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CAPITULO 4
VALORACION DEL RIESGO

Maria Constanza Paz

Introduccion

Existen distintas maneras de clasificar las dreas de la Toxicologfa, este
capitulo se centra en la clasificacién en funcién del modo de abordar
el hecho téxico, lo cual divide a la toxicologfa en tres 4reas, Toxicologfa
descriptiva, experimental o mecanistica y regulatoria.

Como ha sido descripto previamente en este texto, las dos primeras
se encargan de realizar las pruebas de toxicidad para evaluar la seguridad
de una sustancia quimica e identificar los mecanismos celulares, bioqui-
micos y moleculares, mediante los cuales ejerce sus efectos tdxicos. La
Toxicologfa regulatoria decide, en funcién de los datos aportados por la
Toxicologfa descriptiva y mecanistica, si el riesgo de un firmaco u otra
sustancia quimica es lo suficientemente bajo como para ser utilizado
o comercializado. A continuacion, se definen conceptos relevantes del
tema a tratar en este capitulo.

El riesgo es la probabilidad de que se produzca un efecto nocivo. La
valoracién del riesgo es el proceso por el cual se recaba informacién dis-
ponible sobre los efectos téxicos de una sustancia quimica o situacion (ca-
racterizacién) y se determina el riesgo posible en relacién a la exposicion.

El objetivo de la valoracién del riesgo téxico es estimar la probabilidad
que tiene un agente de producir efectos téxicos en el organismo humano.
Se trata de un proceso largo y complejo que se realiza siguiendo una serie
de pasos, contenidos en un libro del Consejo Nacional de Investigacion

139



(NRC) de EE.UU., llamado E/ /zbro rojo (del inglés Red Book). Si bien
los principios del proceso son los mismos, la metodologfa a seguir difie-
re segin sean tdxicos originados por sustancias quimicas o agentes fisicos
que actdan sobre el hombre o el ecosistema (ecotéxico). A medida que se
aumentan los datos, respecto a la sustancia o situacién evaluada y a partir
de las observaciones realizadas tanto en animales como en humanos, se
progresa desde una situacién de completa incertidumbre a otra en que la
incertidumbre disminuye. Si los datos provienen de ensayos en humanos,
ya sean por ensayos clinicos o estudios epidemioldgicos, tendrin mayor
relevancia que aquellos que derivan de ensayos en animales (preclinicos),
los cuales suponen extrapolaciones que conllevan mayor incerteza.

Es importante considerar la percepcién del riesgo, que no es igual
en todas las situaciones. Aunque los datos existentes para la mayorfa de
los téxicos son escasos, es importante tener en cuenta que para muchos
agentes puede darse alguna de las siguientes situaciones. Puede suceder
que la poblacién general no esté nunca expuesta a ellos (por ¢j. un téxico
de laboratorio que no accede al medio ambiente) o bien, la exposicion
ocurre a muy bajas concentraciones (por debajo de los niveles t6xicos).
Ademds, los problemas toxicoldgicos son muy diferentes segtin la regién
o la época, lo que en un pais constituye un verdadero problema, no lo es
en otro, o lo que en un momento histdrico fue una amenaza para la sa-
lud publica deja de serlo por la adopcién de medidas preventivas una vez
reconocido el peligro. La percepcién del riesgo es también diferente en
distintas sociedades, lo que puede ser inaceptable para un grupo puede
ser tolerable para otros.

Surge entonces, la necesidad de proporcionar una base cientifica
para mantener el riesgo dentro de niveles aceptables, asociados a un gra-
do de incerteza también aceptable. Es la ciencia toxicoldgica la encargada
de proporcionar dichas bases.

En funcién delas diferencias en la percepcién del riesgo, es importan-
te considerar dos conceptos fundamentales planteados por la Comision
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de valoracién y gestién del riesgo de EE.UU., en primer lugar, situar el
problema o asunto ambiental en un contexto ecoldgico o sanitario, y por
otra parte, involucrar activamente a los grupos interesados pertinentes.

La evaluacion del riesgo es una herramienta para obtener conclu-
siones de ficil comprension a partir de los conocimientos cientificos. Es
una metodologfa que sirve de apoyo alos diferentes estamentos politicos,
para la toma de decisiones que tendrdn repercusién en la salud publica,
y que, a su vez, deberdn ser comprendidas por la sociedad en general.
Luego de la evaluacién existe una etapa de gestion, proceso mediante
el cual se toman las decisiones politicas necesarias para controlar los pe-
ligros que han sido identificados en la fase anterior. En esta etapa, no
sélo se tienen en cuenta los resultados obtenidos en la evaluacién del
riesgo, sino también una serie de factores adicionales y frecuentemente
contrapuestos, los cuales incluyen la preocupacion social, intereses eco-
ndémicos, limitaciones legales, el binomio costo-beneficio, implicancias
politicas, entre otros; para luego tomar una decision final que supone
la elaboracién de legislacién y medidas de control. Finalmente, la dlti-
ma etapa involucra la comunicacién, proceso por el cual la informacién
sobre el riesgo, obtenida tanto por la evaluacién y la gestién del mismo,
se hace comprensible para los distintos grupos colectivos sociales, sean
legisladores, jueces, trabajadores, ecologistas, empresarios, etc. Es de gran
importancia en esta etapa, estar atento a los temores, impresiones, prio-
ridades y soluciones propuestos por cada uno de los grupos interesados.
En esta etapa es conveniente evitar alarmar a la poblacién, es esencial la
funcién del toxicélogo como la voz de la razén presentando una visién
balanceada del riesgo y beneficios y planteando posibles alternativas. Esta
tltima tarea, es esencialmente educacional y deberfa llegar a todos los
niveles educativos, inclusive al ptblico en general.

En la figura 1 se muestran las distintas partes que componen la ges-
tién de un riesgo representado de forma circular mostrando la relacién di-
recta de una etapa con la otra y la continuidad en el tiempo de este proceso.
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Figura 1. Pasos a seguir en la gestion de un riesgo (Autora: Maria Constanza Paz).

Objetivos de la evaluacion del riesgo

Los objetivos que plantea la evaluacién del riesgo son los siguientes:
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1. Establecer un equilibrio entre riesgos-beneficios. No existe nin-
gun pardmetro cualitativo ni cuantitativo absoluto que permita de-
cidir si una sustancia es aceptable para uso humano, exclusivamente
en funcién de su toxicidad, siempre es necesario evaluar si el riesgo
es aceptable en funcién del beneficio que la sustancia en estudio
aporte. Claros ejemplos son los firmacos, mds especificamente los
antineopldsicos, dado que el riesgo de su uso en humanos es muy ele-
vado, pero en muchas situaciones son una opcién para salvar vidas.
Otro ejemplo posible a citar son los pesticidas, sustancias con po-
tencial téxico, pero necesarias en muchos casos para evitar la pérdida
de alimentos, o bien para evitar que plagas rurales ingresen a zonas
urbanas, dada la actual cercania del campo y la ciudad.



2. Establecer objetivos para los niveles de riesgo. Se refiere a esta-
blecer limites aceptables en beneficio de la poblacién y el ambien-
te. Esto es de gran importancia, sobre todo frente a sustancias con
potencial téxico cuyo valor de concentracién no pueden llevarse a
cero, como por ejemplo téxicos alimenticios, ya sean naturales o in-
cluso los aditivos, necesarios en muchas circunstancias para evitar
otros efectos perjudiciales en la salud humana (por ejemplo, el uso
de nitratos para impedir el crecimiento de la toxina botulinica en las
carnes). Lo mismo sucede con los contaminantes del agua, en mu-
chos casos imposible de eliminar por completo, como sucede con el
arsénico. En estas circunstancias, es de gran importancia poder es-
tablecer objetivos claros a alcanzar en beneficio de la salud publica.

3. Establecer prioridades para las actividades del programa. Dichas
prioridades serdn diferentes para cada grupo involucrado, ya sean
los fabricantes de la sustancia, las organizaciones medioambienta-
les, consumidores u organismos reguladores, siendo estos tltimos
los que debieran ser mds imparciales y regular en beneficio siempre
de la salud. Como ejemplo se podria considerar la siguiente situa-
cién: el interés de una fibrica de agroquimicos por establecerse en
una localidad y producir pesticidas, necesarios seguramente para
el control de plagas rurales, pero quizd la poblacién no lo vea de
igual manera, y posiblemente las organizaciones proteccionistas
del medio ambiente no lo aprueben; los organismos de regulacién
deberdn tener una mirada objetiva de la situacién y organismos
gubernamentales pueden también plantear la necesidad de generar
puestos de trabajo. Observando esta situacién, podemos ficilmente
darnos cuenta que las prioridades de cada grupo involucrado serdn
diferentes, por lo que es fundamental considerarlas a todas y esta-
blecer prioridades comunes, siempre en funcién del beneficio de la
salud humana y medioambiental.
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4. Calcular el riesgo residual y el grado de disminucién del riesgo
original luego de adoptar las medidas. Esto indica que el proceso es
dindmico, debiendo existir un control y una evaluacién permanen-
te del riesgo en estudio.

