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II

(Actos no legislativos)

REGLAMENTOS

REGLAMENTO (UE) N 900/2014 DE LA COMISION
de 15 de julio de 2014

que modifica, con vistas a su adaptacién al progreso técnico, el Reglamento (CE) n° 440/2008,

por el que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el Reglamento (CE) n° 1907/2006 del

Parlamento Europeo y del Consejo relativo al registro, la evaluacién, la autorizacion y la restriccién
de las sustancias y preparados quimicos (REACH)

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION EUROPEA,
Visto el Tratado de Funcionamiento de la Uni6én Europea,

Visto el Reglamento (CE) n° 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de diciembre de 2006, relativo al
registro, la evaluacion, la autorizacién y la restriccién de las sustancias y preparados quimicos (REACH), por el que se
crea la Agencia Europea de Sustancias y Preparados Quimicos, se modifica la Directiva 1999/45/CE y se derogan el
Reglamento (CEE) n° 793/93 del Consejo y el Reglamento (CE) n° 1488/94 de la Comisién, asi como la Directiva
76/769/CEE del Consejo y las Directivas 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE y 2000/21/CE de la Comisién ('), y, en
particular, su articulo 13, apartado 2,

Considerando lo siguiente:

(1) El Reglamento (CE) n° 440/2008 de la Comisién (%) incluye los métodos de ensayo para la determinacién de las
propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y ecotoxicologicas de las sustancias, que deben aplicarse a efectos del
Reglamento (CE) n° 1907/2006.

(2)  Es necesario actualizar el Reglamento (CE) n° 440/2008 a fin de incluir con cardcter prioritario los métodos de
ensayo nuevos y actualizados adoptados recientemente por la OCDE para tener en cuenta el progreso técnico y
para reducir el niimero de animales utilizados con fines experimentales, de acuerdo con la Directiva 2010/63/UE
del Parlamento Europeo y del Consejo (*). Se ha consultado a los interesados sobre el presente proyecto.

(3)  Esta adaptacién al progreso técnico contiene seis nuevos métodos de ensayo para la determinacion de la toxicidad
y otros efectos sobre la salud, incluido un estudio de neurotoxicidad para el desarrollo, un estudio ampliado de
toxicidad para la reproduccién en una generacién, un ensayo de mutacién génica in vivo con roedores transgé-
nicos, un ensayo in vitro para evaluar los efectos sobre la sintesis de las hormonas esteroideas, asi como
dos métodos in vivo para evaluar los efectos estrogénicos y (anti)androgénicos.

(4)  Procede, por tanto, modificar el Reglamento (CE) n° 440/2008 en consecuencia.

(5)  Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajustan al dictamen del Comité creado en virtud del articu-
lo 133 del Reglamento (CE) n° 1907/2006.

() DOL 396 de 30.12.2006, p. 1.

(*) Reglamento (CE) n° 440/2008 de la Comision, de 30 de mayo de 2008, por el que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el
Reglamento (CE) n° 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo relativo al registro, la evaluacion, la autorizacion y la restriccion
de las sustancias y preparados quimicos (REACH) (DO L 142 de 31.5.2008, p. 1).

(*) Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la proteccion de los animales utili-
zados para fines cientificos (DO L 276 de 20.10.2010, p. 33).
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HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO:

Articulo 1

El anexo del Reglamento (CE) n° 440/2008 queda modificado de acuerdo con el anexo del presente Reglamento.

Articulo 2

El presente Reglamento entrard en vigor el tercer dia siguiente al de su publicacién en el Diario Oficial de la Unidn
Europea.

El presente Reglamento serd obligatorio en todos sus elementos y directamente aplicable en
cada Estado miembro.

Hecho en Bruselas, el 15 de julio de 2014.

Por la Comisién
El Presidente
José Manuel BARROSO



21.8.2014 Diario Oficial de la Unién Europea L 247/3

ANEXO
El anexo del Reglamento (CE) n° 440/2008 queda modificado como sigue:

Se introducen los capitulos B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 y B.58:

«B.53. ESTUDIO DE NEUROTOXICIDAD PARA EL DESARROLLO

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 426 (2007). En Copen-
hague, en junio de 1995, un grupo de trabajo de la OCDE sobre toxicidad para la reproduccién y el desarrollo
debatié la necesidad de actualizar las vigentes directrices de ensayo de la OCDE sobre la toxicidad para la repro-
duccién y el desarrollo, asi como de elaborar nuevas directrices sobre pardmetros atin no incluidos (1). El grupo
de trabajo recomendd que se escribieran unas directrices de ensayo sobre la neurotoxicidad para el desarrollo,
sobre la base de unas directrices de la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente estadounidense (EPA), que
después han sido revisadas (2). En junio de 1996 se celebré en Copenhague una segunda reunién de consulta para
facilitar a la Secretarfa orientaciones para el esbozo de unas nuevas directrices de ensayo sobre la neurotoxicidad
para el desarrollo, incluidos los principales elementos como, por ejemplo, los datos sobre la eleccién de la especie
animal, el periodo de administracion, el periodo de las pruebas, los pardmetros que deben evaluarse, y los criterios
para la evaluacién de los resultados. En 1998 se publicaron unas directrices de evaluacién del riesgo de neurotoxi-
cidad de EE. UU. (3). En octubre de 2000 se celebraron consecutivamente una reunién de consulta de expertos de
la OCDE y un taller del Instituto de Ciencias del Riesgo del ILSI, y en 2005 tuvo lugar en Tokio una reuni6én de
consulta de expertos. Estas reuniones se celebraron para debatir las cuestiones cientificas y técnicas relacionadas
con las vigentes directrices de ensayo, y en ellas se elaboraron recomendaciones (4)(5)(6)(7) que se tuvieron en
cuenta para desarrollar el presente método de ensayo. En los documentos de orientaciéon de la OCDE ne 43 sobre
“Reproductive Toxicity Testing and Assessment” (Ensayo y evaluacién de la toxicidad para la reproduccién) (8)
y n° 20 sobre “Neurotoxicity Testing” (Ensayo de la neurotoxicidad) (9) se encuentra informacién adicional sobre
la realizacion, interpretacién y terminologia correspondientes al presente método de ensayo.

CONSIDERACIONES INICIALES

2. Se sabe que una serie de sustancias produce efectos neurotdxicos en el desarrollo de los seres humanos y de otras
especies (10)(11)(12)(13). Con el fin de valorar y evaluar las caracteristicas t6xicas de una sustancia puede ser ne-
cesario determinar su posible neurotoxicidad para el desarrollo. Se han disefiado estudios de neurotoxicidad para
el desarrollo con el fin de ofrecer datos, incluida la caracterizacion de la relacion dosis-respuesta, en relacién con
los posibles efectos funcionales y morfoldgicos sobre el sistema nervioso en desarrollo de la descendencia que
puedan derivarse de la exposicion durante la gestacion y durante las primeras fases de la vida.

3. El estudio de la neurotoxicidad para el desarrollo puede llevarse a cabo como estudio aparte, incorporarse en un
estudio de la toxicidad para la reproduccion o de la neurotoxicidad para los adultos [por ejemplo, métodos de
ensayo B.34 (14), B.35 (15), B.43 (16)], o afiadirse a un estudio de toxicidad para el desarrollo prenatal [por
ejemplo, método de ensayo B.31 (17)]. Cuando el estudio de neurotoxicidad para el desarrollo estd incorporado o
afladido a otro estudio, es imperativo preservar la integridad de los dos tipos de estudios. Todos los ensayos deben
cumplir la legislacion aplicable o las directrices gubernamentales o institucionales para el uso de animales de labo-
ratorio en la investigacion (por ejemplo, 18).

4. Antes de efectuar el estudio, el laboratorio de ensayo debe considerar toda la informacién disponible sobre la
sustancia problema. Tal informaci6én ha de incluir la identidad y la estructura de la sustancia, sus propiedades fisi-
coquimicas, los resultados de otros eventuales ensayos de toxicidad in vitro o in vivo efectuados con ella, los datos
toxicoldgicos disponibles sobre sustancias relacionadas estructuralmente, y el uso o usos previstos de la sustancia.
Esta informacion es necesaria para que todos los interesados puedan estar seguros de que el ensayo es pertinente
para la proteccién de la salud humana, y ayudard a la seleccion de una dosis inicial adecuada.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

5. La sustancia problema se administra a los animales durante la gestacién y lactancia. Se someten a ensayo animales
madres para evaluar los efectos en las hembras gestantes y lactantes y también para obtener informacién compa-
rativa (madres/descendientes). Se seleccionan aleatoriamente descendientes dentro de las camadas para realizar la
evaluaciéon de la neurotoxicidad. Esta evaluacién consiste en realizar observaciones para detectar anomalias
conductuales y neurol6gicas macroscépicas, incluida la evaluacién del desarrollo fisico, la ontogenia del compor-
tamiento, la actividad motriz, las funciones motrices y sensitivas, y el aprendizaje y la memoria, asi como la
evaluacion del peso del encéfalo y de la neuropatologia durante el periodo de desarrollo postnatal y la edad
adulta.
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10.

Cuando el método de ensayo se lleva a cabo como estudio aparte, pueden utilizarse animales disponibles adicio-
nales de cada grupo para aplicarles procedimientos especificos neuroconductuales, neuropatoldgicos, neuroqui-
micos o electrofisioldgicos, con el fin de completar los datos obtenidos a partir de los exdmenes recomendados
por este método de ensayo (16)(19)(20)(21). Los procedimientos complementarios pueden ser especialmente ttiles
cuando la observacién empirica, los efectos previstos o el mecanismo o modo de accién indiquen un tipo deter-
minado de neurotoxicidad. Estos procedimientos complementarios pueden utilizarse con las madres y también
con las crias. Ademds, pueden utilizarse también procedimientos ex vivo o in vitro, en la medida en que dichos
procedimientos no alteren la integridad de los procedimientos in vivo.

PREPARACION DEL ENSAYO

Seleccion de la especie animal

La especie de ensayo preferida es la rata, pero pueden utilizarse otras especies cuando sea pertinente. Téngase en
cuenta, no obstante, que los dias de gestacion y postnatales especificados en este método de ensayo son especi-
ficos de las cepas de ratas utilizadas habitualmente, y deben seleccionarse dias comparables si se utiliza una
especie diferente o una cepa poco usual. La utilizacién de otra especie debe justificarse con datos toxicoldgicos,
farmacocinéticos o de otro tipo. La justificacién debe incluir la disponibilidad de evaluaciones neuroconductuales
y neuropatoldgicas postnatales propias de la especie. Si existe un ensayo anterior que haya suscitado inquietud,
debe considerarse utilizar la especie o cepa que haya suscitado tal inquietud. Debido a las diferencias de comporta-
miento que presentan las diferentes cepas de rata, debe demostrarse que la cepa seleccionada para su uso presenta
una fecundidad y una capacidad de respuesta adecuadas. Deben estar documentadas la fiabilidad y la sensibilidad
de otras especies para detectar la neurotoxicidad para el desarrollo.

