Identificacion del
peligro
¢Qué efectos
nocivos tiene sobre
la salud?

g |

Caracterizacion del
riesgo
éCudl es el riesgo
de efectos toxicos
en la poblacion
expuesta?

¥+

TOXICOLOGICO

Relacién dosis-
respuesta

éCuales son los efectos

sobre la salud a
distintos niveles de
exposicion?

22
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EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

2

[

GESTION DEL RIESGO

)

Ny

COMUNICACION DEL RIESGO

< 5

[ SEGUIMIENTO DEL RIESGO J

23

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

-

Evaluacion de la
exposicion
¢Qué dosis externa de
contaminante reciben
los individuos

expuestos? J

=
Identificacion
del peligro
¢Qué efectos
nocivos tiene sobre
la salud?

— —

Caracterizacion del
riesgo
éCudl es el riesgo
de efectos toxicos
en la poblacion
expuesta?

¥+

Relacién dosis-
respuesta
éCuales son los efectos
sobre la salud a
distintos niveles de
exposicion?
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Identificacion del peligro

¢Qué efectos nocivos sobre la
salud tiene el toxico?

ADVERSOS

IDENTIFICACION DE EFECTOS

estudios epidemioldgicos
estudios en animales
estudios in vitro

estudios de microcosmos/
mesocosmos.

w

—

N

=

SELECCION DE
COMPUESTOS

I

| ¥5e

Caracterizacion fisico-quimica

Relaciones QSAR
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ENSAYOS CON ANIMALES

Real Decreto 53/2013,de | de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

£\

Principio de 3R

a) REEMPLAZO: Métodos que no conlleven la utilizacién de animales vivos.
b) REDUCCION: El niimero de animales se reducira al minimo
¢) REFINAMIENTO: Cria, alojamiento y cuidados, asi como los métodos
utilizados en procedimientos, se refinardn tanto como sea posible para
eliminar o reducir al minimo cualquier posible dolor, sufrimiento,
angustia o dafio duradero a los animales

26
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ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

» Capacidad de una sustancia de producir efectos adversos
tras una sola exposicion

=D (C)L
= DL (C) 50

m Dosis (concentracion) minima/maxima toxica

27

ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

® Clasificacion de las sustancias segun DL50
= Muy toxicos
= Toxicos
= Nocivos

m Sin clasificar
m Clasificacion actual:

® |ntoxicaciones cronicas

= Rango de toxicidad

28
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ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA
® Normalmente muerte en 24 h

m A veces muerte en 10-15 d-> observar | mes
®m Para clasificar por DL50 0 efectos evidentes

m Seleccion de dosis en base a informacion previa
disponible

» propiedades fisico-quimicas,
= QSAR,

m otros ensayos de toxicidad...
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ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

® Varios grupos experimentales, dosis diferentes,

tratados simultaneamente %

m Actualmente: Procedimientos secuenciales
» Dosis inicial: toxicidad tedrica o prevista

» Dosis siguientes en funcion de los resultados

= PROCEDIMIENTOS
® Método de dosis fija
m Clase toxica aguda < animales

® Arriba y abajo

30
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] ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA
= METODO DE DOSIS FIJA

= Roedores (rata)
= Seleccién de dosis: Estudio preliminar

= Mortalidad

® Otros efectos toxicos
= No permite determinar DL50, permite clasificar compuestos
= Dos fases:

= Estudio preliminar:

= Varias dosis, 5 hembras, 7 d

= DL minima, relacion dosis-respuesta

= Toxicidad sin muertes = no seguir
= No toxicidad - dosis inmediatamente >

® Muerte o fuerte reaccion téxica = dosis inmediatamente <

= Estudio principal: 5 hembras, dosis oral (5, 50, 500 o 2000 mg/kg) toxica no letal, 14 d

31
ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA
Dosis | Resultado Interpretacion
5 Supervivencia < 100% Muy toxico
mg/kg | Supervivencia =100% pero toxicidad Toxico
Supervivencia =100% pero sin toxicidad Ensayar 50 mg/kg
50 Supervivencia < 100% Muy toxico o toxico
mg/kg | Supervivencia =100% pero toxicidad Nocivo
Supervivencia =100% pero sin toxicidad Ensayar 500 mg/kg
500 Supervivencia < 100% Toxico o0 nocivo (ensayar 50 mg/kg)
mg/kg | Supervivencia =100% pero toxicidad Sin toxicidad aguda evidente
Supervivencia =100% pero sin toxicidad Ensayar 2000 mg/kg
2000 Supervivencia < 100% Ensayar 500 mg/kg
mg/kg | Supervivencia =100% pero con o sin Compuesto sin toxicidad aguda
toxicidad significativa
32
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ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

= PROCEDIMIENTO POR CLASE DE TOXICIDAD AGUDA
= No pretende determinar DL50 L\f‘“

» Clasificar sustancias por rango de exposicion a la que se espera letalidad
m 2-4 etapas
= 3 animales/etapa (mismo sexo) = confirmacién en el otro sexo

= Siguiente etapa: dosis > o < seglin resultados

[ ] is:
Dosis: 300 2000

mg/kg mg/kg

5 mg/kg 50 mg/kg

® Secuencia y periodo observacion similar a «método de dosis fija»

= Sin datos previos = dosis inicial =| 300
mg/kg

33

= PROCEDIMIENTO ARRIBA-ABAJO

ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

® | animal/etapa (rata hembra)

® Se aplica un factor hacia arriba o abajo a la dosis
previa segun se produzca la muerte o no del animal