Pasos a seguir en la evaluacion de un riesgo

Si bien, los riesgos conocidos son diversos e involucran tanto sustancias

quimicas como situaciones fisicas, en este capitulo se hard referencia a las

primeras como objeto de estudio.

En una evaluacién del riesgo se requiere informacién cualitativa so-

bre la consistencia de las pruebas y la naturaleza de las consecuencias, asi

como una valoracién cuantitativa de las exposiciones, teniendo en cuen-

ta, los factores de susceptibilidad del huésped y la magnitud potencial

del riesgo. Para caracterizar un riesgo se llevan a cabo los siguientes pasos:
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1. Identificacién del riesgo: determinar los efectos adversos que
una sustancia quimica puede causar.

2. Evaluacién de la exposicién: establecer las concentraciones o do-
sis a las que estd expuesta la poblacién.

3. Evaluacién de la dosis-respuesta: evaluar la dosis o nivel de expo-
sicién a una sustancia por parte de la poblacién.

4. Caracterizacion del riesgo: en la préctica, estas distintas fases
enumeradas no se realizan de forma secuencial, sino que se van
completando simultineamente a medida que se obtienen datos
experimentales, tanto z vitro, COmo prech’nicos en animales de ex-
perimentacién y en humanos ya sea mediante estudios clinicos o
epidemioldgicos. Finalmente, integrando todos los datos obtenidos
en los pasos anteriores se logra caracterizar el riesgo, es decir, estimar
la incidencia y la severidad de los efectos adversos en la poblacién
por la exposicién al peligro.



Identificacion del riesgo

Para la identificacién del riesgo asociado a una sustancia se realizan dis-
tintos estudios o test de toxicidad que se nombran a continuacién y se
describen en el punto 4 de este capitulo:
a. Evaluacién de las caracteristicas fisicas y quimicas de la sustancia
como: estructura, solubilidad, pH, estabilidad, electrofilia, volatili-
dad, reactividad quimica.
b. Evaluacién de la relacién estructura-actividad, para lo que exis-
ten distintos métodos computacionales como, SAR (del inglés
structure-activity relationships), QSAR (del inglés quantitative
structure-activity relationships) o 3D-QSAR (del inglés guantitati-
ve structure-activity relationships in three dimensions), con los que
se puede predecir cualitativa o cuantitativamente, las respuestas de
distintos compuestos, o bien disefiar compuestos para que tengan
un efecto determinado.
c. Pruebas in vitro y a corto plazo, principalmente para el estudio
del potencial de mutagenicidad (test de Ames), aunque en la actua-
lidad se utilizan estudios 77 vitro también para evaluar otros efectos
téxicos de sustancias de uso tdpico en cultivo de queratinocitos o
de células de la cérnea.
d. Bioensayos en animales de experimentacion: ensayos prech’nicos.
e. Ensayos en humanos: ensayos clinicos.

Evaluacion de la exposicion

Proceso por el que se determina la manera a través de la cual individuos
contactan con una sustancia peligrosa, con qué frecuencia, durante cudn-
to tiempo y la cantidad de dicha sustancia. Es la evaluacién cuantitativa
de la cantidad de quimico a la cual los individuos pueden ser expuestos
bajo condiciones especificas. Una premisa importante a considerar, es
que el riesgo no existe en ausencia de exposicion.
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Los componentes bdsicos a evaluar son: la fuente u origen del com-
puesto, el mecanismo de liberacién, desprendimiento y transporte de la
sustancia, las vias de contacto (oral, dérmica, respiratoria, etc.), magni-
tud, duracién y frecuencia del contacto y el 4rea geogrifica del contacto.

Los pardmetros a medir cuando se realiza una evaluacién de expo-
sicién son los siguientes:

Concentracién: cantidad de sustancia presente en un medio deter-
minado, ya sea suelo, agua, aire, etc. Por ejemplo, la cantidad de mondxi-
do de carbono por milimetro ctbico de aire.

Exposicién: proceso por el que un individuo o poblacién entran
en contacto con una sustancia, ya sea mediante ingestién, inhala-
cién, o contacto de la piel o los ojos. La exposicién puede ser de corta
duracién (aguda), duracién intermedia, o larga duracién (crénica).
Se la determina como la cantidad de sustancia en contacto (concen-
tracién x tiempo).

Dosis: cantidad de una sustancia por unidad de peso corporal, es
decir que ingresa al organismo expuesto. La dosis interna o carga corpo-
ral representa la cantidad de sustancia por unidad de peso o volumen que
ingresa en un organismo (absorcién) o se incorpora a érganos y tejidos y
se calcula multiplicando la DEE por la fraccién absorbida en el cuerpo.
La dosis biolégicamente activa efectiva o activa es la dosis de un agente
que interactiia con los receptores y que origina un efecto definido en
un sistema dado. La DEE es una funcién de la concentracion del agente
téxico en un medio fisico donde las personas pueden entrar en contacto
con el agente, del tiempo de exposicién, y del comportamiento que con-
duce a dicha exposicion.

La DEE calcula con la siguiente férmula:

DEE=CxTCxFxD
PCxT
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DEE= dosis de exposicién estimada (miligramos de contaminante/
kg de peso corporal/dia) a un contaminante a través de una via concreta
(oral, inhalatoria, dérmica). En el caso de la exposicién oral, pueden dar-
se exposiciones a través de multiples alimentos, siendo necesario calcular
la DEE para cada uno de ellos, y finalmente sumar la DEE para dicha via.

C = concentracién del contaminante en el medio contaminado (mg
de contaminante /kg; ug de contaminante/mm?, mg de contaminante/l).

TC = tasa promedio de contacto. Ingesta promedio diaria de un
producto alimenticio o grupo de alimentos (kg/dfa); inhalacién prome-
dio de aire (mm?/dia), ingesta de agua diaria (I/dfa).

F = Frecuencia de exposicién (dfas/afo)

D= Duracién de exposicion (afios)

PC = Peso corporal (kg)

t=Perfodo de tiempo sobre el cual la exposicién es promediada (dfas)

Se acufié por vez primera el concepto de ingesta diaria admitida
(IDA) para establecer umbrales méximos de exposicién a aditivos en ali-
mentos. La IDA se define como cantidad aproximada en miligramos de
una sustancia expresada en relacion al peso corporal que se puede ingerir
a diario durante toda la vida de una persona, sin que llegue a representar
un riesgo apreciable para la salud (efectos no cancerigenos). En el caso de
los contaminantes, y otras sustancias cuya presencia en alimentos o agua
de consumo humano no sigue una finalidad tecnoldgica justificada, se
utiliza el término ingesta diaria tolerable (IDT).

Para determinar la ingesta diaria estimada (IDE) de una sustancia en
un individuo, es decir, la exposicién a una sustancia a lo largo de la vida, se
utiliza la férmula de DEE, considerando que la duracién de la exposicion
se estima de 70 afos, como promedio de afios de vida. El valor obtenido
se compara luego con el valor de IDA conocido para la sustancia en cues-
tién, para estimar asi, si el consumo de dicha sustancia a lo largo de la vida
del individuo se encuentra dentro de limites admisibles o tolerables.
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Evaluacion de la relacion dosis-respuesta

La relacién dosis-respuesta (D-R) representa el espectro de efectos en
funcién de la exposicién a distintas concentraciones de una sustancia, o
bien, la relacién entre la dosis y la magnitud del cambio biolégico produ-
cido. Esta relacién puede ser expresada en una grifica que adopta siem-
pre una forma constante.

Existen dos tipos de curvas que responden a dos formas de evalua-
cién diferente de la relacién D-R:

Individual o gradual (figura 2 A), la cual representa la respuesta de
un individuo a varias dosis de una sustancia y muestra la intensidad del
efecto. Las relaciones dosis-respuesta individuales se caracterizan por un
aumento continuo relacionando la dosis con la severidad de la respuesta.

Cuantal (figura 2 B), que representa la distribucién de las respues-
tas a dosis diferentes en una poblacién de individuos, expresando la inci-
dencia de un efecto. Esta responde a la ley del todo o nada.

La pendiente de estas curvas es de gran implicancia, ya que indica si
un efecto aumenta o disminuye y la velocidad del cambio en funcién de

la concentracién o dosis de la sustancia.

Figura 2 A. Representacion grafica de una curva D-R del tipo individual o gradual
(Autora Maria Constanza Paz)
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Figura 2 B. Representacion grafica de una curva D-R del tipo cuantal (Autora Maria Constanza Paz).