Condiciones de alojamiento y alimentacién

El local de los animales de experimentacién ha de estar a una temperatura de 22 + 3 °C. Aunque la humedad rela-
tiva ha de ser, como minimo, del 30 % y preferentemente sin superar el 70 %, salvo durante la limpieza del local,
lo ideal es que esté comprendida entre el 50 y el 60 %. La iluminacién serd artificial, con 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad. También es posible invertir el ciclo de luz antes del apareamiento y en toda la duracién
del estudio, a fin de efectuar las evaluaciones de los pardmetros funcionales y de comportamiento durante el
periodo de oscuridad (con luz roja), es decir, durante el tiempo en que los animales estin normalmente
activos (22). Los eventuales cambios en el ciclo de luz-oscuridad deben incluir un tiempo adecuado de aclima-
tacién para que los animales puedan adaptarse al nuevo ciclo. Puede proporcionarse una dieta alimentaria
corriente para animales de laboratorio y agua a voluntad. Los tipos de alimentos y de agua deben notificarse y
ambos elementos deben analizarse para la deteccién de eventuales contaminantes.

Los animales pueden enjaularse por separado o en pequefios grupos del mismo sexo. El apareamiento debe
llevarse a cabo en jaulas adecuadas al efecto. Una vez comprobado el apareamiento o como tarde el dia 15 de la
gestacion, los animales que se hayan apareado deben colocarse por separado en jaulas preparadas para el parto y
la maternidad. Las jaulas se colocan de manera que los posibles efectos debidos a la puesta de los animales en las
mismas sean minimos. Cuando se acerque la fecha del parto, a las hembras apareadas se les proporcionard mate-
rial adecuado y determinado de nidificacién. Se sabe que el estrés o la manipulacion indebida durante la gestacion
pueden ocasionar resultados adversos, como muerte fetal y alteraciones del desarrollo fetal y postnatal. Para
prevenir las muertes fetales debidas a factores ajenos al tratamiento, los animales deben tratarse con precaucion
durante la gestacion, y debe evitarse el estrés debido a factores externos como el ruido excesivo.

Preparacién de los animales

Deben emplearse animales sanos, que estén aclimatados a las condiciones del laboratorio y que no se hayan some-
tido a experimentos previos, a menos que el estudio esté incorporado a otro estudio (véase el punto 3). Deben
caracterizarse los animales de experimentacién en cuanto a su especie, cepa, procedencia, sexo, peso y edad.
A cada animal se le debe asignar un nimero de identificacién tinico, con el que estard marcado. Los animales de
todos los grupos de ensayo han de ser tan homogéneos como resulte posible en cuanto a su peso y edad, y deben
estar en el intervalo normal de la especie y cepa en estudio. Deben emplearse hembras adultas jovenes y nuliparas
para cada dosis. Los hermanos no deben aparearse, y debe prestarse atencién para garantizar este extremo. El dia
de gestacion (DG) O es el dia en el que se observa la presencia de un tapén vaginal o de semen. Debe dejarse un
tiempo adecuado de aclimataciéon (por ejemplo, de 2 o 3 dias), al comprar a un proveedor animales con un
tiempo conocido de gestacion. Las hembras apareadas se deben repartir sin sesgos entre los grupos tratados y los
de control, y en la medida de lo posible deben distribuirse de manera equilibrada entre los grupos (por ejemplo,
se recomienda un procedimiento aleatorio estratificado para conseguir una distribucién equilibrada entre todos
los grupos, tal como el basado en el peso corporal). Las hembras inseminadas por un mismo macho deben repar-
tirse de forma igualitaria entre los grupos.
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PROCEDIMIENTO

Niimero y sexo de los animales

11.  Cada grupo tratado y de control debe incluir un nimero suficiente de hembras grdvidas que se expondrin a la
sustancia problema a fin de conseguir un nimero adecuado de descendientes para la evaluacién de la neurotoxi-
cidad. Se recomienda un total de 20 camadas para cada nivel de dosis. Se permiten disefios de la administracién
en grupos duplicados y en grupos escalonados siempre que se consiga el nimero total de camadas por grupo y se
utilicen modelos estadisticos adecuados para tener en cuenta las duplicaciones.

12.  En el dia postnatal (DPN) 4 (el DPN 0 es el del parto) o antes del mismo, se debe ajustar el tamafio de cada
camada mediante la eliminacién de las crias sobrantes por seleccién aleatoria para obtener un tamafio uniforme
de todas las camadas (23). El tamario de la camada no debe superar el tamafio medio de las camadas de la cepa
de roedores utilizados (8-12). Las camadas deben tener, en la medida de lo posible, un niimero igual de crias
machos y hembras. No es apropiada la eliminacion selectiva de las crias, por ejemplo en funcién del peso
corporal. Tras la normalizacién de las camadas (sacrificio de las crias sobrantes) y antes de realizar las pruebas de
los pardmetros funcionales, las crias concretas que se asignen a los ensayos anteriores o posteriores al destete
deben identificarse de manera inequivoca, utilizando cualquier método no cruel adecuado a tal fin (por
ejemplo, 24).

Asignacién de los animales a los ensayos funcionales y de comportamiento, pesajes del encéfalo y evalua-
ciones neuropatoldgicas

13.  El método de ensayo permite diferentes enfoques con respecto a la asignacion de animales expuestos en el Gtero y
a través de la lactancia a ensayos funcionales y de comportamiento, determinacién de la maduracién sexual, pesaje
del encéfalo, y evaluaciéon neuropatoldgica (25). Se pueden afiadir otros ensayos de la funcién neuroconductual
(por ejemplo, el comportamiento social), de neuroquimica o de neuropatologia segiin cada caso, siempre que no
se vea comprometida la integridad de los ensayos originales requeridos.

14.  Se seleccionan las crias de cada grupo de dosis y se asignan para la evaluaciéon de los pardmetros el DPN 4 o
después. Deben seleccionarse las crias de tal modo que, en la medida de lo posible, estén representados igualmente
en todas las pruebas los dos sexos de cada camada en cada grupo de dosis. Para el ensayo de la actividad motriz,
debe someterse a ensayo el mismo par de crias machos y hembras a todas las edades antes del destete (véase el
punto 35). Para todos los demds ensayos, es posible asignar a las diferentes pruebas de comportamiento el mismo
par de animales machos y hembras u otros distintos. Puede ser necesario asignar crias diferentes a los ensayos de
la funcién cognitiva de animales destetados frente a los de animales adultos con el fin de evitar la confusién entre
los efectos de la edad y los del entrenamiento previo sobre estas mediciones (26)(27). En el momento del destete
(DPN 21), las crias que no se hayan seleccionado para algiin ensayo pueden desecharse de forma compasiva. Todas
las eventuales alteraciones de las asignaciones de las crias deben recogerse en el informe. La unidad estadistica de
medida debe ser la camada (o la madre) y no la cria.

15.  Existen diversas maneras de asignar las crias a los exdmenes anteriores y posteriores al destete, ensayos cognitivos,
exdmenes patoldgicos, etc. (véase la figura 1 en cuanto al disefio general y el apéndice 1 en cuanto a ejemplos de
asignacion). Los niimeros minimos recomendados de animales en cada grupo tratado para los exdmenes ante-
riores y posteriores al destete son los siguientes:

Observaciones clinicas y de peso corporal Todos los animales
Observaciones clinicas detalladas 20/sexo (1/sexo/camada)
Peso del encéfalo (tras la fijacién) DPN 11-22 10/sexo (1/camada)
Peso del encéfalo (sin fijar) ~ DPN 70 10/sexo (1/camada)
Neuropatologia (fijacién por inmersién o perfusion) DPN 11-22 10/sexo (1/camada)
Neuropatologia (fijacién por perfusién) ~ DPN 70 10/sexo (1/camada)
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Maduracion sexual 20/sexo (1/sexo/camada)
Otros pardmetros del desarrollo (optativos) Todos los animales
Ontogenia del comportamiento 20/sexo (1/sexo/camada)
Actividad motriz 20/sexo (1/sexo/camada)
Funciones motrices y sensitivas 20/sexo (1/sexo/camada)
Aprendizaje y memoria 10/sexo (%) (1/camada)

(") Dependiendo de la sensibilidad de los ensayos de la funcidn cognitiva, debe considerarse a veces la investigacién de un
ntimero mucho mds elevado de animales, por ejemplo, hasta 1 macho y 1 hembra por camada (sobre las asignaciones de
animales, véase el apéndice 1) [se encuentra mds informacién sobre el tamafio de la muestra en el documento de orientacién
de la OCDE 43 (8)).

Posologia

16.  Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un grupo de control en paralelo. Las dosis han de ser espaciadas para
obtener una gradacién de efectos toxicos. Salvo cuando esté limitada por la naturaleza fisicoquimica o las propie-
dades bioldgicas de la sustancia, la dosis mds elevada debe elegirse de forma que induzca cierta toxicidad para la
madre (por ejemplo, signos clinicos, descenso del aumento de peso corporal (en no mds del 10 %), o pruebas de
toxicidad limitante de la dosis en un érgano diana). La dosis mds alta puede limitarse a 1 000 mg/kg/dia de peso
corporal, con algunas excepciones; por ejemplo, la exposicién humana prevista puede indicar la necesidad de
utilizar una dosis superior. Otra posibilidad consiste en realizar estudios piloto o estudios preliminares para deter-
minar el intervalo de concentraciones, a fin de establecer la dosis mdxima utilizable que debe producir un grado
minimo de toxicidad para la madre. Si se ha comprobado que la sustancia problema es tdxica para el desarrollo,
ya sea en un estudio normal de toxicidad para el desarrollo o en un estudio piloto, la dosis mds alta debe ser la
dosis mdxima que no induce toxicidad excesiva para los descendientes ni muerte fetal o neonatal ni malforma-
ciones, lo que serfa suficiente para no permitir una evaluacién significativa de la neurotoxicidad. La dosis mds baja
debe aspirar a no provocar ningin signo de toxicidad para la madre ni para el desarrollo, incluida la neurotoxi-
cidad. Debe seleccionarse una secuencia decreciente de dosis con vistas a demostrar la eventual relacién dosis-
respuesta y la existencia de un nivel sin efectos adversos observados (NOAEL), o dosis cerca del limite de deteccién
que permitan la determinacion de una dosis de referencia. Los intervalos del doble al cuddruple suelen ser
Optimos para establecer las dosis decrecientes y a menudo es preferible afiadir un cuarto grupo de ensayo en lugar
de utilizar intervalos muy amplios (por ejemplo, con un factor superior a 10) entre dosis.