® Dosis inicial: inferior a la DL50 prevista o 175 mg/kg

m Observacion |15d-1 mes

34
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TOXICIDAD AGUDA: IRRITACION/CORROSION

CUTANEA —
= IRRITACION CUTANEA e m
® | esion reversible tras 4 h de exposicion F’f e

= CORROSION CUTANEA

® Lesion irreversible (necrosis visible de epidermis y dermis) tras
4h de exposicion

= CLASIFICACION IRRITANTES SEVEROS:

® Propiedades fisicoquimicas No necesarios ensayos in
vivo
] PH

= Ensayos in vitro . o
Necesarios ensayos in vivo

S NO IRRITANTES INVITRO:

35

~ CAPACIDAD IRRITANTE/CORROSIVA DERMICA
= METODOS INVIVO:

m Test de Draize
= Piel afeitada del dorso

= | animal

= Ratas, conejos, cobayas
= En el mismo animal:
® sustancia a ensayar
® vehiculo sin sustancia
= Animal inmovilizado
= Anestésico local
m Exposicion < 4h - lavado de la zona con agua tibia y observar

= Si existe accion dérmica = no ensayo ocular (clasificacion como
corrosivo ocular)

36

12/03/2019

18



Pilar Gobmez Ramirez Toxicologia-
Grado en Farmacia-

~ CAPACIDAD IRRITANTE/CORROSIVA OCULAR
METODOS IN VIVO:

® Test de Draize
® | animal
= |nstilacion de 0.Iml en saco conjuntival
= Anestésico local
= Observacion <21 dias
= IRRITACION OCULAR:
= | esiones reversibles en los 21 d siguientes a la exposicion
= CORROSION OCULAR:

® | esiones no totalmente reversibles en los 21d siguientes a la
exposicion

37

CAPACIDAD SENSIBILIZANTE

= SENSIBILIZACION CUTANEA (dermatitis alérgica de
contacto):

® Reaccion cutanea de origen inmunolégico ante una
sustancia.

® Prurito

® Eritema ‘

® Edema

= Papulas

= Vesiculas

= Ampollas

38
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. CAPACIDAD SENSIBILIZANTE
= METODOS INVIVO:

= Evaluacion de maximizacion en cobaya

= Aplicacion intradérmica o)

® |0 tratados+ <5 control N

= Test de parche ocluido de Buehler (cobaya)

= Aplicacion topica ;
= 20 tratados + |0 control | ST 4

= Ensayo del nddulo linfatico local (LLNA) (raton)

e

= > 4 animales/ grupo, 3 niveles de dosis ]
.,

= Cuantifica la proliferacion linfocitaria en ganglios linfaticos de
la zona de aplicacion

= Si hay aumento poblacion linf 2 3 veces respecto al control =
alergizante

39

TOXICIDAD POR EXPOSICION REPETIDA O
PROLONGADA

= Anteriormente «toxicidad subcronica o subaguda»

® Ensayos con administraciones diarias, < 10% de la
vida media del animal

m Conocer efectos a largo plazo y NOAEL
m |dentificar 6rganos diana

m Reversibilidad de efectos, acumulativos o retardados

40
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TOXICIDAD POR EXPOSICION REPETIDA O
PROLONGADA

® En dos especies y ambos sexos

® Administracion diaria, 4 lotes/sexo (| lote control, 3 dosis
diferentes)

= Minimo 10 animales (5 hembras+5machos)/lote
= Dosis (3 niveles):
= Alta: con efectos toxicos

= Baja:sin efectos adversos, dosis terapéutica en medicamentos

®m Dosis intermedia

41

TOXICIDAD POR EXPOSICION REPETIDA O
PROLONGADA

® Duracion en funcion del compuesto y especie
® Ensayos por dosis repetidas durante 14y 28 d:
= Via oral, dérmica e inhalatoria

® Ensayos por dosis repetidas durante 90 d:
= Via oral, dérmica e inhalatoria
» Toxicidad Crénica medio plazo: 90 d

» Toxicidad Cronica largo plazo: -2 afios (> 6 meses)
m Observacion de parametros fisicos, bioquimica

® Fin experimento: sacrificio, necropsia, estudio macro y
microscopico

42
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® Equipos especiales:

ESTUDIOS VIA INHALATORIA

® Evaluacion de gases, volatiles, aerosoles, particulas

Concentracién fija

12-15 ventilaciones/hora

19% oxigeno

Atmosfera de exposicion uniforme

Exposicion < 4 h en estudios de toxicidad aguda
Observacion > 14 d

Examen clinico minucioso 2 veces/dia

Conocer periodo de recuperacion

43

METODOS ALTERNATIVOS A LA
EXPERIMENTACION ANIMAL

Intercambio de informacion

Mejoras en los experimentos

Modelos matematicos: estructura Q®-actividad (QSAR)
Simulaciones

Estudios epidemiologicos

Embriones de vertebrados

Toxicovigilancia

Técnicas in vitro

= Bacterias, hongos, algas, fracciones subcelulares, porciones de
tejidos, organos perfundidos...