De gran implicancia en estudios de toxicidad es también la Dosis Um-
bral, dosis minima eficaz de cualquier sustancia que provoca una res-
puesta de todo o nada, o bien, es la dosis por debajo de la cual la proba-
bilidad de respuesta de un individuo es cero. Depende de la respuesta
particular que se mida, de la sensibilidad del método y del nimero de
sujetos estudiados (figura 3).
En un ensayo de valoracién de riesgo es de gran importancia:
— Considerar los puntos de inflexion de las curvas mds que valores
absolutos umbrales, por ejemplo: acetaminofén a dosis bajas tiene
escasa toxicidad, porque su metabolito téxico es eliminado, mien-
tras que, a dosis altas el glutatién es disminuido y el metabolito t6-
xico se acumula. Existen umbrales para la mayoria de los efectos té-
xicos, aunque la variabilidad de respuesta entre los individuos, que
cada dosis provoca en un patrén de respuestas, dificulta establecer
una verdadera dosis sin efecto para cada sustancia, lo que genera
puntos de inflexién en las curvas D-R. Estos puntos de inflexién
que responden a la variabilidad entre los individuos, suelen deberse
tanto a la saturacién de las vias de biotransformacién, de los puntos
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de unidn a proteinas o de los sitios de accién (receptores) de las mo-
1éculas de la sustancia, como a la disminucién de cofactores intrace-
lulares, necesarios para que el efecto se produzca.

— Considerar la severidad de efecto, ya que para los efectos carci-
nogénico, teratogénico € inmunosupresor se asume que carecen de
umbral, es decir que la sustancia en estudio puede producir dichos
efectos a cualquier dosis (figura 3).

Figura 3. Representacion grafica de los tipos de efectos a ser considerados
en la evaluacion de un riesgo (Autora Maria Constanza Paz).

Consideraciones de la relacion dosis-respuesta

Respecto a la relacién D-R se asume:
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— La existencia de una relacién causal entre el material téxico y la
respuesta.

— La magnitud de la respuesta estd relacionada a la dosis.

— La existencia de un receptor o sitio molecular para que el téxico
interactue.

— La respuesta estd relacionada a la concentracién del téxico.

— La concentracién en el sitio de accidn estd relacionada a la dosis
administrada.

— Existencia de un método cuantificable para determinar la toxici-
dad. Se debe elegir aquel efecto asociado con los eventos moleculares



que resultan de la exposicién al téxico. Pueden existir varias relacio-
nes D-R y se elige aquella respuesta relevante para el efecto téxico.

Utilidad de la relacion dosis-respuesta

El ensayo de D-R define la relacién entre las dosis y las respuestas asociadas,
de la cual se pueden obtener parimetros experimentales de gran utilidad
para la generacién de las dosis necesarias para los primeros estudios en seres
humanos (ensayos clinicos). A continuacidn, se definen dichos pardimetros.

EINOAEL (del inglés no observable adverse effect level), es el mayor
nivel de dosis testeada experimentalmente a la que no se observan efec-
tos adversos.

El LOAEL (del inglés lower observable adverse effect level) es el me-
nor nivel de dosis testeada experimentalmente a la que se observan efec-
tos adversos.

La CRf (concentracién de referencia) o DRf (dosis de referencia)
es la concentracién o dosis de cualquier sustancia que se puede utilizar
en humanos, para pesticidas y aditivos para alimentos el parimetro utili-
zado es el indice de IDA.

Para la obtencién de este valor se requiere realizar estudios precli-
nicos, es decir, ensayos en animales de experimentacién, que serdn des-
criptos mds adelante, de los cuales se obtienen los pardmetros NOAEL
y el LOAEL que, divididos por un Factor de Seguridad (FS) dan lugar a
la CRf o DRf.

La evaluacién D-R permite la extrapolacién de datos obtenidos
en animales a humanos, ademds de la utilizacién de un amplio rango
de alta a bajas dosis, realizar pruebas mediante diferentes vias de ad-
ministracién y la identificacién de subpoblaciones mds sensibles a la
sustancia en estudio.

En la evaluacién D-R los datos mds relevantes son los obtenidos
de estudios realizados en humanos, pero como las limitaciones son ma-
yores, son necesarios los ensayos en animales. A partir de éstos se realiza
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una extrapolacién del animal al humano, lo que requiere conocer la toxi-
cocinética y toxicodindmica de la sustancia en estudio en ambas especies.
Dado que normalmente esto no sucede, al extrapolar los datos obtenidos
en animales de experimentacidn se asume que:

— La farmacocinética y la farmacodindmica de la sustancia en estu-

dio es igual en ambas especies.

- Que los efectos vistos en animales, extrapolados a los humanos

serdn iguales en todos ellos.

Se sabe que no es ésta la realidad, dada la variabilidad entre espe-
cies e intraespecie. Existe diferente susceptibilidad a las sustancias en-
tre los seres humanos. Los resultados de los estudios y de los modelos
toxicocinéticos usan valores de la media y sus desviaciones estindar de
esa media para contemplar la variabilidad de los valores obtenidos. Sin
embargo, existen valores atipicos que rara vez se investigan, ademis es
muy dificil poder predecir si un paciente estard mds expuesto a un ries-
go que otros, y mucho mds conocer la medida del riesgo. Las diferen-
cias en la susceptibilidad son debidas a distintos factores inherentes al
huésped como son: los factores genéticos, el sexo bioldgico, la edad, los
hdbitos de conducta (por ¢j. tabaco, alcohol), la existencia de enferme-
dades preexistentes, exposiciones coexistentes o al uso de medicacién o
medidas de proteccion.

Por esa razén se utilizan dos factores que van entre 10 a 100 cada
uno, a fin de considerar cada una de estas variables, llam4dndose factor de
modificacién (FM) para la variabilidad interespecie y factor de incerteza
(FI) parala diferente susceptibilidad dentro de la especie humana, ambos
valores asumidos de acuerdo al nivel de riesgo que la sustancia en estudio
tenga, se multiplican dando lugar al llamado FS. EI FS divide el valor de
NOAEL o LOAEL, segtin con el que se cuente, obtenidos experimental-
mente. Este Gltimo valor es el que se utilizard parala determinacién de la
CRf o DRf que serdn utilizadas en humanos para los primeros estudios
clinicos (figura 4).
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Figura 4. Representacion grafica del concepto de factor de seguridad (Autora Maria Constanza Paz).
Caracterizacion del riesgo

Para determinar cuantitativamente la probabilidad de que se produzca
un efecto adverso en una poblacién expuesta, la informacién cuantitativa
de la exposicidn se combina con la informacién derivada de la etapa de
evaluacién dosis-respuesta. La estimacion cuantitativa del riesgo se realiza
de forma diferente para compuestos no carcinégenos y carcinégenos.

El margen de exposicién (MOE del inglés margin of exposure) o mar-
gen de seguridad (MOS del inglés margin of safety) es la relacion entre el
nivel de NOAEL obtenido de los estudios de toxicologfa animal y el ni-
vel o dosis de exposicién humana prevista o estimada (MOE = NOAEL/
DEE). Se usa comtnmente en la evaluacién de riesgos para la salud hu-
mana (por e¢j. evaluacién de la seguridad de un ingrediente cosmético o
una impureza alimentaria). Para una sustancia quimica con umbrales de
salud (es decir, no genotdxica ni cancerigena), valores bajos de MOS indi-
can que las magnitudes de exposicién de seres humanos estin cerca de las
cifras para la magnitud del NOAEL, en cambio un MOE > 100 general-
mente se considera seguro. Este cdlculo no incluye factores de seguridad;
por ello, las agencias reguladoras han utilizado los valores de MOE menor
a 100 como indicador de valoracién adicional.
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Existen situaciones en las que se requiere que el MOE sea superior
a 100, las cuales se citan a continuacién:

- si el NOAEL no se obtiene de estudios de toxicidad crénica y la

exposicion es cronica;

— si sélo se identificé un LOAEL, pero no un NOAEL;

— si existen incertidumbres sobre la calidad de los datos disponibles;

— si existe probabilidad de subestimacién de la exposicion;

— si existe la necesidad de proteger a grupos de personas sensibles.

En el caso de compuestos genotdxicos y cancerigenos, debe utilizar
otra ecuacion para calcular el MOE, ya que los valores NOAEL no se
pueden identificar para esas sustancias. En general, un MOE > 10.000
se considera seguro. El cdlculo involucra otro concepto cuyas siglas del
inglés son BMD (del inglés Benchmark Dose), el cual se define como el
limite inferior de incerteza en la determinacidn de la dosis de referencia
(MOE = BMD /DEE).

Existe un concepto llamado Cociente de Riesgo (HQ del inglés
Hazard Quotient) el cual representa la relacién entre la exposicion po-
tencial a una sustancia y el nivel al que no se esperan efectos adversos. La
Agencia de proteccién medioambiental (EPA del inglés Environmental
Protection Agency) lo utiliza principalmente para evaluar los riesgos para
la salud de los téxicos del aire.

En funcién de este concepto el riesgo no carcindgeno se caracteriza
calculando el cociente entre la dosis de exposicién estimada (DEE) y la
dosis umbral que, como se vio anteriormente, puede recibir diferentes
nombres dependiendo de la agencia (IDA, DRf).