17.  Las dosis deben establecerse tomando en consideracién todos los datos disponibles sobre la toxicidad y la infor-
macioén complementaria relativa al metabolismo y la toxicocinética de la sustancia problema o productos afines.
Dicha informacién puede ayudar asimismo a justificar la pertinencia de la posologia. Debe considerarse la admi-
nistracion directa de dosis a las crias en funcién de la informacién sobre la exposicion y la farmacocinética
(28)(29). Antes de realizar estudios de administracién directa de dosis deben considerarse cuidadosamente sus
ventajas e inconvenientes (30).

18.  El grupo de control en paralelo debe ser un grupo de control que no recibe tratamiento, o un grupo de control
del vehiculo si se utiliza este para administrar la sustancia problema. En principio, todos los animales deben
recibir el mismo volumen de sustancia problema o de vehiculo por unidad de peso corporal. Si se utiliza un ve-
hiculo u otro aditivo para facilitar la administracién, debe atenderse a las siguientes caracteristicas: efectos sobre la
absorcién, distribucion, metabolismo o retencién de la sustancia problema; efectos sobre las propiedades quimicas
de la sustancia problema que puedan modificar sus caracteristicas de toxicidad; y efectos sobre el consumo de
alimentos y agua o sobre el estado nutricional de los animales. El vehiculo no debe provocar efectos que puedan
interferir con la interpretacién del estudio y tampoco debe ser téxico neuroconductual ni afectar a la reproduccion
o al desarrollo. En caso de nuevos vehiculos, debe incluirse un grupo de control que no reciba tratamiento,
ademds de un grupo de control del vehiculo. Los animales del grupo o grupos de control deben tratarse de la
misma manera que los de los grupos de ensayo.
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Administracién de las dosis

19. La sustancia problema o el vehiculo deben administrarse por la via mds pertinente para la posible exposicién
humana, y sobre la base de la informacién disponible relativa al metabolismo y distribucién en los animales de
ensayo. La via de administracién serd generalmente oral (por ejemplo, via oral forzada, con la alimentacion, con el
agua de bebida), pero pueden utilizarse otras vias (por ejemplo, cutdnea, por inhalacién), en funcién de las carac-
teristicas y de las vias de exposicion humana previstas o conocidas (se dan mds orientaciones en el documento de
orientacién 43 (8). Debe facilitarse una justificaciéon de la via de administracién elegida. La sustancia problema
debe administrarse todos los dias a la misma hora mds o menos.

20. La dosis administrada a cada animal debe basarse normalmente en la dltima determinacién del peso corporal. No
obstante, hay que ser prudente al adaptar la dosis en el dltimo tercio de la gestacién. Si se observa una toxicidad
excesiva en las madres tratadas, estas deberdn sacrificarse por métodos compasivos.

21.  La sustancia problema o el vehiculo deben administrarse como minimo una vez al dia a las hembras apareadas
desde el momento de la implantaciéon (DG 6) hasta el final de la lactancia (DPN 21), de forma que las crias estén
expuestas a la sustancia durante su desarrollo neuroldgico, tanto pre como postnatal. La edad a la que se inicia la
administracién, asi como la duracién y la frecuencia de esta, podrdn ajustarse en caso de que haya pruebas que
apoyen otro disefio experimental mds pertinente para la exposicion humana. La duracién de la administracién
debe ajustarse en caso de que se utilicen otras especies, para garantizar la exposicién durante todas las fases
tempranas del desarrollo del encéfalo (es decir, las equivalentes al crecimiento del encéfalo humano en los
periodos prenatal y postnatal temprano). La administracién puede comenzar desde el inicio de la gestacion
(DG 0), aunque debe prestarse atencion al potencial de la sustancia problema para causar la muerte del embri6n
antes de la implantacién. Si la administracién comenzara el DG 6 se evitarfa este riesgo, pero no se tratarfan las
fases de desarrollo entre los DG 0 y 6. Cuando un laboratorio compra animales ya apareados, es imposible
comenzar la administracion el DG 0, por lo que el DG 6 serfa una buena opcién para empezarla. El laboratorio
de ensayo debe fijar la posologia segin la informacién pertinente disponible sobre los efectos de la sustancia
problema, la experiencia previa y las consideraciones logisticas; puede incluirse la continuacién de la administra-
cién pasado el destete. No debe administrarse la sustancia problema el dia del parto a los animales que no hayan
terminado de parir completamente. En general, se acepta que la exposicién de las crias tiene lugar a través de la
leche materna; sin embargo, debe considerarse la administracion directa de la sustancia a las crias en los casos en
que falten pruebas de la continuidad de la exposicién de la descendencia. Pueden obtenerse estas pruebas de que
la exposicion continda a partir de, por ejemplo, la informacién farmacocinética, la toxicidad para la descendencia
o cambios en biomarcadores (28).

OBSERVACIONES

Observaciones sobre las madres

22.  Todas las madres deben observarse cuidadosamente al menos una vez al dia para comprobar su estado de salud,
incluida la morbimortalidad.

23.  Durante los periodos de tratamiento y de observacion, deben realizarse periédicamente (al menos dos veces
durante el periodo de administracién en la gestacién y dos veces durante el periodo de administracion en la
lactancia) observaciones clinicas mds detalladas, utilizando al menos diez madres por nivel de dosis. Los animales
seran observados, fuera de su jaula de alojamiento, por técnicos especializados que no estén advertidos del trata-
miento de los animales, utilizando procedimientos normalizados para minimizar el estrés de los animales y los
sesgos de los observadores, y maximizar la fiabilidad entre los observadores. Cuando sea posible, se recomienda
que todas las observaciones de un determinado estudio sean hechas por el mismo técnico.

24. Lla presencia de signos observados debe consignarse. Siempre que sea factible, se registrard también la magnitud
de los signos observados. Las observaciones clinicas deben incluir, entre otras cosas, los cambios de la piel, pelo,
ojos, mucosas, la presencia de secreciones y la actividad neurovegetativa (por ejemplo, lagrimeo, piloereccion,
tamafio de la pupila, pauta inusual de respiracién yfo respiracién por la boca, y cualquier signo anémalo de
miccion o defecacion).

25.  También habrd de anotarse cualquier respuesta no habitual en lo que se refiere a la posicién del cuerpo, el nivel
de actividad (por ejemplo, aumento o disminucién de la exploracién de la zona normal) y la coordinacién de los
movimientos. Deben registrarse también los cambios observados en la marcha (por ejemplo, contoneo o ataxia),
postura (por ejemplo, espalda encorvada) y respuesta a la manipulacién, a la colocacién o a otros estimulos
ambientales, as{ como la presencia de movimientos cl6nicos o ténicos, convulsiones, temblores, estereotipias (por
ejemplo, realizacién excesiva de movimientos de limpieza, movimientos anémalos de la cabeza, recorridos repeti-
tivos en circulo) o comportamientos andémalos (por ejemplo, lamido excesivo o mordiscos, automutilacion,
marcha hacia atrds, vocalizacién) o de agresion.
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26.  Los signos de toxicidad han de anotarse, incluidos el dfa de inicio, la hora del dia, el grado y la duracién.

27.  Los animales deben pesarse en el momento en que se les administra la sustancia, al menos una vez por semana a
lo largo de todo el estudio, el dia del parto o cerca de este, y el dia DPN 21 (destete). En los ensayos en que se
emplee la via oral forzada, las madres deben pesarse como minimo dos veces por semana. Las dosis deben adap-
tarse en el momento de cada determinacién del peso corporal, segiin proceda. El consumo de alimentos debe
medirse al menos una vez por semana durante la gestacion y lactancia. Debe medirse el consumo de agua al
menos semanalmente, si la exposicion es a través del suministro de agua.

Observaciones sobre los descendientes

28. Todos los descendientes deben observarse cuidadosamente al menos una vez al dia para detectar los signos de
toxicidad y la morbimortalidad.

29.  Durante los periodos de tratamiento y de observacion, deben llevarse a cabo observaciones clinicas mds detalladas
de los descendientes. Los descendientes (al menos una cria/sexo/camada) serdn observados por técnicos especiali-
zados que no estén advertidos del tratamiento de los animales, utilizando procedimientos normalizados para
minimizar los sesgos y maximizar la fiabilidad entre los observadores. Cuando sea posible, se recomienda que las
observaciones sean hechas por el mismo técnico. Como minimo, deben supervisarse los pardmetros descritos en
los puntos 24 y 25 en la medida adecuada para la fase de desarrollo que se esté observando.

30. Han de anotarse todos los signos de toxicidad observados en los descendientes, incluidos el dia de inicio, la hora
del dia, el grado y la duracion.

Pardmetros fisicos y del desarrollo

31.  Los cambios en los pardmetros del desarrollo previos al destete (por ejemplo, despliegue de las orejas, apertura de
los ojos, erupcién de los incisivos) estdn muy correlacionados con el peso corporal (30)(31). El peso corporal
puede ser el mejor indicador del desarrollo fisico. La medicion de pardmetros del desarrollo se recomienda, por lo
tanto, solo en el caso de que haya pruebas de que estos pardmetros van a aportar informacion adicional. El calen-
dario para la evaluacién de estos pardmetros se indica en el cuadro 1. En funcion de los efectos previstos y de los
resultados de las mediciones iniciales, puede ser recomendable afiadir puntos de medicién adicionales o realizar
las mediciones en otras fases del desarrollo.

32.  Es recomendable utilizar la edad post-coital en lugar de la edad postnatal al evaluar el desarrollo fisico (33). Si se
someten a ensayo las crias el dia del destete, se recomienda hacerlo antes del destete en si, para evitar un efecto de
confusién debido al estrés asociado con el destete. Ademds, debe evitarse realizar cualquier ensayo con las crias
durante los dos dias siguientes al destete.

Cuadro 1

Calendario de la evaluacion de los parimetros fisicos y del desarrollo, y de los parimetros funcionales/de
comportamiento (%).