44
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VENTAJAS DE ENSAYOS INVITRO

® Morales y éticas
® Econdmicas (animales, tiempo, instalaciones)

» Cientificas
= Homogeneidad
= Material humano
= Estudio de poblacion celular/moléc diana
= Reproducibilidad
= Mayor control de condiciones experimentales

= Optimizacion de estudios (toxicocinéticos, mec de accion,
etc)

45

INCONVENIENTES DE ENSAYOS INVITRO

® Necesidad de usar distintos ensayos

® |nteracciones entre organos

® Limitada duracion (toxicidad retardada)

® |ncapacidad de metabolizar

= Problemas de disolucion en medio de cultivo

® Extrapolacion

46
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APLICACIONES

Evaluacion de la toxicidad (farmacos, plaguicidas, cosméticos,
radiaciones...)

Fertilizacion in vitro
Diagnéstico y tratamiento de enfermedades
Organismos transgénicos

Obtencion de moléculas terapéuticas

47

ESTUDIOS TOXICOLOGICOS

EXPERIMENTALES
Plan de exposicién INDICADORES
R - Concentraciones DE TOXICIDAD
v '&\H - Frecuencia (parémetros a
Sustrato - Via de administracioén observar)
biolégico

o Estudio estadistico de los resultados
= Modelos predictivos

SPSS 15.0 para =
Windows |

— |

48
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SUSTRATOS BIOLOGICOS

® |nvertebrados

= Microorganismos
= Plantas

= Algas

® |n vitro

= Cultivo de embriones (pre/postimplantados):
m Roedores, aves
= Alt del desarrollo, diferenciacion

» Capacidad metabolizar

= Dificultad para evaluar alt celular/molecular

49

SUSTRATOS BIOLOGICOS

m Cultivo y bano de érganos (integros o laminas)
» Higado, cerebro, hipdfisis. ..
= Hipoxia en el centro del érgano

= Dificil visualizar comunicaciones intercelulares
m Organos perfundidos (sistemas de perfusion
continua)

® Higado, rindn, pancreas..

m Estudios toxicocinéticos

50

25



Pilar Gémez Ramirez Toxicologia- 12/03/2019
Grado en Farmacia-

SUSTRATOS BIOLOGICOS
® Explantes (cultivos organotipicos)

= A partir de porciones de tejido de animales de cualquier edad
= Crecimiento celular manteniendo la estructura del 6rgano

= Dificil visualizar céls individuales

= Complejidad de preparacion

= Baja reproducibilidad bioquimica

® Cultivo de reagregados celulares

= Céls de tejidos fetales, agitacion cte

-> agregados con estructura 3D del 6rg

+- reprod bioquimica

= Edad embriones, estructuracion variable, > n°® animales

51

SUSTRATOS BIOLOGICOS

® Lineas celulares establecidas/clones celulares
m Céls de origen humano o animal adaptadas a cultivo

® «Transformacion» (espontaneo o inducido por radiaciones, virus,
compuestos quimicos)—> linea celular establecida (multiplicacién «)

® Proporcionar grandes cantidades de células del mismo tipo
® Facil mantenimiento
= Resultados reproducibles

® Facil visualizacion de las células

m Clon celular: linea celular que procede de una sola cél
(caracteristicas homogéneas)

52
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SUSTRATOS BIOLOGICOS

® |ineas celulares establecidas/clones celulares

® Evaluaciéon microscépica

descongelacion

54 horas

53

SUSTRATOS BIOLOGICOS

m Modelos libres de células:

= Obtenidos por centrifugacion
» Evitar interacciones tisulares, celulares, etc: especifico

® microsomas, nucleos, mb,

- Isolation of ER Microsomes ol

O?O_'_:' Total ER (rough
000 / 8?0000 & smooth)
MER-—-; 0 Homogenize OQO'.' et e
000 Temmn 8B T 00"
t » ER Supernatant DH O Soner

090’

54
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BIOMARCADORES DE TOXICIDAD INVITRO

Nivel de alt Biomarcadores

Morfologia celular y | MO, ME: Forma, tamano, diferenciacion
tisular

Viabilidad Colorante (MTT), citometria
Proliferacion celular Proteinas, ADN, ciclo cel, citometria

Actividad metabdlica | Sust reguladoras, enzimas, proteinas

Estructura celular Permeabilidad ionica, sistemas de
transporte

Sistemas de defensa GSH, metalotioneinas

Especificos SI, SN, Reprod

55

CAPACIDAD IRRITANTE/CORROSIVA

- DERMICAY OCULAR ,
= PROHIBICION DE ENSAYOS EN ANIMALES PARA EVALUACION

DE COSMETICOS

= Prohibicion de ensayar en animales productos cosméticos e ingredientes de
cosméticos desde | | de Marzo de 2009

= Prohibicion de vender en UE cosméticos (ingredientes, productos) testados en
animales desde |1 de Marzo de 2013.

http://ec eliropa.eu/consumers/sectors/cosmetics/animal-testing/index_en.htm
ac IS v‘
% ? L= !
L2609 -
£ - d | METODOS
SoFA : ALTERNATIVOS
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CAPACIDAD IRRITANTE DERMICA

= CON CULTIVOS CELULARES

= Queratinocitos:
= Exposicion 24 0 48 h
® Determinacion de captacion de colorante rojo neutro

= Ensayo del activador del plasminégeno
= Secretado por céls epiteliales
m Determinado por colorimetria

= Ensayo de MTT Succinato
= Viabilidad celular deshidrogenasa de

., . . mitocondrias
= Reduccion de sal de tetrazolio (amarillo) ———— formazano (morado)

57

CAPACIDAD IRRITANTE DERMICA

= CON CULTIVOS CELULARES
m Cultivos celulares tridimensionales
= Queratinocitos en estratos
= Respuesta mas completa