Cociente de Riesgo (HQ)=_DEE =DEE

UMBRAL DRf

Cuando el cociente HQ es menor a 1, se puede decir que no es prob-
able que se produzcan efectos adversos, y el riesgo puede considerarse
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despreciable. Cuando el cociente HQ es mayor a 1, y por tanto se su-
pera el umbral de exposicién seguro, debe considerarse la probabilidad
de que se produzca un efecto adverso aun cuando nunca se puede hablar
de probabilidad estadistica. A este respecto hay que tener en cuenta que,
si el valor HQ calculado para una sustancia A es 100, y el estimado para
una sustancia B es 10, ello no significa matemdticamente que el riesgo
sea 10 veces mayor para A que para B. Los umbrales de exposicién se-
guros o DRfs, definidas para cada una de estas sustancias, pueden no estar
referidas al mismo efecto critico (érgano afectado, y gravedad del efecto).
Igualmente, un HQ de 10 para una sustancia puede no tener el mismo
significado que para otra sustancia con el mismo HQ. Por tanto, al au-
mentar las exposiciones por encima del umbral de proteccién (HQ > 1),
la probabilidad de que se produzcan efectos adversos aumenta, pero no
sabemos matemdticamente en qué medida.

Pruebas de toxicidad

Existen varias agencias involucradas en la regulacién de téxicos qui-
micos, de las cuales, varias rigen a nivel mundial, como la FDA la EPA
y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA del inglés European
Medicines Agency), entre otras. En nuestro pais se puede citar a la
Administracién Nacional de Alimentos, Medicamentos y Tecnologia
Médica (ANMAT).

No todas las pruebas son requeridos para todo quimico potencial-
mente téxico, esto depende del uso que se esté haciendo del mismo o del
uso potencial propuesto, de la ruta de exposicién y de las propiedades
quimicas y fisicas de la sustancia.

Mediante los ensayos de toxicidad se puede evaluar la toxicocinética
o toxicodindmica de la sustancia evaluada, pudiendo determinar su me-
canismo de accidn; se puede usar diferentes métodos ya sea para evaluar
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carcinégenos genotdxicos (por ¢j. test de Ames), carcinégenos no geno-
téxicos y efectos no cancerigenos (por ¢j. métodos iz vivo).

Es importante tener en cuenta que las pruebas de toxicidad no es-
tin concebidas para demostrar que una sustancia es segura, sino para
identificar los efectos téxicos asociados.

Evaluacion de las caracteristicas ffsicas y quimicas

Si bien no constituye una prueba de toxicidad, tiene un gran valoracién
preliminar, esencial y util para realizar comparaciones con otros téxicos
conocidos como probables amenazas, para determinar la estabilidad a la
luz, calor, frio, agentes reductores u oxidantes y si sus productos de de-
gradacién también requieren ser evaluados. Asi conocer la solubilidad li-
pidica o el coeficiente de particién octanol/agua estima preliminarmente
el nivel de ingreso y persistencia de una sustancia en un organismo vivo;
por ejemplo evaluar la presién de vapor puede indicar si el sistema respi-
ratorio serfa una via posible de ingreso del téxico.

Para sustancias quimicas producidas para uso comercial es necesa-
rio realizar este tipo de evaluaciones en sustancias intermediarias de la
sintesis o productos de degradacién, ya que son posibles contaminantes
en el producto final.

Para quimicos que son liberados al ambiente, como por ejemplo
los pesticidas, es necesario evaluar la exposicién y destino ambiental, es
decir, predecir una posible exposicién en un evento en el que la sustancia
puede ser téxica. Par ello se evalta el grado de degradacién en condicio-
nes aerdbicas y anaerdbicas en aceites de varios tipos, el grado de penetra-
cién (leaching into) a la superficie del agua desde aceites de varios tipos
(lo que permite conocer el grado de hidrofobicidad de la sustancia), el
grado de movimiento al agua subterrdnea, el efecto de factores fisicos
en la degradacién del téxico por fotdlisis e hidrdlisis e identificaciéon de
productos formados para indicar el grado de pérdida de amenaza o de
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posible formacién de productos peligrosos. También se realizan pruebas
de acumulacién en plantas y animales y el movimiento dentro del eco-
sistema lo que se estudia desde otra drea de la Toxicologfa denominada
Ecotoxicologfa.

Evaluacion de la relacion estructura-actividad

El enorme costo de evaluaciones multiespecies, multidosis y a lo lar-
go de la vida completa de las especies para el estudio de efectos crénic-
os es un desafio en la valoracién de amenazas relacionadas a todos los
quimicos con posible uso comercial. Por todo esto resulta de gran im-
portancia el desarrollo de técnicas de alto rendimiento, que permitan
investigar varias sustancias simultineamente. Para ello las herramientas
computacionales son de gran utilidad. Estas integran la matemdtica y
modelos computacionales con aproximaciones moleculares, bioldgi-
cas y quimicas, lo que constituye la Bioinformdtica. Esta integracién
permite generar relaciones tanto cualitativas como cuantitativas con
un poder predictivo muy util en el desarrollo de nuevos firmacos o
en la evaluacién del riesgo a sustancias expuestas por el ambiente y
la poblacién. Existe un gran interés y esfuerzo en el desarrollo de es-
tos sistemas computacionales llamados sistemas expertos que puedan
predecir la toxicidad. Estos se basan en el principio bisico de que la
estructura define la actividad y que la reaccién de un producto quimi-
co con un sistema bioldgico es impulsada por su estructura molecular.
Todos estos sistemas se basan en datos de toxicidad para otros produc-
tos quimicos que se han ingresado en ellos y en el uso de reglas que se
han disefiado a partir de esos datos, o a la luz de esos datos. Existen dos
tipos de sistemas expertos basados en la relacién estructura-actividad,
uno es cuantitativo (QSAR) y el otro es cualitativo (SAR). Este tltimo
tipo se basa en el conocimiento y depende de la escritura de un lenguaje
que describa el comportamiento de grupos estructurales que no tienen
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contexto, pueden indicar Gnicamente la verosimilitud de los efectos y
no ofrecen la comodidad posiblemente falaz de un nimero derivado
de manera dudosa. Los sistemas QSAR usan algoritmos matemadticos
para producir resultados cuantitativos. Los principios por los cuales
un sistema QSAR funciona se basan en cilculos matemiticos, desde
pardmetros fisicoquimicos o relaciones usando modelos de regresién,
0 en conocimiento existente, por ejemplo, la asociacién de un grupo
o estructura quimica particular con un punto final especifico como
mutagenicidad o sensibilizacién. Mientras que el cdlculo de bajo nivel
de propagacién en un nuevo territorio cientifico, no puede haber una
confianza absoluta en que los errores cometidos al establecer las reglas
o al ingresar datos no se magnifiquen con un nuevo cilculo repetido.
Por otro lado, las reglas basadas en el conocimiento son solo eso y de-
penden del aporte de ese conocimiento experto y, hasta cierto punto,
del juicio experto. Las reglas y los sistemas matemadticos son adecua-
dos para el andlisis QSAR y pueden producir probabilidades de que
se realice un punto final o un valor para un nivel de dosis, como una
dosis letal 50 (DL50) para toxicidad aguda, a2-macroglobulina para
nefropatia, teratogenicidad, entre otros puntos finales considerados.
El beneficio de tales valores es que brindan un ndmero que puede ci-
tarse en un contexto apropiado; la desventaja es que la precisién de
tales ndmeros es a menudo altamente cuestionable y puede ser un
poco mejor que el azar, especialmente en el caso de los niveles de dosis.
Otro factor es que el proceso por el cual se producen dichos numeros
suele ser opaco para el usuario y hay pocas posibilidades de racionalizar
el resultado. En contraste, con los sistemas basados en el conocimiento
(SAR), generalmente hay referencias bibliogréficas a las que se puede
acceder para respaldar una conclusién particular. Esto puede no ser
tan reconfortante como un nimero, pero los resultados son probable-
mente mds confiables ya que no dan una impresién potencialmente
falsa de exactitud para la prediccién.

158



Pruebas in vitro

Test de Ames

Es una prueba 7z vitro de mutagenicidad basado en el uso de bacterias,
valiéndose de su elevada tasa de crecimiento. Se usa como test de pesqui-
sa preliminar (screening) de sustancias quimicas con potencial carcinogé-
nico. La cepa de bacteria utilizada es la Salmonella typhimurium, la cual
crece normalmente en un medio sin aminodcidos. Existe disponibilidad
de cepas que no pueden crecer en ausencia de histidina dado por una
mutacién que induce un defecto metabdlico en la biosintesis de dicho
aminodcido. Sustancias mutagénicas y presumiblemente carcinogénicos
pueden causar mutaciones que generan que las cepas de bacterias modi-
ficadas recuperen la capacidad de sintetizar la histidina y, por lo tanto, de
crecer en medios deficientes del aminodcido. Esta prueba también puede
realizarse en presencia de una fraccién higado de rata como suministro
de enzimas metabdlicas para la deteccién de sustancias promutagénicas.