Periodos de edad Antes de 1 .,
Pardmetros eriodos de eda Antes del destete (?) mz dexfreze (‘3 Adultos jévenes (°)
Pardmetros fisicos y del desarrollo
Peso corporal y observaciones clinicas Semanalmente () Al menos cada | Al menos cada dos
dos semanas semanas
Peso del encéfalo DPN 22 (9 En el momento del
sacrifico
Neuropatologia DPN 22 (9) En el momento del
sacrifico
Maduracién sexual — Cuando corres- —
ponda
Otros pardmetros del desarrollo (¢) Cuando corres- — —
ponda
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. Periodos de edad Antes del destete (?) Antes de la Adultos jévenes (°)
Parametros madurez (%)
Pardmetros funcionales y de comportamiento
Ontogenia del comportamiento Al menos dos

mediciones

Actividad motriz (incluida la habituacion) 1-3 veces () — Una vez
Funciones motrices y sensitivas — Una vez Una vez
Aprendizaje y memoria — Una vez Una vez

(") Este cuadro presenta el niimero minimo de veces que se deben efectuar las mediciones. En funcién de los efectos previstos y
de los resultados de las mediciones iniciales, puede ser recomendable afiadir puntos de medicion adicionales (por ejemplo,
animales viejos) o realizar las mediciones en otras fases del desarrollo.

(?) Se recomienda que las crias no se sometan a ensayo durante los dos dias siguientes al destete (véase el punto 32). Las edades
recomendadas para los ensayos con animales inmaduros son las siguientes: aprendizaje y memoria = DPN 25 £ 2; funciones
motrices y sensitivas = DPN 25 + 2. La edad recomendada para los ensayos con adultos jévenes es DPN 60-70.

(9 Los pesos corporales deben medirse al menos dos veces por semana cuando se administra la sustancia directamente a las
crias, con el fin de ajustar las dosis en un periodo de rdpido aumento del peso corporal.

(9 El peso del encéfalo y la neuropatologia pueden evaluarse en algiin momento anterior (por ejemplo, DPN 11), cuando sea
oportuno (véase el punto 39).

() Deben registrarse cuando corresponda otros pardmetros del desarrollo, ademds del peso corporal (por ejemplo, apertura de
los ojos) (véase el punto 31).

() Véase el punto 35.

33.  Debe procederse al recuento de las crias vivas y a su asignacién de sexo, por ejemplo por inspeccién visual o
medicién de la distancia anogenital (34)(35), y debe pesarse individualmente cada cria de una camada, al nacer o
poco después, al menos una vez por semana a lo largo del periodo de lactancia, y posteriormente al menos una
vez cada dos semanas. Al evaluar la madurez sexual, debe determinarse, al menos en un macho y una hembra
por camada, la edad y el peso corporal del animal cuando se observe la permeabilidad vaginal (36) o la separacion
del prepucio (37).

Ontogenia del comportamiento

34. La ontogenia de determinados comportamientos debe medirse al menos en una cria/sexofcamada durante el
periodo de edad apropiado, utilizdndose las mismas crias en todos los dias de ensayo en relaciéon con todos los
comportamientos evaluados. Los dias de medicion debe estar espaciados uniformemente a lo largo de dicho
periodo para determinar si el cambio en la ontogenia del comportamiento es normal o si estd relacionado con el
tratamiento (38). A continuacién se indican ejemplos de comportamientos cuya ontogenia puede evaluarse: reflejo
de enderezamiento, geotaxia negativa y actividad motriz (38)(39)(40).

Actividad motriz

35.  La actividad motriz debe supervisarse (41)(42)(43)(44)(45) durante el perfodo de edad anterior al destete y en la
edad adulta. Sobre los ensayos en el momento del destete, véase el punto 32. La sesion de ensayo debe ser lo sufi-
cientemente larga para demostrar la habituacién dentro de la sesion de los controles no tratados. Se recomienda
encarecidamente utilizar la actividad motriz para evaluar la ontogenia del comportamiento. Si se utiliza como
ensayo de la ontogenia del comportamiento, deben utilizarse los mismos animales en todas las sesiones de ensayo
previas al destete. Las observaciones deben hacerse con la frecuencia suficiente para evaluar la ontogenia de la
habituacion dentro de cada sesion (44). De esta manera, puede ser necesario recurrir a tres 0 mds momentos de
observacién hasta el dia del destete, este incluido (por ejemplo, DPN 13, 17, 21). También deben examinarse los
mismos animales, o los compafieros de camada, en la edad adulta, casi al final del estudio (por ejemplo,
DPN 60-70). Podran realizarse ensayos en dias adicionales en caso necesario. La actividad motriz debe supervi-
sarse con un aparato de registro automaético de la actividad, que debe ser capaz de detectar tanto los aumentos
como los descensos de esta (es decir, la actividad de referencia medida por el dispositivo no debe ser tan baja
que no se puedan detectar los eventuales descensos, ni tan elevada que no se puedan detectar los eventuales
aumentos de la actividad). Cada dispositivo debe comprobarse mediante procedimientos estdndar para garantizar,
en la medida de lo posible, la fiabilidad del funcionamiento con diferentes dispositivos y en diferentes dias.
En la medida de lo posible, los grupos tratados deben repartirse de forma equilibrada entre los distintos disposi-
tivos. Cada animal debe ser objeto de ensayo por separado. Los grupos tratados deben equilibrarse en cuanto
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a los momentos del ensayo a fin de evitar confusiones debidas a los ritmos circadianos de actividad. Debe procu-
rarse que las variaciones en las condiciones de ensayo sean minimas y no estén relacionadas sistemdticamente con
el tratamiento. Entre las variables que pueden afectar a muchas mediciones del comportamiento, incluida la acti-
vidad motriz, estdn el nivel sonoro, el tamafio y la forma de las jaulas de ensayo, la temperatura, la humedad rela-
tiva, las condiciones de iluminacion, los olores, el uso de las jaulas de alojamiento o de jaulas de ensayo distintas
y las distracciones del entorno.

Funciones motrices y sensitivas

36. Las funciones motrices y sensitivas deben estudiarse detalladamente al menos una vez en el periodo previo a la
madurez y una vez a lo largo del periodo de adultos jévenes (por ejemplo, DPN 60-70). Sobre los ensayos en el
momento del destete, véase el punto 32. Debe realizarse un nimero suficiente de ensayos a fin de garantizar un
muestreo cuantitativo adecuado de modalidades sensitivas (por ejemplo, somatosensitiva, vestibular) y de
funciones motrices (por ejemplo, fuerza, coordinacién). Pueden citarse como ejemplos de ensayos de las funciones
motrices y sensitivas los siguientes: reflejo de empuje extensor (46), reflejo de enderezamiento (47)(48), habitua-
cién al sobresalto actstico (40)(49)(50)(51)(52)(53)(54), y potenciales provocados (55).

Ensayos de aprendizaje y memoria

37.  Debe realizarse un ensayo de aprendizaje asociativo y memoria tras el destete (por ejemplo, 25 + 2 dias) y en el
periodo de adultos jovenes (DPN 60 y después). Sobre los ensayos en el momento del destete, véase el punto 32.
En estas dos fases de desarrollo, pueden utilizarse los mismos ensayos u otros distintos. Se permite cierta flexibi-
lidad en la eleccién de los ensayos de aprendizaje y memoria con ratas destetadas y adultas. Sin embargo, los
ensayos deben concebirse de forma que cumplan dos criterios. En primer lugar, el aprendizaje debe evaluarse bien
como un cambio en varias pruebas o sesiones de aprendizaje repetidas, o bien, en caso de ensayos que supongan
una dnica prueba, con referencia a una condicién de control de los efectos no asociativos de la experiencia de
formacion. En segundo lugar, los ensayos deben incluir alguna medida de la memoria (a corto o a largo plazo)
ademds del aprendizaje original (adquisicion), pero esta medida de la memoria no puede notificarse si se carece de
una medida de la adquisicion obtenida en el mismo ensayo. Si los ensayos de aprendizaje y memoria ponen de
manifiesto la existencia de un efecto de la sustancia problema, puede considerarse la realizacién de ensayos adicio-
nales para descartar las interpretaciones alternativas basadas en alteraciones de las capacidades sensitivas, motiva-
cionales o motrices. Ademds de los dos criterios anteriores, se recomienda que el ensayo de aprendizaje y
memoria se elija sobre la base de su sensibilidad probada para la clase de la sustancia problema, si se dispone de
dicha informacién en la bibliografia. A falta de tal informacién, los siguientes son ejemplos de ensayos que
podrian hacerse para cumplir los criterios citados: evitacion pasiva (43)(56)(57), ajuste retrasado para la posicién
de las ratas adultas (58) y de las ratas lactantes (59), condicionamiento olfativo (43)(60), laberinto de agua de
Morris (61)(62)(63), laberinto de Biel o Cincinnati (64)(65), laberinto de brazos radiales (66), laberinto en T (43),
y adquisicién y retenciéon de comportamientos programados (26)(67)(68). En la bibliografia se encuentran descrip-
ciones de ensayos adicionales para ratas destetadas (26)(27) y ratas adultas (19)(20).

Autopsia
38.  Los animales madre pueden sacrificarse después del destete de su descendencia.

39. La evaluacion neuropatolégica de la descendencia se efectuard utilizando los tejidos de los animales sacrificados
de forma compasiva el DPN 22 o en un momento anterior, entre el DPN 11 y el DPN 22, asi como al final del
estudio. En el caso de los descendientes sacrificados hasta el DPN 22, deben evaluarse los tejidos del encéfalo; en
el caso de los animales sacrificados al final del estudio, deben evaluarse los tejidos tanto del sistema nervioso
central (SNC) como del sistema nervioso periférico (SNP). Los tejidos de los animales sacrificados el DPN 22 o
antes pueden fijarse por inmersién o por perfusion; los de los animales sacrificados al final del estudio deben
fijarse por perfusion. Todos los aspectos de la preparacién de las muestras de tejido, desde la perfusién de los
animales hasta la diseccién de las muestras de tejido, el tratamiento de los tejidos y la tincién de las preparaciones
microscopicas, deben seguir un disefio equilibrado de forma que cada lote contenga muestras representativas de
cada grupo de dosis. En el documento de orientacién n° 20 de la OCDE (9) se encuentran orientaciones adicio-
nales; véase también (103).

Tratamiento de las muestras de tejido

40. Deben registrarse todas las anomalias macroscopicas visibles en el momento de la autopsia. Las muestras de
tejidos tomadas deben representar todas las regiones principales del sistema nervioso. Las muestras de tejidos
deben conservarse en un fijador adecuado y tratarse de acuerdo con protocolos histoldgicos publicados y normali-
zados (69)(70)(71)(103). La inclusion en parafina es aceptable para los tejidos del SNC y del SNP, pero puede ser
apropiada la utilizacién de osmio tras la fijacién, junto con la inclusién en epoxirresina, cuando se necesite un
mayor grado de resolucion (por ejemplo, para los nervios periféricos cuando se sospeche una neuropatia perifé-
rica, o para el andlisis morfométrico de los nervios periféricos). Los tejidos del encéfalo recogidos para el andlisis
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morfométrico deben incluirse en los medios apropiados al mismo tiempo para todos los niveles de dosis, a fin de
evitar artefactos por retraccién que pueden asociarse con una conservacion prolongada en el fijador (6).