= Crecimiento celular sobre nylon

= ZK1100, SKIN™ g
. -‘ -: /."- J/és; @s5pinoso

Musculo
pilogractor

Hipodermus :
(Tejido adipose)
Salc

58
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CAPACIDAD IRRITANTE DERMICA
= SIN CULTIVOS CELULARES
= SKINTEX

= Alteracion de la conformacion e hidratacion de una
matriz de proteinas

= MICROTOX

® Reduccion de luz emitida por Vibrio fisheri

59

CAPACIDAD CORROSIVA DERMICA
= CON CULTIVOS CELULARES

® Ensayo metabdlico con piel humana reconstituida
(EPISKIN, Epiderm, SkinEthic™)

® Permiten distinguir entre corrosivos- corrosivos
severos

m Evallan viabilidad celular del estrato corneo por
disminucion de metabolismo del colorante MTT

60
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CAPACIDAD CORROSIVA DERMICA
= SIN CULTIVOS CELULARES

® Ensayo de resistencia eléctrica transcutanea (TER)
= Piel de rata o humana
= Control positivo/control negativo

= Disminucion de la resistencia eléctrica entre dos
compartimentos separados por una membrana dérmica

= Disminucion de resistencia < 5 kW _

U

CORROSIVO

LN

61

CAPACIDAD CORROSIVA DERMICA

= SIN CULTIVOS CELULARES
= CORROSITEXTM

= Tiempo que precisa un compuesto para destruir una
biomembrana de colageno que separa dos
compartimentos de un frasco, permitiendo el paso de
un compartimento a otro = cambio de color

62
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CAPACIDAD IRRITANTE OCULAR

® Fendmeno complejo: Dificultades para

encontrar modelo apropiado
® |rritacion de conjuntiva
® |rritacion de cornea

® |rritacion de iris

63

CAPACIDAD IRRITANTE OCULAR

= CON CULTIVOS CELULARES
= CULTIVOS PRIMARIOS

m Cornea de conejo

®» Queratinocitos humanos

m Fibroblastos humanos

= LINEAS CELULARES

= 3T3 fibroblastos
m V79 fibroblastos

m SIRC células corneas de conejo

= He-La

— CITOTOXICIDAD

64
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Tipo

Marcador

CAPACID

Morfologia celular

Proliferacion celular

= CITOTOXICIDAD

Lesion de la membrana

ICaptacién o incorporacién de precursored
radiactivos

[Captacion de colorante

Exclusion de colorante

Forma y tamadio de la célula
Contacto célula-célula
Tamaiio del nicleo

Macuolizacion del citoplasma

umento en el nimero de células
Bumento del DNA total
Pumento del RNA total

umento de la proteina total

Pérdida de enzimas (ej: LDH)

pérdida de iones o cofactores (Ej.: Ca™*, K*, NADPH)

Kintesis de uridina y RNA

KSintesis de timidina y DNA

Bintesis de aminoacidos y proteinas

65

= SIN CULTIVOS CELULARES

m Coérnea bovina aisla
= Corneas de animales de matadero

® Evaluacion de la opacidad

= EYTEX

= Evaluacion de opacidad

= Vasoconstriccion
= Hemorragia

® Coagulacion de proteinas

CAP%QE&[R,)IRRITANTE OCULAR

» Kit comercial, matriz de proteinas similar a la cérnea

= HETCAM (membrana corioalantoidea de pollo)

CALCULOS
MATEMATICOS

66
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CAPACIDAD SENSIBILIZANTE

= Cultivo de células dendriticas humanas
= A partir de mononucleares periféricos

= Evaluacién de liberacion de IL-1f o la produccion de sus ARNm
® Modelos de piel humana reconstituida
= Ensayo en la oreja del raton (MEST)
m Liberacion de Ig E en cultivos expuestos
m Cultivos de células de Langerhans
m Cultivos de queratinocitos

m Cocultivos de células T y células dendriticas

67

FOTOSENSIBILIZACION

® Ensayo de fotosensibilizacion in vitro 3T3
® |[ncubacion de céls Balb/c 3T3
m | h, 8 concentraciones

® |rradiacion—> 24h: Citotoxicidad (disminucion
de la absorcion del colorante vital rojo
neutro)

68
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EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

Identificacién del
peligro
¢Qué efectos
nocivos tiene sobre

la salud?
Evaluacion de la Relacion dosis-
/ exposicion respuesta
¢Qué dosis externa de éCuales son los efectos
contaminante reciben sobre la salud a
\ los individuos /Caracterizacién del distintos niveles de

? . icion?
ezpuestos. e fiesgo exposicion?
¢Cudl es el riesgo
de efectos toxicos

en la poblacion
expuesta?

X

69
Evaluacidn de la exposicion
éQué dosis externa de
contaminante reciben los
individuos expuestos?
- Magnitud (emisiones)
- Frecuencia y duracion
- Rutas de exposicion
70
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Evaluacion de la exposicion

¢Qué dosis externa de
contaminante reciben los
individuos expuestos?

*éiQuién o qué se ve expuesto (personas, ecosistemas acuaticos,
ecosistemas terrestres...)?

*iLa exposicion se produce a través del aire, agua de bebida,
contacto con la piel u otra via?

*¢Cual es la magnitud de la exposiciéon?

*¢Cual es la frecuencia y duracion de la exposicion?