En la actualidad existen alternativas al uso animal en la evaluacién de
toxicidad ocular, como el uso de cultivo de células de la cérnea o queratino-
citos para estudios en piel, ya que la EPA redujo de seis a tres el nimero de
animales requeridos para este tipo de test 7z vivo, ademds de establecer un li-
mite en el pH de las soluciones a evaluar en los animales de experimentacién
(pH no menor a 2, ni mayor a 10). Es importante considerar que son mu-
chas las ventajas de los modelos 7 vitro, dado que son répidos, econémicos,
reproducibles y eficiente, son de ficil manipulacién, permitiendo predecir
la interaccién bioldgica y la toxicidad de la sustancia en estudio. Permiten
relacionar respuestas del téxico en células o tejidos animal y humano. Faci-
litan los estudios de estructura-actividad, dado que pueden probarse sus-
tancias con modificaciones estructurales en distintos cultivos de células o
tejidos. De todas maneras, también existen limitaciones de estos modelos
como lo es la simplificacién de sistemas bioldgicos que en la realidad son
mads complejos, por lo tanto, no son realistas, son estdticos y pueden sufrir
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pérdida de propiedades y funciones respecto al sistema biolégico real. En
consecuencia son modelos de gran utilidad como pesquisa (screening) de
sustancias posibles para ser luego evaluados en modelos 7% vzvo.

Bioensayos en animales: ensayos preclinicos

Los efectos producidos por un compuesto en animales de laboratorio,
adecuadamente evaluados son aplicables al hombre. Como se describi6
antes, se utilizan factores de seguridad apropiados que pueden ser aplica-
dos para calcular D-R seguras para el hombre. En animales experimenta-
les se puede realizar exposiciones a agentes t6xicos en altas dosis, lo que
es un método vélido para descubrir potenciales peligros para el hombre.

Las pruebas de toxicidad se determinan luego de administracién
por via oral u otra via relevante para la toxicidad de ese compuesto, te-
niendo también en cuenta el riesgo de contacto con la piel o inhalacién.

Los bioensayos en animales son un requerimiento para las sustan-
cias utilizadas como medicamentos y se describirdn a continuacién.

Toxicidad por dosis unica o toxicidad aguda

La determinacién de la letalidad es el indice de evaluacién toxicolégica
inicial. Esta determinacién es precisa, cuantal e inequivoca y se realiza
siempre al estudiar una sustancia desconocida. Para calcular la letalidad
de una sustancia se lleva a cabo la evaluacién de la DL 50, es la dosis
que causa la muerte en el 50 % de los animales evaluados experimental-
mente. Este pardmetro es obtenido de las curvas dosis-respuesta. En una
distribucién normal, la media + 1 desviacién estindar representa el 50
% poblacional, la media £ 2 desviaciones estindar el 84 % y la media + 3
desviaciones estdndar el 95 %.

Se determina la DL50 y otros efectos téxicos agudos luego de una o
mds vias de administracion, en una o més especies, que establecen los distin-
tos organismos, rata/ratén (EPA) y conejo/perro (FDA) y se estudia durante
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14 dfas luego de la administracién, se controla los animales a diario regis-
trando todo tipo de alteracién, incluso las muertes y se realizan autopsias.

Este tipo de estudios aporta el cdlculo cuantitativo de la toxicidad
de una sustancia (DL50), permite la identificacién de érganos diana y
establecer la reversibilidad de la respuesta. Ademds, las dosis probadas en
el ensayo de toxicidad aguda son orientativas para definir los intervalos
de dosis para otros estudios.

Es importante considerar que, si existe la probabilidad de exposi-
cién por via dérmica o inhalacidn, se determina también la DL 50. La
toxicidad dérmica aguda se evalta en conejos, realizando un contacto
dérmico con la sustancia durante 24 h y se estudian los animales durante
14 dias. La inhalacién aguda se evala por exposicién de las vias aéreas a
la sustancia en estudio durante 4 h.

Test de toxicidad local

Test de Draize o test de irritacion dérmica: esta es una prueba que se lleva
a cabo en seis conejos a los que se les realiza una aplicacién de 0,5 g0 0,5
ml de la sustancia en estudio en un drea (5 cm®) de la piel intacta y rasu-
rada. Se tapa con gasa la region expuesta a la droga y se colocan collares
pldsticos alrededor del cuello de los conejos para evitar que se rasquen o
laman. Luego de cuatro a 24 hs, se retiran los parches y se observa el desa-
rrollo de irritacién, volviéndose a controlar luego de las 72 h, calculando
finalmente un puntaje de irritacién primaria.

Tipos de irritacién:

La irritacién primaria aguda es una reaccién inflamatoria local no
inmunoldgica caracterizada por eritema, edema e induracién luego de
una o repetidas aplicaciones de la sustancia quimica.

La irritacién acumulada es aquella resultante de exposiciones repe-
tidas del material que por sf mismo no causa irritacion primaria aguda.

La corrosién se define como una accién quimica directa sobre la
piel que da como resultado una desintegracién y alteracion irreversible
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en el sitio de contacto. Las manifestaciones mds importantes en los ani-
males testeados son ulceraciones, necrosis y la formacién de escaras.

La irritacién fotoquimica inducida o fotoalergia consiste en una
irritacién primaria resultante de cambios moleculares fotoinducidos en
la estructura de la sustancia quimica aplicada en la piel.

La sensibilizacién dérmica, es aquella que se produce por varios con-
tactos con la sustancia quimica. Este tipo de evaluacién es necesaria cuan-
do la sustancia serd utilizada mediante un contacto dérmico prolongado.
Se realizan en cobayos multiples aplicaciones durante dos a cuatro sema-
nas, exponiendo luego la piel de los cobayos a concentraciones no irritan-
tes de la sustancia y evaluando el desarrollo de respuestas eritematosas.

El acné es una erupcién folicular producida en humanos conocido
como cloracné, que se manifiesta con puntos negros en la cara y el cuello
parecidos al acné de la pubertad.

El test de irritacién ocular es una variante del test de Draize, se rea-
liza por aplicacién tdpica, preferentemente €n conejos albinos. La sus-
tancia en estudio se aplica en el saco conjuntival de un ojo y alas 24 h de
la aplicacidn se lava y se observa a diario durante tres dfas consecutivos si
existe desarrollo de: opacidad corneal, reaccién del iris por exposicién a
laluz, enrojecimiento dela conjuntiva, alteracidn en vasos sanguineos. A
los 21 dias se evalta la recuperacién.

Dado que en la actualidad existen comités de ética que regulan el
uso de animales de experimentacién exigiendo como una de las premisas
principales, la reduccién del nimero de animales utilizados en los ensa-
yos, se han desarrollado alternativas al uso animal para evaluar la irrita-
cién ocular o dérmica, mediante el uso de cultivo de células de la cédrnea
o queratinocitos para estudios en piel. La EPA redujo de seis a tres el
ndmero de animales requeridos para este tipo de test 7z vivo, ademds de
establecer un limite en el pH de las soluciones a testear en los animales
de experimentacién (pH no menor a 2, ni mayor a 10). Es importante
considerar que son muchas las ventajas de los modelos 72 vitro, dado que
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son rdpidos, econdmicos, reproducibles y eficiente, son de ficil manipu-
lacién, permitiendo predecir la interaccién bioldgica y la toxicidad de la
sustancia en estudio. Permiten relacionar respuestas del téxico en células
o tejidos animal y humano. Facilitan los estudios de estructura-actividad,
dado que pueden probarse sustancias con modificaciones estructurales
en distintos cultivos de células o tejidos. Sin embargo, existen ciertas li-
mitaciones de estos modelos principalmente la simplificacién de siste-
mas bioldgicos que en la realidad son mds complejos, por lo tanto, no
son realistas, son estdticos y pueden sufrir pérdida de propiedades y fun-
ciones respecto al sistema bioldgico real. Por lo que son de gran utilidad
como pesquisa (screening) de sustancias posibles para ser luego testeadas
en modelos 77 vivo, los cuales, como se dijo anteriormente, son requisito
para la evaluacién de sustancias farmacoldgicas.

Si bien este tipo de pruebas en modelos animales son de natura-
leza controvertida, la FDA las apoya indicando que a la fecha no existe
una prueba aprobada cientificamente que reemplace al test de Draize.
Sin embargo, se han establecido variantes en la que utilizan anestésicos
tépicos y no se permite la prueba 7z vivo de sustancias cuyas pruebas 2%
vitro indiquen propiedades irritantes. El uso de este test ha declinado en
los dltimos afos en EE.UU. y Europa y en la actualidad se continta la
basqueda de nuevas alternativas.