Examen neuropatolégico
41.  Los objetivos del examen cualitativo son los siguientes:

i) detectar las regiones del sistema nervioso que presentan indicios de alteraciones neuropatoldgicas;

ii) identificar los tipos de alteraciones neuropatoldgicas resultantes de la exposicion a la sustancia problema; asi
como

i) determinar el grado de gravedad de las alteraciones neuropatoldgicas.

Un anatomopatblogo con formacién adecuada debe examinar al microscopio secciones histoldgicas representa-
tivas de las muestras de tejido para detectar los eventuales indicios de alteraciones neuropatoldgicas. A todas las
alteraciones neuropatoldgicas se les debe asignar un grado subjetivo de gravedad. Una tincién con hematoxilina y
eosina puede ser suficiente para evaluar las secciones del encéfalo de los animales sacrificados de forma compasiva
el DPN 22 o antes. Sin embargo, se recomienda realizar una tincién de mielina (por ejemplo, azul de luxol
rdpidofvioleta de cresilo) y una tincién de plata (por ejemplo, tinciones de Bielschowsky o de Bodian) para las
secciones de tejidos del SNC y del SNP de los animales sacrificados al final del estudio. Segtin la opinién profe-
sional del anatomopatdlogo y el tipo de alteraciones observadas, pueden resultar adecuadas otras tinciones para
identificar y caracterizar tipos concretos de alteraciones [por ejemplo, proteina dcida fibrilar glial (GFAP) o
histoquimica de lectinas para evaluar las alteraciones de la glia y de la microglia (72), fluoro-jade para detectar
necrosis (73)(74), o tinciones de plata especificas de la degeneracién neuronal (75)].

42.  Ha de efectuarse una evaluacién morfométrica (cuantitativa), ya que estos datos pueden ayudar a la deteccion de
un efecto relacionado con el tratamiento y son valiosos para la interpretacion de las diferencias de peso o morfo-
logia del encéfalo relacionadas con el tratamiento (76)(77). Deben tomarse muestras de tejido nervioso, que han
de prepararse para permitir las evaluaciones morfométricas. Entre estas se pueden incluir, por ejemplo, las medi-
ciones lineales o superficiales de regiones especificas del encéfalo (78). Tales mediciones exigen la utilizacién de
secciones homologas, cuidadosamente seleccionadas en funcién de referencias microscopicas fiables (6). Puede
utilizarse la estereologia para identificar efectos relacionados con el tratamiento sobre pardmetros tales como el
volumen o el nimero de células de determinadas regiones neuroanatdmicas (79)(80)(81)(82)(83)(84).

43.  Debe examinarse el encéfalo para detectar los eventuales indicios de alteraciones neuropatoldgicas relacionadas
con el tratamiento y deben tomarse muestras adecuadas de todas sus regiones principales (por ejemplo, bulbos
olfativos, corteza cerebral, hipocampo, ganglios basales, tdlamo, hipotdlamo, mesencéfalo (techo, tegmento y
pedinculos cerebrales), protuberancia, bulbo raquideo, cerebelo) para garantizar un examen exhaustivo. Es impor-
tante que se tomen las secciones de todos los animales en el mismo plano. En el caso de los adultos sacrificados
de forma compasiva al final del estudio, deben tomarse muestras de las secciones representativas de la médula
espinal y del SNP. Las zonas examinadas deben incluir el ojo con el nervio 6ptico y la retina, la médula espinal en
los engrosamientos cervical y lumbar, las fibras de las raices anteriores y posteriores, el nervio cidtico mayor
proximal, el nervio cidtico popliteo interno proximal (en la rodilla) y las ramas del nervio cidtico popliteo interno
que inervan los musculos de la pantorrilla. Las secciones de la médula espinal y de los nervios periféricos tienen
que incluir tanto una seccién transversal como una longitudinal.

44.  La evaluacion neuropatoldgica debe incluir un examen para detectar eventuales signos de alteraciones del desa-
rrollo del sistema nervioso (6)(85)(86)(87)(88)(89), ademds de alteraciones celulares (por ejemplo, vacuolizacion,
degeneracion o necrosis neuronal) y cambios histoldgicos (por ejemplo, gliosis, infiltracién de leucocitos, forma-
cién de quistes). A este respecto, es importante que se distingan los efectos relacionados con el tratamiento de los
acontecimientos normales del desarrollo que se sepa que se producen en una fase del desarrollo correspondiente
al momento del sacrificio (90). Pueden citarse como ejemplos de alteraciones significativas que indican dafio para
el desarrollo las siguientes, sin dnimo de exhaustividad:

— alteraciones en el tamafio o la forma macroscépicos de los bulbos olfativos, el cerebro o el cerebelo;

— alteraciones en el tamario relativo de las diversas regiones del encéfalo, como las disminuciones o aumentos
del tamafio de regiones derivados de la pérdida o persistencia de poblaciones de células o proyecciones
axoénicas de cardcter normalmente pasajero (por ejemplo, capa germinal externa del cerebelo, cuerpo calloso);

— alteraciones de la proliferacién, migracién y diferenciacién, indicadas por zonas de necrosis o apoptosis exce-
sivas, poblaciones agrupadas o dispersas de neuronas ectépicas, desorientadas o deformes, o alteraciones del
tamafio relativo de diversos estratos de las estructuras corticales;
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— alteraciones de las pautas de mielinizacién, como la reduccién global del tamafio o la alteracién de la tincién
de las estructuras mielinizadas;

— signos de hidrocefalia, en particular la dilatacién de los ventriculos, la estenosis del acueducto de Silvio y el
adelgazamiento de los hemisferios cerebrales.

Anilisis de la relacion dosis-respuesta de las alteraciones neuropatoldgicas

45.  Se recomienda seguir el siguiente procedimiento por fases para los andlisis neuropatoldgicos cualitativos y cuanti-
tativos. En primer lugar, se comparan las secciones del grupo de dosis alta con las del grupo de control. En caso
de que no se detecten alteraciones neuropatoldgicas en los animales del grupo de dosis alta, no se requiere conti-
nuar el andlisis. Si se encuentran indicios de alteraciones neuropatoldgicas en el grupo de dosis alta, se examinan
los animales de los grupos de dosis intermedia y baja. Si el grupo de dosis alta se termina por causa de muerte o
de otro tipo de toxicidad que implique confusion, deben analizarse los grupos de dosis alta e intermedia para
detectar las eventuales alteraciones neuropatoldgicas. Si hay alguna indicacién de neurotoxicidad en los grupos de
la dosis inferior, debe realizarse con esos grupos el andlisis neuropatoldgico. En caso de que en el examen cualita-
tivo o cuantitativo se observen alteraciones neuropatoldgicas relacionadas con el tratamiento, deben determinarse
la relacion entre la dosis y la incidencia, y la frecuencia y el grado de gravedad de las lesiones o de las alteraciones
morfométricas, sobre la base de una evaluacién de todos los animales de todos los grupos de dosis. Deben
incluirse en esta evaluacién todas las regiones del encéfalo que presenten algin signo de alteracién neuropatold-
gica. Para cada tipo de lesi6n, deben describirse los criterios utilizados para definir los distintos grados de
gravedad, indicando las caracteristicas utilizadas para distinguir cada grado. Deben registrarse la frecuencia de cada
tipo de lesion y su grado de gravedad, y debe realizarse un andlisis estadistico para evaluar la naturaleza de la rela-
cién dosis-respuesta. Se recomienda el uso de preparaciones codificadas (91).

DATOS E INFORME

Datos

46. Los datos deben notificarse individualmente y resumirse en forma de cuadro, mostrindose para cada grupo de
ensayo los tipos de cambio y el niimero de madres, de descendientes por sexo, y de camadas en las que se haya
observado cada tipo de cambio. Si se ha utilizado la exposicién postnatal directa de la descendencia, han de notifi-
carse la via, la duracion y el periodo de la exposicion.

Evaluacion e interpretacién de los resultados

47.  Un estudio de neurotoxicidad para el desarrollo debe proporcionar informacion sobre los efectos de la exposicién
continuada a una sustancia durante la vida intrauterina y en las primeras fases del desarrollo postnatal. Dado que
el estudio se centra en pardmetros tanto de toxicidad general como de neurotoxicidad para el desarrollo, los resul-
tados deben permitir distinguir los efectos sobre el desarrollo neuroldgico que se producen en ausencia de toxi-
cidad general para la madre frente a los que se manifiestan tinicamente a dosis que también son tdxicas para la
madre. Debido a la compleja interrelacion entre el disefio del estudio, el andlisis estadistico y la significacién biold-
gica de los datos, la interpretacién adecuada de los datos de neurotoxicidad para el desarrollo implica el juicio de
expertos (107)(109). Para la interpretacion de los resultados del ensayo debe aplicarse un enfoque de ponderacion
de las pruebas (20)(92)(93)(94). Deben ser objeto de discusion las pautas de las eventuales observaciones conduc-
tuales o morfoldgicas, asi como los datos sobre la relacién dosis-respuesta. Deben incluirse en esta caracterizacion
los datos de todos los estudios pertinentes para la evaluacion de la neurotoxicidad para el desarrollo, incluidos los
estudios epidemioldgicos o los informes de casos humanos, y los estudios con animales de experimentacién (por
ejemplo, datos de toxicocinética, informacion sobre la relacion estructura-actividad, datos de otros estudios de
toxicidad). Esto incluye la relacion entre las dosis de la sustancia problema y la presencia o ausencia, la incidencia
y el alcance de cualesquiera efectos neurotdxicos para cada sexo (20)(95).