71
Evaluacion de la exposicion
éQué dosis externa de
contaminante reciben los
individuos expuestos?
K-RANGO DE EXPOSICION: \
* trabajadores de fabrica vs drea recreativa préxima a la
fabrica

*ESCENARIO DE EXPOSICION
» Geografia + poblaciones
*RUTA DE EXPOSICION
\ * Trayectoria desde fuente— punto de contacto /

~ >

[ EVALUAR TODO RANGO ]

POSIBLE DE EXPOSICION

72
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Evaluacion de la

exposicion

RUTA DE EXPOSICION

Fuente

- muestreo, informacién del area,

mecanismos d

e liberacion

Transporte y destino

- Acumulacién
- Transporte
- Transformacio

} Props F2-Q2

Punto de exposicion (concentracién, poblaciones =3

sensibles...)
Vias de exposicion

Conocer la cantidad de téxico que

contacta durante el periodo de exposicion

Prever exposiciones futuras

73

RUTAS DE EXPOSICION

Receptor

Via de exposicion

Animales t

errestres

Ingestion, inhalacion y
absorcion dérmica

Vegetales terrestres

las hojas

Absorcidn por raiz o por

Animales acuaticos

Contacto directo con
branquias, ingestion

Plantas acuaticas

Contacto directo

74
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BIOCONCENTRACION

Aumento de concentracion en un
organismo respecto al medio (acuatico)

BIOACUMULACION -
Absorcion y retencion de los toxicos por %\’I—Alﬁkl%

organismos con el alimento o el agua = et

BIOMAGNIFICACION

Aumento de las concentraciones de un compuesto
con la cadena troéfica

75

CUANTIFICACION DE LA EXPOSICION

DIRECTA INDIRECTA:
Predicciones mediante
modelos
- MAGNITUD
- FRECUENCIA TODOS LOS ESCENARIOS
- DURACION
OBSERVACION MONITORIZACION
PUNTUAL

76
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CUANTIFICACION DE LA EXPOSICION

MONITORIZACION

Recoleccidn repetida de datos durante un periodo de
tiempo con el fin de determinar tendencias en los
pardmetros medioambientales, comparando esos
datos con algin estandar o valores considerados
normales.

OBJETIVOS:

- Determinar nivel de contaminacién en un area
- Determinar su evolucion en el tiempo

- Identificar los focos de emision

77

AGUA, SUELO, AIRE

_T§

-Precipitaciones
-Disponibilidad de agua
-Luz

Mediciones fisicas

Mediciones quimicas salinidad, nutrientes,
CONTAMINANTES

REFERENCIAS: Hielo glaciar, sedimentos, turba...

78
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Toxicologia-

CONSIDERACIONES MUESTREO NO

* Gasesy vapores:
» frascos lavadores cargados con liquidos

* Vapores organicos
* tubos de carbdn activo.
* Aguas:
* a tres niveles de profundidad y en

filtros de soportes solidos (ésteres
celulosa, membranas de plata, resinas,
etc.)

2] : =
ﬂolvos, nieblas, gases y vapores: \ s )
. de et -
¥ 5 g

absorbentes.

s lugares).

79

80
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(species monitoras: aquellas cuyas alteraciones en $

funciones o rendimiento indican el impacto causado por los
toxicos

Especies indicadoras: aquellas cuya ausencia o presencia

indican la magnitud de la contaminacion;

Especies centinelas: como aquellas capaces de acumular

Qntaminantes en sus tejidos sin sufrir sus efectos adversos. /

Beeby, 2001
81
-Ofrecer respuesta a los agentes o grupo de agentes que
pudiera ser objeto de medida
-Habitar en un territorio o rango de influencia que abarque el
area de monitorizacion
-Ser facilmente censada y capturada
-Existir un tamaifio de poblacion suficiente y una densidad
adecuada
82
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BIOMONITORIZACION

DIRECTA

Medicion de los niveles de contaminantes en muestras de seres vivos

- Bivalvos: acumulacién de plaguicidas, metales y PCB’s en medio acuatico.
- Aves rapaces: disminucion del éxito reproductivo por insecticidas organoclorados.
- Aves acuaticas: intoxicaciones por plomo.

- Mamiferos marinos: exposiciones a metales pesados, plaguicidas y PCB’s.

- Peces metales como el mercurio

-Hongos y micorrizas: contaminacion suelos por metales pesados y elementos
radiactivos : = .

- Liguenes: contaminacion atmosférica

Contents lists available at ScienceDirect
Ecotoxicology and Environmental Safety
journal ge: www. .com/loc
Changes in blood pesticide levels in booted eagle (Hieraaetus pennatus)
associated with agricultural land practices
Emma Martinez-Lopez ®, Diego Romero?, Pedro Maria-Mojica?®, Jose E. Martinez®,
Jose F. Calvo®, Antonio ). Garcia-Fernandez **
* Departmer Campus de Espinardo. 30100 Murcia, Spain
® Department of Ecology a sity of Murcia, Campus de Espinardo, 30100 Murcia, Spain
ironmental Safety 72 (2009) 45-50 49
30+ T 140
25 2 g
T o 120 3
20 4 Lioo §
15 1 a0 £
} g
10 4 g
+60 8
54 <
0 — . + 40 33
5 | 1999 w 2002 2003 |, g
-0 4 —6— Vineyard —0— Olive Lo
|—A— Plum free ---@-- endosulfan
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BIOMONITORIZACION

DIRECTA
SISTEMATICAS ANALITICAS QUIMICO-TOXICOLOGICAS

» Sistematica para gases y vapores (hidrocarburos, gases
toxicos...)