La evaluacién de toxicidad local es necesaria para establecer la segu-
ridad también de ingredientes cosméticos, sin embargo, el 11 de marzo
de 2009 se establecié como fecha limite para la prohibicién para comer-
cializar productos cosméticos cuya formulacién final, ingredientes o
combinaciones de ingredientes hayan sido experimentados en animales,
por lo que consciente del trabajo y las prioridades en este campo, la Co-
misién Europea y las autoridades competentes contindan haciendo un
esfuerzo para validar cientificamente métodos alternativos que permitan
llevar a cabo una rigurosa evaluacién de la seguridad de los productos
con fines cosméticos.
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Si bien el método original de Draize, el cual data de los afios 40,
ha tenido diferentes adaptaciones a lo largo de los afios, incluso consi-
deraciones de reduccién y refinamiento, se han desarrollado numerosos
métodos para suplir los animales en los ensayos de irritacién ocular y
dérmica. Los métodos validados y aceptados son pocos en comparacion
con los métodos propuestos y no existe ningin método alternativo que
pueda sustituir de forma tinica al ensayo con animales, por ello se tiene
que utilizar una baterfa de ensayos y una estrategia para descartar efectos
irritantes. Como ejemplo se puede nombrar algunos métodos para to-
xicidad ocular de tipo ex vivo, como el Ensayo de Opacidad Corneal en
cérnea aislada bovina y el Ensayo del Ojo Aislado de Pollo, otros i vitro
como el Método de Pérdida de Fluoresceina para identificar corrosivos e
irritantes severos (en monocapa de células de rifnén canino Madyn-Dar-
by) y para toxicidad dérmica, el Método de Corrosién Dérmica 7z vitro
utilizando piel humana reconstituida, el Método de la Resistencia Eléc-
trica Transcutdnea para valorar la corrosién de la piel (ex vivo) o el Ensayo
de Ojo Aislado de Conejo. Es importante volver a aclarar que ningdn
método que utilice animales o derivados de los mismos estd permitido
para la valoracién de riesgo de sustancias con fines cosméticos.

Toxicidad subaguda

En el ensayo de toxicidad subaguda se realizan administraciones repeti-
das una vez al dia durante 14 dias y se evaltian los animales luego de
dicho periodo. Este ensayo, ademds de aportar otros érganos afectados
por una administracién de este tipo y las dosis que se utilizan para
estudios siguientes.

Toxicidad subcronica

En este tipo de estudio las administraciones son repetidas y se realizan
a diario durante un total de 90 dias. La toxicidad subcrénica permite
establecer los pardimetros LOAEL y NOAEL, ademds de identificar y
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caracterizar la afeccién de los érganos luego de este tipo de administra-
cién. Se utilizan dos especies, segiin el organismo y tres dosis, alta (que
genere una mortalidad menor al 10 %), intermedia y baja (sin efectos evi-
dentes), los animales se observan una o dos veces por dfa para la detec-
cién de signos de toxicidad como cambios en el peso corporal, consumo
de la dieta, cambios en el color de la piel, alteracién de la respuesta cardio-
vascular o respiratoria, anormalidades conductuales, motoras, aparicion
de tumores, se registran las muertes y se realiza autopsia. Al finalizar el
periodo de 90 dias, se recoge la sangre para posterior andlisis. La condi-
cién microscdpica y grosera de alrededor de 15 a 20 érganos y el peso de
los principales (12 érganos) son los evaluados.

Los andlisis a realizar son:

— Hematologfa: hemoglobina, hematocrito, glébulos blancos, glébu-

los rojos, plaquetas, tiempo de coagulacién, tiempo de protrombina.

- Quimica clinica: glucosa, calcio, potasio, urea, nitrégeno, aminoa-

lanino-transferasa, aminoaspartatotransferasa, gamma-glutamiltrans-

peptidasa, sorbitoldehidrogenasa, ldcticodehidrogenasa, alcalino-
fosfatasa, creatinina, bilirrubina, triglicéridos, colesterol, albimina,
globulina, proteinas totales.

— Orina: osmolaridad, pH, glucosa, cetonas, bilirrubina, urobili-

négeno.

Sino mueren antes, a los 90 dias se sacrifican los animales y se evalan.

LOAEL y NOAEL tienen implicancias regulatorias, por ejemplo,
la EPA utiliza el NOAEL para calcular la dosis de referencia, que se usa
para establecer niveles aceptables en determinados contaminantes.

Para las sustancias quimicas que van a ser registradas como fir-
macos, los estudios subcrénicos y agudos deben realizarse antes que se
apruebe la aplicacién en la FDA. Cuando esto es aprobado comienzan
las pruebas clinicas (Fase L, II, III) al mismo tiempo que comienzan estu-
dios crénicos en animales de laboratorio.
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Toxicidad cronica

La evaluacién de toxicidad crénica difiere de la anterior en que las ad-
ministraciones también son repetidas a diario, pero durante un periodo
de entre seis meses a dos afios, dependiendo del periodo al que estarin
expuestos los seres humanos, por ejemplo, para un antimicrobiano pro-
puesto a ser usado durante un periodo corto, seis de meses de adminis-
tracién en animales es suficiente; si el agente en estudio fuese un aditivo
alimentario, lo requerido es un estudio de dos afos.

Este tipo de ensayo permite evaluar toxicidad acumulada y poten-
cial carcinogénico de la sustancia en estudio, comunicando la formacién
de tumores tanto benignos como malignos. Se utiliza como maxima do-
sis aquella que inhibe en un 10 % el aumento del peso corporal en los
animales, la cual se denomina dosis mdxima tolerada (DMT), la cual se
obtiene de los estudios subcrdénicos de 90 dias. Se utiliza también un me-
dio y un cuarto del valor de la DMT.

Toxicidad del desarrollo, reproductiva y teratogenicidad

La Toxicologfa del desarrollo estudia los efectos adversos sobre el orga-
nismo en desarrollo que resulta de la exposicién al agente quimico antes
de la concepcidn, durante el desarrollo prenatal o postnatal hasta el mo-
mento de la pubertad.

La Teratologfa estudia los defectos inducidos durante el desarrollo
entre la concepcién y el nacimiento. La Toxicologfa reproductiva estudia
la ocurrencia de efectos adversos sobre el sistema reproductivo del ma-
cho o la hembra que ocurre por exposicion a agentes quimicos.

Este tipo de estudios consta de tres segmentos o fases de evaluacién,
que se describen a continuacién.

Fase I: test de performance reproductiva y fertilidad general.

Se tratan los animales adultos en periodo previo a la fertilizacién y
opcionalmente se continda en las hembras durante la implantacién o en
periodo de lactancia.
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Se lleva a cabo en ratas con tres dosis diferentes (20 ratas por sexo y
por dosis). A los machos se les administra la sustancia quimica durante
60 dfas y a las hembras 14 dfas antes de cruzarlas, pudiendo también ad-
ministrar durante la gestacién y la lactancia.

En los adultos se observa el desarrollo de huevos maduros y esper-
ma, el porcentaje de hembras prefadas, el nimero de crias muertas y vi-
vas, periodo de lactancia.

En los organismos en desarrollo se estudia el desarrollo fetal, la for-
macién de 6rganos, el crecimiento intrauterino y postnatal, estudiando
también al nacer, el peso, crecimiento, sobrevivencia, condiciones gene-
rales durante los primeros tres meses de vida, incluyendo estudios con-
ductuales y de la funcién reproductiva.

Fase II: evaluacién del potencial teratogénico.

Se estudia la hembra prefiada durante el periodo de organogéne-
sis (primer trimestre de la prefiez), periodo en que los teratégenos son
mids efectivos. Se utilizan 12 conejos y 20 ratas por grupo, los cuales son
expuestos a una de tres dosis durante la organogénesis (del dfa 6 al 15
en ratas y del dfa 6 al 18 en conejos). Los fetos se obtienen por cesirea
un dfa antes de la fecha estimada de nacimiento (dfa 31 en conejos y 32
en ratas). Finalmente, se pesan y examinan los tteros de las madres. Se
registran los fetos vivos, muertos o reabsorbidos. La mitad de la camada
se utiliza para estudiar anormalidades esqueléticas y la otra mitad para el
estudio de tejidos blandos.

Fase III: estudio del perfodo peri y postnatal.

Es una prueba compleja realizada desde el dfa 15 de gestacién y du-
rante la lactancia. Se evalta el peso al nacer, la sobrevida, el crecimiento
de las crias durante los primeros tres meses de vida.

Consiste en un estudio multigeneracional realizado para determi-
nar el efecto de la sustancia evaluada sobre el sistema reproductivo.

Se administran tres dosis a grupos de 25 hembras y 25 machos des-
pués del destete (30 a 40 dfas de edad), a este grupo se lo llama Generacién
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F0. Se continta la dosificacién durante el apareamiento, gestacién y lac-
tancia, a las crias nacidas y que fueron expuestas en el ttero, via lactan-
cia y continuando en la comida, se las llama Generacién F1. Luego, 25
hembras y 25 machos F1 son cruzados para producir la Generacién F2,
la cual contintia expuesta al téxico. Se observa el porcentaje de hembras
prefiadas FO y F1, el nimero de éstas que llegan a término, tamafio de las
camadas nacidas, nimeros de abortos, nimero de crfas vivas, pesos de las
crias al nacer a los 4, 7, 14 y 21 dias de edad, obteniéndose un indice de
fertilidad, un indice de gestacién, un indice de viabilidad y de lactancia.

Ademds se realizan estudios histopatolédgicos y de necropsia grosera
en los padres (generaciones FO y F1) fundamentalmente en los 6rganos
reproductivos, al igual que se evaltan todas las crias destetadas.