48. La evaluacién de los datos debe incluir una discusién de la significacion tanto bioldgica como estadistica. El
andlisis estadistico debe considerarse como una herramienta que orienta para la interpretacion de los datos, mds
que determinarla. La falta de significacion estadistica no debe ser el Ginico motivo para concluir que no hay ningtin
efecto relacionado con el tratamiento, al igual que la presencia de significacion estadistica no puede ser la tinica
justificacion para concluir que se da algtin efecto relacionado con el tratamiento. Para evitar posibles resultados
negativos falsos y las dificultades inherentes a “comprobar un resultado negativo”, deben discutirse los datos sobre
los controles positivos e histéricos disponibles, especialmente cuando no se observen efectos relacionados con el
tratamiento (102)(106). La probabilidad de encontrar positivos falsos debe discutirse a la luz de la evaluacién esta-
distica total de los datos (96). La evaluacion debe incluir la posible relacion existente entre las alteraciones neuro-
patoldgicas y conductuales observadas.
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49. Todos los resultados deben analizarse utilizando modelos estadisticos adecuados para el disefio experimental
(108). La eleccion de un andlisis paramétrico o no paramétrico debe justificarse teniendo en cuenta factores tales
como la naturaleza de los datos (transformados o no) y su distribucion, asi como la relativa solidez de los andlisis
estadisticos seleccionados. El objetivo y el disefio del estudio deben guiar la eleccion del andlisis estadistico para
minimizar los errores de tipo I (positivos falsos) y de tipo II (negativos falsos) (96)(97)(104)(105). Los estudios
sobre el desarrollo con especies multiparas en los que se estudian varias crias por camada deben incluir la camada
en el modelo estadistico para evitar un aumento de los indices de errores de tipo I (98)(99)(100)(101). La unidad
estadistica de medida debe ser la camada y no la crfa. Los experimentos deben disefiarse de manera que las crias
de una misma camada no se traten como observaciones independientes. Cualquier pardmetro medido varias veces
en el mismo sujeto se analizard utilizando modelos estadisticos que tengan en cuenta el cardcter no independiente
de dichas medidas.

Informe del ensayo

50. El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:

Sustancia problema:

— naturaleza fisica y, si procede, propiedades fisicoquimicas;
— datos de identificacion, incluido el origen;

— pureza del preparado, e impurezas conocidas o previstas.

Vehiculo (si procede):

— justificacién de la eleccién del vehiculo, si es distinto del agua o de la solucién salina fisioldgica.

Animales de experimentacion:

— especie y cepa empleada, y justificacién en caso de que sea distinta de la rata;
— proveedor de los animales de experimentacion;

— ntmero, edad al inicio del ensayo, y sexo de los animales;

— origen, condiciones de alojamiento, dieta, agua, etc.;

— peso de cada animal al inicio del ensayo.

Condiciones del ensayo:

— justificacion de la seleccién de las dosis;
— justificacién de la via y del periodo de administracién;

— especificacion de las dosis administradas, con datos sobre el vehiculo, el volumen y la forma fisica del material
administrado;

— datos sobre la formulacién de la sustancia problema o su preparacién con los alimentos, concentracién obte-
nida, estabilidad y homogeneidad del preparado;

— método utilizado para la identificacion inequivoca de las madres y de su descendencia;

— descripcién detallada del procedimiento o procedimientos de aleatorizacién utilizados para asignar las madres
a los grupos de tratamiento, para seleccionar las crias sobrantes que deben sacrificarse, y para asignar las crias
a los grupos de ensayo;

— datos sobre la administracién de la sustancia problema;

— conversion de la concentracion (ppm) de la sustancia problema en los alimentos, en el agua de bebida o en el
dispositivo de inhalacion a dosis reales (mg/kg peso corporal/dia), en su caso;

— condiciones ambientales;
— datos de la calidad de los alimentos y del agua (por ejemplo, si es agua del grifo o destilada);

— fechas de inicio y terminaci6n del estudio.
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Procedimientos de observacién y ensayo:

— descripcioén detallada de los procedimientos utilizados para normalizar las observaciones y procedimientos, asi
como definiciones operativas para asignar puntuacién a las observaciones;

— lista de todos los procedimientos de ensayo utilizados y justificacién de su empleo;

— datos de los procedimientos utilizados para los estudios conductuales/funcionales, anatomopatoldgicos, neuro-
quimicos o electrofisioldgicos, con informacién y detalles sobre los dispositivos automaticos;

— procedimientos para calibrar y garantizar la equivalencia de los dispositivos y el equilibrio de los grupos de
tratamiento en los procedimientos de ensayo;

— breve justificacién de todas las decisiones que impliquen una opinién profesional.

Resultados (por separado y en resumen, incluidas la media y la varianza cuando proceda):

— ntmero de animales al comienzo del estudio y niimero al final del mismo;
— namero de animales y de camadas utilizadas para cada ensayo;

— ntmero de identificacién de cada animal y camada de la que procede;

— tamaiio de las camadas y peso medio al nacer por sexo;

— datos del peso corporal y de los cambios de este, incluido el peso corporal final de las madres y de su descen-
dencia;

— datos sobre consumo de alimentos, y de agua si procede (por ejemplo, si la sustancia problema se administra
con el agua);

— datos de reacciones tdxicas por sexo y dosis, incluidos los signos de toxicidad o mortalidad, con el momento
y la causa de la muerte, si procede;

— naturaleza, gravedad, duracién, dia de inicio, hora del dfa, y evolucién posterior de las observaciones clinicas
detalladas;

— puntuacién de cada pardmetro del desarrollo (peso, maduracion sexual y ontogenia del comportamiento) en
cada momento de observacion;

— descripcién detallada de todas las observaciones conductuales, funcionales, neuropatoldgicas, neuroquimicas y
electrofisioldgicas por sexo, incluidos tanto los aumentos como los descensos respecto a los controles;

— observaciones de la autopsia;
— peso del encéfalo;

— eventuales diagndsticos derivados de lesiones y signos neuroldgicos, incluidas las enfermedades o procesos
naturales;

— imdgenes de observaciones modelo;

— imdgenes de baja resolucién para evaluar la homologia de las secciones empleadas en relacién con la morfo-
metria;

— datos sobre la absorcion y el metabolismo, incluidos los datos complementarios de un estudio toxicocinético
aparte, si se dispone de ellos;

— tratamiento estadistico de los resultados, incluidos los modelos estadisticos utilizados para analizar los datos, y
los resultados, con independencia de que sean significativos o no;

— lista del personal del estudio, incluida su formacién profesional.

Discusion de los resultados:

— informacién sobre la relacién dosis-respuesta, por sexo y grupo;

— relacion de otros eventuales efectos toxicos con la conclusién acerca del potencial neurotéxico de la sustancia
problema, por sexo y grupo;
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— impacto de cualquier informacién toxicocinética sobre las conclusiones;
— semejanzas con los efectos de cualquier neurotdxico conocido;

— datos en apoyo de la fiabilidad y sensibilidad del método de ensayo (es decir, datos sobre controles positivos e
histéricos);

— eventual relacion entre efectos neuropatoldgicos y funcionales;

— NOAEL o dosis de referencia para las madres y los descendientes, por sexo y grupo.

Conclusiones:

— discusi6n de la interpretacién global de los datos sobre la base de los resultados, incluida la conclusién de si la
sustancia problema ha provocado neurotoxicidad para el desarrollo y el NOAEL.
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Figura 1

Esquema general de los ensayos funcionales/conductuales, de evaluacién neuropatoldgica y de pesaje del encé-
falo. Este diagrama se basa en la descripcion recogida en los puntos 13-15 (DPN = dia postnatal). En el apén-
dice 1 se recogen ejemplos de asignacién de los animales

Aproximadamente 20 camadas/grupo

Descendientes: aproximadamente 80/sexo/grupo:

Seleccionados el DPN 4 o antes para efectuar investigaciones
anteriores y posteriores al destete:

Observaciones clinicas y peso corporal (todos los animales)
Observacion clinica detallada (20/sexo/grupo)
Ontogenia del comportamiento (20/sexo/grupo)
Actividad motriz (20/sexo/grupo)
Maduraci6n sexual (20/sexo/grupo)

Funciones motrices y sensitivas (20/sexo/grupo)
Aprendizaje y memoria (10-20/sexo/grupo)

A 4

Neuropatologia:
DPN 11-22

10/sexo/grupo:

Fijacién del encéfalo por
inmersién o por perfusién
para su evaluacién
neuropatoldgica. Peso del
encéfalo (fijado)

Opci6n: ensayos adicionales

10/sexo/grupo:

Peso del encéfalo (sin fijar)

Neuropatologia:
DPN 70 (terminacién del

estudio)
10/sexo/grupo:

Fijacién del encéfalo por
perfusién para su evaluacién
neuropatologica

10/sexo/grupo:

Peso del encéfalo (sin fijar)

No es necesario evaluar la
neuropatologia.

40-50/sexo/grupo:

Opci6n: ensayos adicionales
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Apéndice 1

A continuacion se describen ejemplos de posibles asignaciones y se recogen en cuadros. Estos ejemplos se
adjuntan para ilustrar que la asignacion de los animales de experimentacion a los distintos paradigmas de ensayo
puede llevarse a cabo de varias maneras.

Ejemplo 1

Para los ensayos de ontogenia del comportamiento anteriores al destete se utiliza un conjunto de 20 crias/sexo/
dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por camada). De estos animales, 10 crias/sexo/dosis (es decir, 1 macho o
1 hembra por camada) se sacrifican de forma compasiva el dia DPN 22. Se retira el encéfalo, se pesa y se prepara
para su evaluacion histopatoldgica. Por otra parte, se recogen los datos del peso de los encéfalos sin fijar de los
10 machos y 10 hembras restantes por dosis.

Para los ensayos funcionales/conductuales posteriores al destete (observaciones clinicas detalladas, actividad
motriz, sobresalto actstico y ensayo de la funcién cognitiva en el periodo previo a la madurez) y para evaluar la
edad de la maduracion sexual, se utiliza otro conjunto de 20 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra
por camada). De este conjunto, 10 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho o 1 hembra por camada) se anestesian
y se fijan por perfusion al finalizar el estudio (alrededor del dfa DPN 70). Previa fijacién adicional in situ, se retira
el encéfalo y se prepara para su evaluacion neuropatoldgica.

Para el ensayo de la funcién cognitiva en adultos jovenes (por ejemplo, DPN 60-70), se utiliza un tercer conjunto
de 20 crias/sexo/dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por camada). De este conjunto, se sacrifican al final del
estudio 10 animales/sexo/grupo (1 macho o 1 hembra por camada), y se retira y pesa su encéfalo.

Los restantes 20 animales/sexo/grupo se reservan para eventuales ensayos adicionales.