* Sistematica para toxicos inorganicos (metales pesados)

* Sistematica para toxicos orgdnicos (insecticidas)

85

CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE
LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

Muestras — Sangre entera

hemdticas ——  plasma/Suero

Orina

Tejidos animales

Higado> Rifidn > Encéfalo
= Plumas, pelo, huevos

86
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I I ) I

OOTEMATICASANALTIGAS QUM ONICOLDGIGAS
DETERMINACION DE
RESIDUOS: )

BIOMONITORIZACION
-Matrices complejas. Costes INDIRECTA
-Evaluacion de efectos I::> Detectar cambios en el
organismo visibles o medibles
BIOMARCADORES ‘

87

ouToRzAio

BIOMARCADOR (

Bid

Cualquier cambio a nivel bioquimico,
molecular, celular, histolégico, morfoldgico o
de comportamiento en los seres vivos como

consecuencia de la exposicion a
contaminantes

88

44



Pilar Gdmez Ramirez
Grado en Farmacia-

Toxicologia-

L—

(6-ALAD)

Metalotioneinas

BIOMARCADORES

Acido &-aminolevulinico dehidratasak

GSH, SOD, malondialdehido

Acetilcolinesterasa

89
BIOMARCADOR CONTAMINANTE ORGANO
Inhibicion de la Acetilcolinesterasa OP, CB Cerebro, sangre
Inhibicion de 3-ALAD Plomo Sangre
Induccidn metalotioneinas Metales pesados Higado
Disminucion de retinol y tiroxina OCs y PCBs Sangre
Induccién de MFO (P-450) PAHs, PCBs, dioxina Higado
Cianohemoglobina Cianuros Sangre
Induccién de metahemoglobina Nitritos Sangre
Lesion epitelio branquial Detergentes Branquias
Inmunotoxicidad Metales pesados, PAHs Sangre
Aductos ADN PAHs, PCBs, aminas Sangre
aromaticas
Induccidn de vitelogenina en oviparos DES Higado
Induccién microndcleos (Alteracion en ADN) PCBs, PAHs, PHAHs, OC Sangre
Metabolitos de xenobidticos DDTs, PAHs y PCBs Bilis
Porfirinas MP, PCBs, dioxinas Sangre y piel
Parametros de estrés Xenobidticos Sangre
Indices biométricos (Factor condicion, Indice Xenobidticos Peso corporal, longitud,
hepatosomatico) organos
90
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BlomomromzACIéN

Ecotoxicology (2011) 20:131-138
DOI 10.1007/510646-010-0563-3

Blood lead levels and 6-ALAD inhibition in nestlings of Eurasian
Eagle Owl (Bubo bubo) to assess lead exposure associated
to an abandoned mining area

P. Gémez-Ramirez - E. Martinez-Lopez -

M. Leén-Ortega -

A. J. Garcia-Fernindez
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) . o Fig. 3 Relationship between lead blood levels (ug/di) and 5-ALAD

Fig. 2 Mcan blood lead concentrations (ug/dl) in Eurasian Eagle activity in Eurasian Eagle Owl nestlings blood (P = —0.137,
Owl nestlings from the polluted (Ancient Mine Site) and the = 0.04)

unpolluted area (IC: 95%) (p < 0.001)

91

Evaluacion de la exposicion

¢Qué dosis externa de
contaminante reciben los
individuos expuestos?

- Datos de exposicion

- Cantidad de sustancia producida o importada.

- Forma en la que se produce, importa o utiliza la sustancia

- Categorias de uso y grado de confinamiento.

- Datos sobre la produccion.

- Propiedades fisicoquimicas de la sustancia

- Productos de degradacién y/o los productos de transformacién.

- RUTA (Vias probables de exposicion, potencial de absorcion, y los
de absorciéon/desorcion y degradacion en compartimentos
medioambientales)

- Frecuencia y duracidn de la exposicion.

- Tipo y tamaiio de las poblaciones especificas expuestas.

92
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EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

Identificacion

del peligro
¢, Qué efectos nocivos
sobre la salud tiene el

contaminante?

Evaluacién de la Relacion dosis-
exposicion respuesta
¢, Qué dosis externa de ¢ Cuales son los efectos
contaminante reciben los sobre la salud a distintos
individuos expuestos? niveles de exposicion?

(i Caracterizacion
del riesgo
¢ Cual es el riesgo de

efectos téxicos en la
poblacién expuesta?

~b

[ GESTION DEL RIESGO ]
93
Evaluacion de los efectos
Dosis-respuesta
éCuales son los efectos sobre
la salud a distintos niveles de
exposicion?
DOSIS RESPUESTA
i il ¥
Cantidad y Probabilidad y
condiciones de severidad de los
exposicion efectos adversos
94
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EVALUACION DE LOS EFECTOS

ESTUDIOS NO EXPERIMENTALES

* Epidemioldgicos
* Informes de casos (humanos/ambientales)
* Informes médicos

ESTUDIOS EXPERIMENTALES
In vivo

In vitro

Microcosmos

Mesocosmos

95

EVALUACION DE LOS EFECTOS

[ ESTUDIOS NO EXPERIMENTALES ]

ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS:

- De cohorte: grupo expuesto (cohorte)-grupo control

- Caso-control: Sanos-enfermos

- Longitudinales: prevalencia de la enfermedad entre uno
0 mas grupos expuestos

- Ecoldgicos: incidencia en diferentes areas geograficas

- Retrospectivos
- Prospectivos

96
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EVALUACION DE LOS EFECTOS