También se llevan a cabo estudios de corto término mediante el cul-
tivo de embriones, érganos o células de los distintos tejidos.

Estudio de mutagenicidad

La mutagenicidad se define como la capacidad de los quimicos de causar
cambios en el material genético del nucleo de células, de forma tal que
los cambios se transmiten durante la divisién celular. Las mutaciones
en diferentes tipos de células tienen consecuencias sustancialmente di-
ferentes, las mutaciones en células germinales influyen la divisién meié-
tica y esto se transmite a futuras generaciones, las mutaciones somdticas
no son hereditarias, pero pueden resultar en la muerte de células o trans-
misién de un defecto genético a otras células en el mismo tejido a través
de divisién mitdtica.

La iniciacién de la carcinogénesis quimica ocurre con una mutaggé-
nesis, los test mutagénicos se utilizan para hacer una pesquisa (screening)
de potenciales carcindgenos, para ello existen test cortos e 7z vitro como
el test de Ames.

Es importante considerar que el diseio de un ensayo toxicold-
gico preclinico debe permitir conocer todos los efectos téxicos que la
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sustancias en estudio puede producir, reproducir todas las condiciones
evaluadas en los animales, en humanos (dosis, vias de administracidn,
tipo de exposicién, etc.) y estimar el riesgo para la especie humana, te-
niendo en cuenta los efectos con y sin umbral, los pardmetros obtenidos
experimentalmente y los factores de seguridad establecidos. Esto permite
establecer niveles de dosis aceptables para ser administrados en humanos,
es decir para iniciar los ensayos clinicos de la sustancia en estudio. Los
métodos en animales proporcionan datos que, si bien son experimenta-
les, son tedricos para humanos, por tanto, ningiin método teérico para
estimar el riesgo en humanos es infalible, aun habiendo testeado dosis
altas, por lo que es de gran importancia la precaucién y el seguimiento
durante los primeros estudios clinicos.

Ensayos en humanos

Los ensayos en humanos pueden ser clinicos a doble ciego, es decir ni el
médico, ni el paciente saben si estd tomando el firmaco en estudio o el
placebo o control, sélo puede realizarse con fines terapéutico. Otro tipo
de estudios clinicos son los de casos aislados, para los que es muy dificil
establecer la causa-efecto hasta que se ve afectado un gran niimero de la
poblacién (ejemplo de lo que sucedi6 en la década del 60 en Europa por
efecto de la talidomida).

En caso de desarrollo de un medicamento nuevo, son varias las eta-
pas a cumplir dentro del proceso de evaluacién de dicha sustancia antes
de que sea comercializado. Luego de los estudios preclinicos en animales
las etapas que forman parte de los estudios clinicos ya realizando pruebas
de la sustancia en estudio en seres humanos son las siguientes:

Etapa I: de 20 a 50 voluntarios sanos para reunir datos preliminares
de los efectos del firmaco en estudio.

Etapa II: de 150 a 350 enfermos, para definir las recomendaciones
sobre seguridad y posologfa.
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Etapa III: de 250 a 4000 pacientes en grupos mds heterogéneos,
para determinar la seguridad y eficacia a corto plazo.

Etapa IV: Estudios posteriores a la aprobacién (firmaco ya regis-
trado por las agencias de seguridad de cada lugar) sobre determinados
detalles de seguridad.

Una vez comercializado, el firmaco deja atrés el seguro y resguar-
dado medio cientifico en el que discurren los ensayos clinicos para
convertirse legalmente en un producto de consumo publico. Lo mds
frecuente es que en ese momento sélo se haya comprobado la eficacia
y seguridad a corto plazo del medicamento en un pequefio nimero de
personas cuidadosamente seleccionadas. En ocasiones son apenas 500,
y rara vez superan los 5.000, quienes han recibido el firmaco antes de
su salida al mercado. Por tal razén es fundamental controlar la efica-
cia y seguridad que presentan en condiciones reales, una vez puestos a
la venta, los tratamientos nuevos y todavia poco contrastados desde el
punto de vista médico.

Resulta de gran importancia entonces, agregar una etapa poste-
rior a la comercializacién del medicamento llamada farmacovigilancia.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la define como la cien-
cia y las actividades relativas a la deteccién, evaluacién, comprension
y prevencién de los efectos adversos de los medicamentos o cualquier
otro problema relacionado con ellos. Es un elemento clave para que los
sistemas de reglamentacién farmacéutica, la préctica clinica y los pro-
gramas de salud publica resulten eficaces. Episodios como la tragedia de
la talidomida ponen de relieve la gran importancia de contar con siste-
mas eficaces de control de los medicamentos ya utilizados en la clinica y
de una manera sostenida en el tiempo; por lo que la farmacovigilancia
pone de manifiesto el concepto de proceso continuo dentro de la valo-
racién de un riesgo.

Otros estudios posibles en humanos son los epidemiolégicos, los
cuales sirven para establecer la relacién causal entre factores de riesgo
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o la exposicién y la enfermedad. Estos dltimos se pueden clasificar en
tres tipos:
1. De cohortes o prospectivos: estudian grupos de individuos elegi-
dos en funcién de su exposicién al agente en estudio (sanos) y se los
evalta para ver si desarrollan la enfermedad. Se comparan expues-
tos-no expuestos para determinar la incidencia de la enfermedad.

2. De casos y controles o retrospectivos: se seleccionan los indivi-
duos en funcién de la enfermedad y controles sanos pareados. Se
comparan sanos- enfermos, sus historias de exposicién para deter-
minar factores de riesgo consistentes.

3. Transversales: evaltian grupos poblacionales para identificar fac-
tores de riesgo (exposicién) y enfermedad, pero no son utiles para es-
tablecer relaciones causales. Determina prevalencia de enfermedad.

Los estudios epidemioldgicos aportan datos orientativos, pero de-
terminar una relacién causal no puede establecerse mediante la utiliza-
cién de uno solo de ellos. La epidemiologfa permite sugerir hipétesis que
deberdn comprobarse.

Existen limitaciones importantes de este tipo de estudios. Si el
estudio es exploratorio generalmente las hipétesis son débiles. Las ex-
posiciones estimadas son generalmente retrospectivas y asociadas a
gran incertidumbre, en especial para aquellas enfermedades de latencia
prolongada, es decir que las manifestaciones clinicas tardan bastan-
te tiempo en aparecer. Normalmente las exposiciones a sustancias no
son unicas, sobre todo cuando el estudio abarca periodos de semanas
o incluso todo el ciclo de vida. La contribucién de los hébitos de los
individuos, como el tabaquismo, la dieta, etc., es dificil de clasificar de
manera precisa. Existe variacién también en la susceptibilidad de los dis-
tintos individuos. Sin embargo, a pesar de las limitaciones, los estudios
epidemiolégicos son de gran utilidad para la identificacién de peligros y
en ocasiones aportan informacién cuantitativa para caracterizar los da-
tos. En los disefios de estudios de este tipo se debe valorar el poder de
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deteccidn, la idoneidad de las respuestas, la verificacién de la evaluacion
de la exposicion, factores de confusion y la posible aplicabilidad general
de los resultados a otras poblaciones en riesgo. El poder de deteccion
se calcula teniendo en cuenta el tamafo del estudio, la variabilidad, los
limites de deteccidén aceptados para las variables en estudio y el nivel de
significacién especificado.

Los recientes avances aportados por el Proyecto del Genoma Hu-
mano, la sofisticacién de biomarcadores moleculares y la mejora en
principios mecanicistas para las hipStesis epidemioldgicas han permi-
tido ampliar los conocimientos de verosimilitud bioldgica y trascen-
dencia clinica. La Epidemiologfa molecular es un nuevo enfoque de los
estudios de seres humanos que se basa en el uso de biomarcadores mole-
culares de exposicion, de efecto y de susceptibilidad para lograr vincular
mis eficazmente los acontecimientos moleculares en la via etioldgica de
la enfermedad en estudio.

Nuevas tecnologias en la valoracion de medicamentos

La Toxicologfa, a pesar de su uso en la exploracién de la mayoria de los
mecanismos moleculares fundamentales de la accidén de un téxico, es una
ciencia aplicada al servicio y las necesidades de la sociedad. Este servicio
se logra mediante distintas formas, que incluyen la proteccién de la salud
humana, la proteccién del medio ambiente, el desarrollo de quimicos
nuevos y seguros para uso clinico y ocupacional y la manufactura segura
de productos de consumo ausentes de efectos téxicos.

Como consecuencia del gran nimero de sustancias quimicas que
deben ser analizadas surge la necesidad del desarrollo de ensayos rapidos
de alto rendimiento (bigh-throughput assays) con los que se pueda eval-
uar muchos quimicos en forma simultdnea. Dado el costo y las limita-
ciones éticas del uso de animales, no es posible la evaluacién de todas
las sustancias mediante ensayos 2% vivo, pudiendo utilizarse, sin duda, el
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estudio de proteinas humanas y lineas celulares. En la actualidad estin
siendo desarrollados sistemas de testeo basados en el estudio cuantitati-
vo de la relacién estructura-actividad (QSAR), usando la ingenierfa de
lineas celulares humanas y las técnicas de gendmica, proteémica, me-
taboldmica, asf como la bioinformaitica.