Cuadro 1
Cria n° (3 , .
Ne de crias asignado al ensayo Examen/ensayo
m h
1 5 20m+20h Ontogenia del comportamiento
10m+ 10h Pesaje del encéfalo/neuropatologia/morfometria DPN 22
10m+10h Pesaje del encéfalo DPN 22
2 6 20m+20h Observaciones clinicas detalladas
20m+20h Actividad motriz
20m+20h Maduracion sexual
20m+20h Funciones motrices y sensitivas
20m+20h Aprendizaje y memoria (DPN 25)
10m+ 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatologia/morfometria de adultos
jévenes ~DPN 70
3 7 20m+20h Aprendizaje y memoria (adultos jovenes)
10m+10h Pesaje del encéfalo de adultos jovenes ~DPN 70
4 8 — Animales de reserva para sustituciones o ensayos adicionales

(%) Para este ejemplo, se sacrifican los animales sobrantes de las camadas para dejar 4 machos + 4 hembras; las crias macho se
numeran del 1 al 4, y las hembras del 5 al 8.
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Ejemplo 2

6.  Para los ensayos de ontogenia del comportamiento anteriores al destete se utiliza un conjunto de 20 crias/sexo/
dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por camada). De estos animales, 10 crias/sexo/dosis (es decir, 1 macho o
1 hembra por camada) se sacrifican de forma compasiva el dia DPN 11. Se retira el encéfalo, se pesa y se prepara
para su evaluacién histopatoldgica.

7. Para los ensayos posteriores al destete (observaciones clinicas detalladas, actividad motriz, evaluacién de la edad
de la maduracién sexual y funciones motrices y sensitivas) se utiliza otro conjunto de 20 animales/sexo/dosis (es
decir, 1 macho y 1 hembra por camada). De este conjunto, 10 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho o 1 hembra
por camada) se anestesian y se fijan por perfusion al finalizar el estudio (alrededor del dia DPN 70). Previa fijacién
adicional in situ, se retira el encéfalo, se pesa y se prepara para su evaluacion neuropatoldgica.

8. Para el ensayo de la funcién cognitiva en el periodo previo a la madurez y en adultos jévenes, se utilizan 10 crias|
sexo/dosis (es decir, 1 macho o 1 hembra por camada). Se utilizan animales distintos para los ensayos de la
funcién cognitiva realizados el dia DPN 23 y para los realizados con adultos jovenes. Al finalizar el estudio, se
sacrifican 10 animales/sexo/grupo de entre los utilizados para el ensayo con adultos, se retira el encéfalo y se

pesa.
9. Los 20 animales/sexo/grupo restantes que no se han seleccionado para los ensayos se eliminan al destete.
Cuadro 2
Cria n° () , .
Ne de crias asignado al ensayo Examen/ensayo
m h
1 5 20m+20h Ontogenia del comportamiento
10m+ 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatologia/morfometria DPN 11
2 6 20m+20h Observaciones clinicas detalladas
20m+20h Actividad motriz
20m+20h Maduracién sexual
20m+20h Funciones motrices y sensitivas
10m+ 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatologia/morfometria de adultos
jévenes ~DPN 70
3 7 10 m + 10 h () Aprendizaje y memoria (DPN 23)
3 7 10m+10h () Aprendizaje y memoria (adultos jovenes)
Pesaje del encéfalo de adultos jovenes
4 8 — Animales sacrificados y desechados el dia DPN 21

(%) Para este ejemplo, se sacrifican los animales sobrantes de las camadas para dejar 4 machos + 4 hembras; las crias macho se
numeran del 1 al 4, y las hembras del 5 al 8.

() Se utilizan crias diferentes para los ensayos de la funcién cognitiva realizados el dia DPN 23 y para los realizados con
adultos jovenes (por ejemplo, de las camadas pares/impares del total de 20).

Ejemplo 3

10.  Para el pesaje del encéfalo y la evaluacion de la neuropatologia del dia DPN 11 se utiliza un conjunto de 20 crias/
sexo/dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por camada). De estos animales, 10 crias/sexo/dosis (es decir, 1 macho
o 1 hembra por camada) se sacrifican de forma compasiva el dia DPN 11, y se les retira el encéfalo, que se pesa y
se prepara para su evaluacion histopatoldgica. Por otra parte, se recogen los datos del peso de los encéfalos sin
fijarde los 10 machos y 10 hembras restantes por cada dosis.
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11.

12.

13.

Para los ensayos de ontogenia del comportamiento (actividad motriz), los exdmenes posteriores al destete (acti-
vidad motriz y evaluacién de la edad de la maduracién sexual), y el ensayo de la funcién cognitiva en el periodo
previo a la madurez, se utiliza otro conjunto de 20 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por
camada).

Para los ensayos de las funciones motrices y sensitivas (sobresalto actistico) y las observaciones clinicas detalladas,
se utiliza otro conjunto de 20 animales/sexo[dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por camada). De este conjunto,
10 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho o 1 hembra por camada) se anestesian y se fijan por perfusion al fina-
lizar el estudio (alrededor del dia DPN 70). Previa fijacion adicional in situ, se retira el encéfalo, se pesa y se
prepara para su evaluacién neuropatolgica.

Para el ensayo de la funcién cognitiva en adultos jévenes, se utiliza otro conjunto de 20 crias/sexo/dosis (es decir,
1 macho y 1 hembra por camada). De este conjunto, se sacrifican al final del estudio 10 animales/sexo/grupo
(1 macho o 1 hembra por camada), y se retira y pesa su encéfalo.

21.8.2014

Cuadro 3
Cria n° () , .
Ne de crias asignado al ensayo Examen/ensayo
m h
1 5 10m+10h Pesaje del encéfalo/neuropatologia/morfometria DPN 11
10m+ 10 h Pesaje del encéfalo DPN 11
2 6 20m+20h Ontogenia del comportamiento (actividad motriz)
20m+20h Actividad motriz
20m+20h Maduracién sexual
20m+20h Aprendizaje y memoria (DPN 27)
3 20m+20h Sobresalto actistico (periodo previo a la madurez y adultos
jovenes)
20m+20h Observaciones clinicas detalladas
10m+ 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatologia/morfometria de adultos
jovenes ~DPN 70
4 20m+20h Aprendizaje y memoria (adultos jovenes)
10m+ 10 h Pesaje del encéfalo de adultos jovenes

(%) Para este ejemplo, se sacrifican los animales sobrantes de las camadas para dejar 4 machos + 4 hembras; las crias macho se

numeran del 1 al 4, y las hembras del 5 al 8.
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Apéndice 2

Definiciones

Sustancia: Sustancia o mezcla

Sustancia problema: Toda sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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B.54. BIOENSAYO UTEROTROFICO CON ROEDORES: ENSAYO DE CRIBADO A CORTO PLAZO DE LAS PROPIEDADES
ESTROGENICAS

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 440 (2007). La OCDE
lanzé en 1998 una actividad muy prioritaria para revisar las directrices existentes y elaborar nuevas directrices
sobre los ensayos de cribado y finales de posibles alteradores endocrinos (1). Uno de los elementos de la actividad
consistia en elaborar unas directrices para el bioensayo uterotréfico con roedores. El bioensayo uterotréfico con
roedores se sometié entonces a un completo programa de validacién, con la recopilacion de un detallado docu-
mento de referencia (2)(3) y la realizaciéon de unos amplios estudios intra e interlaboratorios para demostrar la
pertinencia y la reproducibilidad del bioensayo con un potente estrogeno de referencia, con agonistas débiles de
los receptores estrogénicos, con un antagonista fuerte de los receptores estrogénicos, y con una sustancia de refe-
rencia negativa (4)(5)(6)(7)(8)(9). El presente método B.54 se basa en la experiencia obtenida con el programa de
validacién del ensayo y en los resultados conseguidos de esta manera con agonistas estrogénicos.

2. El bioensayo uterotréfico es un ensayo de cribado a corto plazo cuyo origen data de la década de 1930 (27)(28) y
fue normalizado por primera vez con este cardcter por un comité de expertos en 1962 (32)(35). Se basa en el
aumento del peso del fitero o respuesta uterotréfica (véase una revision en la referencia 29). Evalta la posibilidad
de que una sustancia provoque actividades bioldgicas que concuerden con las de agonistas o antagonistas de los
estrogenos naturales (por ejemplo, el 178-estradiol); sin embargo, su uso para detectar efectos antagonistas es
mucho menos frecuente que para detectar efectos agonistas. El ttero responde a los estrogenos de dos maneras.
Una primera respuesta es el aumento de peso debido a la imbibicién de agua. Esta respuesta va seguida de un
aumento de peso debido al crecimiento tisular (30). Las respuestas del dtero en ratas y ratonas son comparables
cualitativamente.

3. Este bioensayo sirve de ensayo de cribado in vivo y su aplicacién debe considerarse en el contexto del “OECD
Conceptual Framework for the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals” (Marco conceptual de
la OCDE para el ensayo y evaluacién de los alteradores endocrinos) (apéndice 2). En este marco conceptual el
bioensayo uterotréfico figura en el nivel 3 como ensayo in vivo que proporciona datos sobre un solo mecanismo
endocrino, a saber, la estrogenicidad.

4. Se pretende incluir el bioensayo uterotréfico en una baterfa de ensayos in vitro e in vivo para identificar las sustan-
cias con potencial para interactuar con el sistema endocrino, lo que desembocard finalmente en evaluaciones del
riesgo para la salud humana o el medio ambiente. El programa de validacién de la OCDE ha utilizado agonistas
estrogénicos tanto fuertes como débiles, a fin de evaluar el comportamiento del ensayo en cuanto a la deteccién
de sustancias estrogénicas (4)(5)(6)(7)(8). De este modo, se ha demostrado bien la sensibilidad del procedimiento
de ensayo para los agonistas estrogénicos, ademds de una buena reproducibilidad intra e interlaboratorios.

5. Por lo que se refiere a sustancias negativas, se incluyd en el programa de validacién una tnica sustancia “negativa”
de referencia que ya se habia considerado negativa en el ensayo uterotréfico, asi como en ensayos in vitro de recep-
tores y de union a receptores, pero se han evaluado datos adicionales del ensayo, no relacionados con el programa
de validacién de la OCDE, que refuerzan el apoyo a la especificidad del bioensayo uterotréfico para el cribado de
agonistas estrogénicos (16).

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

6. Los agonistas y antagonistas estrogénicos acttian como ligandos de los receptores estrogénicos a y b, y pueden
activar o inhibir, respectivamente, la accién transcripcional de los receptores. Esto podria provocar peligros para
la salud, incluidos ciertos efectos sobre la reproduccion y el desarrollo. Por lo tanto, es necesario evaluar con
rapidez las sustancias como posibles agonistas o antagonistas estrogénicos. Aunque de cardcter informativo, la
afinidad de un ligando por un receptor estrogénico o la activacién transcripcional de genes marcadores in vitro
son solo uno de los varios factores determinantes de un posible peligro. Otros factores determinantes pueden ser
la activacion y la desactivacién metabdlica de la sustancia al entrar en el organismo, su distribucién en los tejidos
diana, y la eliminacién del organismo, que dependen, al menos en parte, de la via de administracién y de la
sustancia estudiada. Esto conduce a la necesidad de detectar la posible actividad de una sustancia in vivo en condi-
ciones pertinentes, salvo que las caracteristicas de la sustancia en relacién con su absorcion, distribucion, metabo-
lismo y eliminacién (ADME) ya aporten la informacién adecuada. Los tejidos uterinos responden con un creci-
miento rdpido y vigoroso al estimulo de los estrdgenos, especialmente en el caso de los roedores de laboratorio,
en los que el ciclo estral dura unos 4 dias. Diversas especies de roedores, en particular la rata, se utilizan también
ampliamente en estudios de toxicidad para la caracterizacién de los peligros. Por lo tanto, el ttero de los roedores
es un 6rgano diana adecuado para el ensayo de cribado in vivo de los agonistas y antagonistas estrogénicos.