ESTUDIOS EXPERIMENTALES

IN VIVO

- Toxicidad aguda

- Capacidad corrosiva (dérmica y ocular)

- Capacidad irritante (dérmica y ocular)

- Capacidad sensibilizante

- Toxicidad por administracion continuada (28 dias)
IN VITRO

- Mutagénesis

97

ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

m Capacidad de una sustancia de producir efectos
adversos tras una sola exposicion

= D(C)L
DL (C) 50

Dosis (concentracidon) minima/maxima toxica

Clasificacion de las sustancias segiin DL50
= Muy toxicos

= Toxicos

= Nocivos

= Sin clasificar

Clasificacién actual:
= |ntoxicaciones crdnicas

= Rango de toxicidad

98
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ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

Normalmente muerte en 24 h
A veces muerte en 10-15 d-> observar | mes
Para clasificar por DL50 0 efectos evidentes

Seleccion de dosis en base a informacion previa disponible
® propiedades fisico-quimicas,
= QSAR,

= otros ensayos de toxicidad...

99

ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA
Tradicionalmente: Varios grupos expesimentales, dosis
diferentes, tratENEAW@Sé[%IDAD AGUDA

<

Actualmente: Procedimientos secuenciales

= Dosis inicial: toxicidad tedrica o prevista
= Dosis siguientes en funcién de los resultados

= PROCEDIMIENTOS -

0
= Método de dosis fija < n? animales

m (Clase toxica aguda

® Arriba y abajo —

100
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X

Frecuencia de respuesta

EVALUACION DE LOS EFECTOS

RELACIONES DOSIS-RESPUESTA

Gran n? de dosis con gran n2 de animales/dosis

|

Frecuencias acumuladas

%
N RESISTENTES

Respuesta

<« HIPERSENSIBLES

SENSIBLES

7‘ DE50

GAUSSIANA

'\ Dosis DE50  Log Dosis
RESISTENTES

SIGMOIDEA

101

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

G

Identificacion

del Peligro
¢ Qué efectos nocivos
sobre la salud tiene el

contaminante?

Evaluacién de la
exposicion
¢, Qué dosis externa de
contaminante reciben los
individuos expuestos?

Relacion dosis-
respuesta
¢ Cuales son los efectos
sobre la salud a distintos
niveles de exposicion?

Caracterizacion
del riesgo

¢, Cual es el riesgo de
efectos toxicos en la
poblacién expuesta?

GESTION DEL RIESGO ]

102
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s

Caracterizacion del riesgo

¢Cual es el riesgo de
efectos téxicos en la
poblacién expuesta?

| RESUMIR E INTEGRAR LA INFORMACION OBTENIDA

— /\

RIESGOS DERIVADOS DE
SUS PROPS FiSICO-
QUIMICAS

RIESGOS DERIVADOS
DE SU USO,TTE,
ALMACENAMIENTO

GRAVEDAD

DEL RIESGO
ESTIMADA

103

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

Caracterizacion del riesgo
¢, Cudl es el riesgo de efectos

toxicos en la poblacién
expuesta?
COMPUESTOS SIN

COMPUESTOS CON
UMBRAL DE EFECTO UMBRAL DE EFECTO
TOXICO (no carcinogenos) TOXICO (carcinégenos)

104
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Caracterizacion del riesgo

¢ Cual es el riesgo de efectos
téxicos en la poblacion

expuesta?

COMPUESTOS CON UMBRAL DE EFECTO TOXICO
(no carcindgenos)

NOAEL
NOAEC

LOAEL
LOAEC

FACTOR DE
SEGURIDAD

IDA, RfD, DNEL
(mg/kg/dia)

105

Caracterizacion del riesgo

¢Cual es el riesgo de efectos
toxicos en la poblaciéon

expuesta?

[ COMPUESTOS CON UMBRAL DE EFECTO TOXICO ]

IDA = NOAEL x FS (mg/kg/dia) |

Factor de seguridad (FS)=
1-1000 (100 de humanos)

—

{7ZRY Organizacion

INGESTA DIARIA ADMISIBLE (IDA): %2 Mundial de la Salud

Ingesta diaria de un compuesto que, durante toda la vida, parece no provocar riesgo
apreciable de acuerdo con el conocimiento disponible en ese momento

—
Variabilidad intra especie (humano)
Variabilidad inter especies (animal a humano)
Poblaciones humanas enfermas mas sensibles (en
comparacion con animales experimentales sanos)
Posible accidon sinérgica (aditivos alimentarios o
contaminantes)
Pequeiio nimero de animales ensayados frente al
tamaiio de la poblacion humana
Diferencias en el tamafio corporal entre los animales
de laboratorio y el hombre
Diferencias en requerimientos energéticos (edad,

sexo, actividad fisica y condiciones ambientales)

—

106
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Caracterizacion del riesgo
éCual es el riesgo de efectos
toxicos en la poblacidon
expuesta?

[ COMPUESTOS CON UMBRAL DE EFECTO TOXICO ]

DOSIS DE REFERENCIA (RfD) [ = A W

Una estimacidn de la exposicidn diaria via oral durante toda la vida, que no supone
un riesgo apreciable de efectos adversos

| RfD = N(L)OAEL / (UF x MF) (mg/kg/dia)|

Factor de modificacion (MF)= >0-10

(por defecto MF=1)

10H = extrapolacidon a una exposicion prolongada
en humanos sanos

10 A = extrapolacion de estudios en animales

10S = extrapolacion de estudios a corto plazo a
exposicion cronica

Factor de incertidumbre (UF)=
10H x 10 A X...x10n

107

Caracterizacion del riesgo
éCual es el riesgo de efectos
toxicos en la poblacién
expuesta?