El éxito del proyecto de secuenciamiento del genoma humano
completo junto al progreso del International HapMap Proyect para la
identificacién de polimorfismos en genes codificantes del genoma hu-
mano de enzimas que metabolizan xenobidticos y otras proteinas ha per-
mitido clasificar poblaciones o individuos con un mayor riesgo a insultos
quimicos en particular. Esta posibilidad ha sido reforzada con bases mo-
leculares gracias a los avances en las nuevas disciplinas como la genémica,
metabolémica y la proteémica.

El futuro inmediato en la evaluacién del riesgo se enfocard en la
dificil, pero necesaria tarea de integrar los datos experimentales, obte-
nidos a distintos niveles, al proceso de evaluacién del riesgo. Un desafio
constante para los toxicélogos comprometidos con la valoracién del
riesgo o amenazas, es el riesgo proveniente de la mezcla de sustancias
quimicas. Tanto humanos como ecosistemas estin expuestos a varios
quimicos a la vez. La l6gica dicta el estudio de riesgo inicial de la to-
xicidad con la evaluacién de cada quimico individual. La solucién a
este problema planteado requerird un trabajo considerable a todos los
niveles, 7 vivo e in vitro, teniendo en cuenta la implicancia de las inte-
racciones quimicas en la expresién de la toxicidad, particularmente en
la toxicidad crénica.

En la actualidad, gracias a los avances en las Ciencias Bioldgicas,
el paradigma de las pruebas de toxicidad ha progresado en la tltima dé-
cada desde las planteadas por el NRC de EE. UU. a partir del informe
del afio 2007. Se propone para la préxima generacién de ciencia de ries-
gos incorporar metodologias de evaluacion de riesgos adecuadas para el
andlisis de nuevos datos toxicoldgicos y de exposicién, que dan como
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resultado pautas de exposicién humana. Se plantea a futuro, la evolu-
cién continua de las pruebas de toxicidad para fortalecer la evaluaciéon
de riesgos reglamentarios.

Toxicogenomica

La Toxicogendmica abarca el estudio de la interaccién entre el genoma y
las respuestas biologicas de los organismos expuestos a sustancias quimicas.
Es el paso inicial en una aproximacién mediante el uso de un siste-
ma toxicoldgico que abarca el estudio a distintos niveles:
1. El perfil de expresién del ADN o gendmica, del mensajero de
dcido ribonucleico (ARNm) o transcriptémica, mediante el estu-
dio de arreglos genéticos (del inglés microarrays).

2. El perfil de la expresion de las proteinas (protedémica), utilizan-
do técnicas de separacién como la electroforesis en dos dimensio-
nes en gel de poliacrilamida y de identificacién como la espectro-
metria de masa.

3. El perfil de metabolitos (metabolémica), identificando y cuan-
tificando los mismos en sangre y orina por espectrometria de masa.

4. El perfil de fenémenos celulares ocasionados por el ambiente
que regulan la expresion de los genes, independientemente del pro-
motor (epigendmica).

Todas estas disciplinas, junto a la Bioinformdtica y a la Toxicologia/
patologfa convencional permiten dilucidar las interacciones entre genes
y ambiente o la identificacién de biomarcadores de toxicidad.

De esta manera, el mayor aporte de la Toxicogendmica es permitir
entender los mecanismos que subyacen a los efectos téxicos y explicar la
relacién entre el ambiente o quimico estresor y la enfermedad humana.

Histéricamente era posible el conocimiento de un gen a la vez, lo
que permiti6 el desarrollo de ratones transgénicos y knock-out. Con el de-
sarrollo de nuevas herramientas gendmicas es posible establecer complejas
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interacciones entre el fenotipo y el ambiente. De todas maneras, también
es importante el andlisis de los eventos no transcripcionales que ocurren
en el proteoma (ej. fosforilacién o glicosilacién de proteinas) y el andlisis
de los productos resultantes, metabolomas y epigenomas (ej. modifica-
cién de histonas, metilacién de la ADN).

La forma mds comun de variacion genética es los llamados polimorfis-
mos de nucledtidos simples o SNPs (single nucleotide polymorphisms), los
cuales se producen por sustitucion de un solo par de bases en el ADN. Has-
ta el momento se han descubierto 2,8 millones, los cuales se encuentran
registrados en una base de datos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).

Estas nuevas metodologfas son una alternativa al uso de gran can-
tidad de animales, si bien el uso de los mismos es un requerimiento por
parte de los organismos de control (FDA, EPA) para la valoracién de sus-
tancias con fines farmacoldgicos. Estas técnicas pueden ser desarrolladas
en tejidos congelados, permiten probar dosis muy altas para evaluar los
efectos téxicos, medias para determinar los efectos farmacolégicos y ba-
jas para determinar dosis sin efectos adversos, y relacionar dichos efectos
con cambios en la expresién génica o proteica, en busca de biomarcado-
res de toxicidad, pudiendo caracterizar los mecanismos de toxicidad a ni-
vel molecular, permitiendo una extrapolacién mds certera al ser humano
e incluso poder identificar poblaciones mds sensibles 0 mds resistentes a
una sustancia (mediante la identificacién de SNPs).

Exposomica

El estudio del exposoma tiene el objetivo de documentar la totalidad de las
exposiciones humanas a lo largo del curso de la vida. Este campo ha avanza-
do répidamente en los dltimos afios, aunque carece atin de aplicacién prac-
tica para la evaluacién de riesgos, en particular para la salud de los ninos.
Los esfuerzos actuales en valorar la exposicién se enfocan predomi-
nantemente en el objetivo de documentar exposiciones humanas totales
a lo largo del tiempo aunque, consecuentemente, el campo atin no ha
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abordado cémo aplicar la informacién del exposoma a la evaluacion de
riesgos y las regulaciones de salud publica.

Recientemente, al explorar el valor del exposoma en la epidemio-
logfa perinatal y reproductiva, se destacé la importancia de evaluar las
exposiciones durante ventanas criticas de susceptibilidad bien definidas
que pueden vincularse con enfermedades de la vida posterior. Durante
estas ventanas, las personas son mds vulnerables a los efectos de las ex-
posiciones quimicas. Por ejemplo, la talidomida causa dafio al embrién
cuando la exposicién ocurre entre los dias 20 y 36 después de la fertiliza-
cién, que coincide con un perfiodo importante de desarrollo embriona-
rio; no se ha encontrado que las exposiciones antes o después de este pe-
riodo causen embriotoxicidad. Por lo tanto, la suma de las exposiciones
durante dichos periodos criticos, en lugar de la suma de las exposiciones
alo largo de todo el ciclo de vida, puede ser un determinante particular-
mente significativo del riesgo de enfermedad.

Numerosas publicaciones ilustran la importancia de mirar mds
alld de un mecanismo de accién estrecho cuando se evalda el riesgo. Por
ejemplo, recientemente se identificaron 10 factores estresantes que re-
presentan diferentes clases y mecanismos quimicos, incluidos el plomo,
los organofosforados y los bifenilos policlorados, que pueden contribuir
al desarrollo de los trastornos del espectro autista. Tradicionalmente, es-
tos productos quimicos no se evaluarfan juntos en una evaluacién de
riesgos. Sin embargo, dado su potencial de estrés acumulativo y su accién
en el sistema nervioso durante perfodos criticos de desarrollo, un andlisis
mds integrador y basado en un mapeo de exposiciones por la evaluacion
de riesgos a través de instantdneas de exposoma a través de etapas de la
vida alo que se le llama LEnS por las siglas en inglés de Lifestage Exposo-
me Snapshots. El concepto LEnS es una aproximacién prictica de la ex-
posicién, que explica las exposiciones totales durante ventanas particula-
res de susceptibilidad en sistemas de érganos diana. Un reciente estudio
propone, que la aplicacién del marco LEnS en la evaluacién y regulacién
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de riesgos optimizar el cuidado de la salud de los nifios, mejorando la
proteccion de los sistemas sensibles de érganos en desarrollo que son
fundamentales para la salud y el bienestar de por vida.

Conclusiones

Como puede apreciarse a lo largo del desarrollo del tema, la evaluacién
del riesgo necesita de la investigacién, y la informacién obtenida a través
de ésta, modifica luego los resultados de la propia evaluacién del riesgo.
Con las bases cientificas se realiza un cdlculo del riesgo que sumado a
factores legales, técnicos, econdmicos, sociales y politicos, permitird a los
gestores del riesgo evaluar las alternativas posibles, elegir las opciones,
implementarlas y controlar el posterior cumplimiento de normas y leyes
que pudieran ponerse en marcha, con el fin dltimo de disminuir el riesgo
planteado. Se puede afirmar entonces, que las decisiones publicas con-
cernientes al uso de sustancias quimicas continuardn siendo de interés
para la ciencia, la politica y la ley.
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