[ COMPUESTOS CON UMBRAL DE EFECTO TOXICO ]

NIVEL DERIVADO SIN EFECTO (DNEL) = (mg/kg/dia) m
nivel maximo de exposicidn de las personas a una sustancia, por encima del cual no

se debe producir exposicion a las mismas
| DNEL = N(L)OAEL/(FE1XFE2...xFEN) (mg/kg/dia) |

Extrapolacién segin REACH: DNEL / FE Factor de ]
| Evaluacién |
Interespecies -Correccién por diferencias en 4 (rata)*
metabolismo por peso corporal
-Otras Diferencias 2.5
pecie rabsiador : COCIENTE DE
-P ion general 10 z
Duracién exposicién | -Subagudo a subcrénico 3 CARACTERIZACION DEL RIESGO
-Subcrénico a crénico 12 |
[ -Subagudo a crénico |6 |
Ruta de exposicién -diferente ruta de exposicién 1¥ (RCR)
ensayada y la humana
Dosis-respuesta -Severidad del efecto 1** . .
F “punto de partida | RCR = Exposicién / DNEL |
-Pendiente de la curva |

*consi en paso 2 * i desviaciones si se trata de LOAEL
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COMPUESTOS CON
UMBRAL DE EFECTO
TOXICO (no carcinégenos)

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

Caracterizacion del riesgo

¢,Cual es el riesgo de efectos
téxicos en la poblacion
expuesta?

IDA = NOAEL x FS (mg/kg/dia)
RfD = N (L) OAEL / (UF x MF) (mg/kg/dia)

RCR = Exposicion / DNEL
Si expos< DNEL - riesgo controlado
Si expos> DNEL - riesgo no controlado

DNEL=N(L)OAEL/(FE1XFE2...xFEn) (mg/kg/dia) | | PARA CADAVIA

Trabajadores

~| Consumidores
Poblacion general
Exposicién ambiental

109

efsam [ =

European Food Safety Authority

MINISTERIO aecosan
DE SANIDAD, SERVICIOS SOCIALES agurcia sepancis
€ IGUALDAD 50 consumo.

slmertaria y Atricion

® |[DA=ingesta diaria admisible
m LMR = Limite maximo de residuos E"ﬁm e
® |[ngesta diaria maxima tedrica (IDMT)

® IDMT =3 (LMR X ingesta en la dieta)

® |[ngesta diaria maxima estimada (IDME)
= |DME: tiene en cuenta factores de correccion

= SiIDMT < IDA = no existe riesgo
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Pilar Gdmez Ramirez
Grado en Farmacia-

Toxicologia-

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

COMPUESTOS SIN UMBRAL
DE EFECTO TOXICO
(carcinogenos)

Caracterizacion del riesgo

¢,Cual es el riesgo de efectos
téxicos en la poblacion

expuesta?

X+

NO EXISTE LIMITE TOLERABLE

111

EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

G

Identificacion
del Peligro
e

¢ Qué efectos nocivos
sobre la salud tiene el

contaminante?

Evaluacién de la
exposicion
¢, Qué dosis externa de
contaminante reciben los
individuos expuestos?

p

G

Relacion dosis-
respuesta
¢ Cuales son los efectos
sobre la salud a distintos
niveles de exposicion?

Caracterizacion

del riesgo

¢, Cual es el riesgo de
efectos toxicos en la

poblacién expuesta?

N

GESTION DEL RIESGO
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EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO

T
‘ CLASIFICACION DEL RIESGO ‘
v |
p GESTION
‘ ANALISIS BENEFICIO/RIESGO ‘ DEL
* RIESGO
‘ REDUCCION DEL RIESGO ‘

_

113
EVALUACION DEL RIESGO
TOXICOLOGICO
[ GESTION DEL RIESGO ]

| entifcacion ACCIONES PARA REDUCIR EL RIESGO
_ Seleccién PARA LA SALUD HUMANA Y AMBIENTAL
- Implementacién
RECOMENDACIONES
| PROHIBICIONES | | -LIMITACIONES- | [ DE USO ]
114
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EVALUACION DEL RIESGO

TOXICOLOGICO
INVESTIGACION EVALUACION NECESIDADES EN
TOXICOLOGICA DEL RIESGO LA GESTION
v

-DECISIONES BASADAS EN INFORMACION CIENTIFICA Y RACIONAL

-INVESTIGACIONES DIRIGIDAS POR INTERES SOCIAL, ECONOMICO Y
ECOLOGICO

115

Politicos
EVALUACION DEL Econémicos
RIESGO [::i INTERESES < Culturales
Eticos
Legales...

GESTION DEL RIESGO
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[ COMUNICACION DEL RIESGO J

RESULTADOS DE LA EVALUACION
DECISIONES DE GESTION

FOMENTAR LA
PARTICIPACION DEL
PUBLICO

BASES DE DATOS ACCESIBLES, CAMPANAS DE INF

117

[ SEGUIMIENTO DEL RIESGO ]

- CAMPANAS DE INSPECCION EN PUESTO DE
TRABAJO

- MUESTREOS DE AGUA POTABLE,ALIMENTOS...

- CONTROL DEVENTA DE PRODUCTOS

- MONTORIZACION MEDIOAMBIENTAL
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