7. El presente método de ensayo se basa en los protocolos empleados en el estudio de validacién de la OCDE que
han demostrado ser fiables y repetibles en estudios intra e interlaboratorios (5)(7). Actualmente se dispone de dos
métodos, a saber, el de hembras adultas ovariectomizadas (método de las adultas ovx) y el de hembras inmaduras
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no ovariectomizadas (método de las inmaduras). En el programa de validacién de ensayos de la OCDE se ha
demostrado que estos métodos presentan una sensibilidad y una reproducibilidad comparables. Sin embargo, el
método de las hembras inmaduras, por tener estas intacto el eje hipotdlamo-hip6fisis-gonadas (HPG), es en cierto
modo menos especifico, pero abarca un dmbito de investigacién mds amplio que el método de las hembras
ovariectomizadas, ya que puede responder a las sustancias que interactdan con el eje HPG y no tan solo con el
receptor estrogénico. El eje HPG de la rata es funcional a los 15 dfas de edad, aproximadamente. Antes de ese
momento, no es posible acelerar la pubertad con tratamientos tales como la administracién de la hormona libera-
dora de gonadotropina (Gn-RH). Cuando las hembras comienzan a alcanzar la pubertad, antes de la apertura
vaginal, la hembra tiene varios ciclos silenciosos que no dan lugar a la apertura de la vagina ni a la ovulacién,
pero si a algunas fluctuaciones hormonales. Si una sustancia estimula entonces directa o indirectamente el eje
HPG, puede provocar una pubertad precoz, una ovulacion precoz y una apertura vaginal acelerada. No solo las
sustancias que actiian sobre el eje HPG tienen este efecto, sino que algunas dietas con niveles de energia metaboli-
zable mds altos que otras pueden estimular el crecimiento y acelerar la apertura de la vagina sin ser de efecto
estrogénico. Tales sustancias no inducen una respuesta uterotréfica en animales adultos ovx ya que el eje HPG de
estos no funciona.

8. Por razones de bienestar de los animales debe darse preferencia al método que utiliza ratas inmaduras, evitando
asi el pretratamiento quirdrgico de los animales y también el riesgo de no poder utilizar los animales que mues-
tren algin signo de inicio del ciclo estral (véase el punto 30).

9.  La respuesta uterotrofica no es totalmente de origen estrogénico, es decir, es posible que la produzcan otras
sustancias, distintas de los agonistas o antagonistas estrogénicos. Por ejemplo, pueden dar lugar a esta respuesta
dosis relativamente altas de progesterona, de testosterona, o de diversas progestinas sintéticas (30). Las eventuales
respuestas pueden analizarse histologicamente para detectar la posible queratinizacién de la vagina (30). Indepen-
dientemente del posible origen de la respuesta, un resultado positivo en un bioensayo uterotréfico deberia lanzar
en principio el procedimiento para aclarar la situacion. Pueden obtenerse pruebas adicionales de estrogenicidad
mediante ensayos in vitro, tales como el ensayo de unién a receptores estrogénicos y el ensayo de activacion trans-
cripcional, o mediante otros ensayos in vivo tales como el ensayo sobre la pubertad con hembras.

10. Teniendo en cuenta que el bioensayo uterotréfico sirve de ensayo de cribado in vivo, el enfoque de validacién
adoptado ha tenido en cuenta tanto el bienestar de los animales como la configuracién de una estrategia de
ensayos secuencial. Con este fin, el esfuerzo se ha dirigido a la validacién rigurosa de la reproducibilidad y de la
sensibilidad en cuanto a la estrogenicidad, que es la principal preocupacion relativa a muchas sustancias, pero se
ha insistido poco en cuanto al componente antiestrogénico del ensayo. Solo se ha sometido a ensayo un antiestré-
geno con actividad fuerte, ya que es muy limitado el niimero de sustancias con un perfil antiestrogénico claro (sin
interferencias por alguna actividad estrogénica). Por lo tanto, el presente método de ensayo estd dedicado al proto-
colo estrogénico, mientras que el protocolo que describe el modo del ensayo de antagonistas se incluye en un
documento de orientacién (37). La reproducibilidad y la sensibilidad del ensayo para sustancias con actividad
puramente antiestrogénica se definirdn después de manera mads clara, un vez que se haya utilizado sistemdtica-
mente el procedimiento de ensayo durante algin tiempo y se hayan detectado mds sustancias con esta modalidad
de accion.

11.  Se acepta que todos los procedimientos en los que se utilicen animales se atendrdn a las normas locales de trata-
miento de animales; las descripciones de tratamiento y atencién de animales recogidas mds adelante constituyen
los requisitos minimos de comportamiento, y quedardn anuladas por las normas locales, tales como la Directiva
2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la proteccién de los
animales utilizados para fines cientificos (38). La OCDE proporciona mds orientaciones sobre el tratamiento
compasivo de los animales (25).

12.  Como con todos los ensayos en que se utilicen animales vivos, es esencial asegurarse de que los datos son real-
mente necesarios antes del inicio del ensayo. Por ejemplo, dos situaciones en que puede cumplirse esta condicién
son las siguientes:

— una elevada exposiciéon potencial (nivel 1 del marco conceptual, apéndice 2) o indicios de estrogenicidad
(nivel 2), a fin de analizar si estos efectos pueden producirse in vivo;

— efectos indicadores de estrogenicidad en ensayos in vivo de nivel 4 o 5, para justificar que los efectos se referfan
a un mecanismo estrogénico que no puede dilucidarse utilizando un ensayo in vitro.

13.  Las definiciones utilizadas en el presente método de ensayo se recogen en el apéndice 1.
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PRINCIPIO DEL ENSAYO

14.  El bioensayo uterotréfico basa su sensibilidad en un sistema de ensayo con animales en los que el eje hipotdlamo-
hipéfisis-ovarios no estd funcional, lo que provoca que los niveles endégenos de estrogenos circulantes sean bajos.
De esta manera se garantiza que el peso uterino de referencia sea bajo y que se obtenga una banda médxima de
respuesta a los estrogenos administrados. En las hembras de los roedores se dan dos situaciones de sensibilidad a
los estrogenos que cumplen este requisito:

i) hembras inmaduras tras el destete y antes de la pubertad, y

ii) hembras adultas jévenes después de la ovariectomia, con tiempo suficiente para que retrocedan los tejidos
uterinos.

15. La sustancia problema se administra diariamente por via oral forzada o inyeccién subcutdnea. Se administran
dosis graduadas de la sustancia problema a un minimo de dos grupos de tratamiento (véase el punto 33 al
respecto) de animales de experimentacion, utilizando un solo nivel de dosis por grupo, con un periodo de admi-
nistracion de tres dias consecutivos en el método de hembras inmaduras y un periodo minimo de administracién
de tres dias consecutivos en el método de las hembras adultas ovx. Tras unas 24 h después de la administracién
de la dltima dosis se procede a realizar la autopsia de los animales. Para detectar los agonistas estrogénicos, se
evaliia la media del peso del dtero de los grupos de animales tratados con la sustancia problema, comparando
con el grupo al que se ha administrado solo el vehiculo, atendiendo a un posible aumento estadisticamente signifi-
cativo. Un aumento estadisticamente significativo de la media del peso del ttero de un grupo de ensayo indica
una respuesta positiva en este bioensayo.

DESCRIPCION DEL METODO

Seleccion de la especie animal

16.  Pueden utilizarse cepas de roedores de uso comin en laboratorios. A modo de ejemplo, durante la validacién se
han utilizado las cepas de ratas Sprague-Dawley y Wistar. No deben utilizarse cepas de cuyos tteros se sepa o se
sospeche que son menos sensibles. El laboratorio debe demostrar la sensibilidad de la cepa utilizada, segiin se
describe en los puntos 26 y 27.

17. Las ratas y los ratones son especies utilizadas sistemdticamente en el bioensayo uterotrofico desde la década de
1930. Los estudios de validacion de la OCDE solo se han realizado con ratas, ya que se piensa que estas especies
son equivalentes y, por lo tanto, debe ser suficiente una sola especie para la validacion a escala mundial, con el fin
de ahorrar recursos y animales. La rata es la especie elegida en la mayoria de los estudios de toxicidad para la
reproduccién y el desarrollo. Teniendo en cuenta que existe una gran base de datos histéricos sobre los ratones y
para ampliar el dmbito de aplicaciéon del método del bioensayo uterotréfico en roedores al uso de ratones como
especie de ensayo, se ha realizado un estudio limitado de validacién complementaria con ratones (16). Se ha selec-
cionado un enfoque comparativo con un niimero limitado de sustancias problema y de laboratorios participantes,
y sin muestras codificadas, de acuerdo con la intencién original de ahorrar recursos y animales. Este estudio de
validacién comparativo para el bioensayo uterotréfico en ratonas adultas jovenes ovariectomizadas muestra que
los datos obtenidos en ratas y ratones se corresponden bien, tanto cualitativa como cuantitativamente. Cuando el
resultado del bioensayo uterotréfico pueda ser un dato preliminar para un estudio a largo plazo, se permitird que
se utilicen en ambos estudios los animales de la misma cepa y del mismo origen. El enfoque comparativo se limita
a las ratonas ovx y el informe no aporta un conjunto sélido de datos para validar el modelo con hembras inma-
duras, por lo que no se considera que el modelo con animales inmaduros quede incluido, en el caso de los
ratones, en el dmbito de aplicacion del presente método de ensayo.

18.  Por lo tanto, en algunos casos es posible utilizar ratones en lugar de ratas. Debe darse una justificacion si se usa
esta especie, basada en estudios toxicoldgicos o farmacocinéticos o en otros criterios. Es posible que resulte nece-
sario modificar el protocolo en el caso de los ratones. Por ejemplo, el consumo de alimentos de los ratones por
unidad de peso corporal es mds elevado que el de las ratas y, por lo tanto, el contenido de fitoestrogenos en los
alimentos deberd ser menor en el caso de los ratones que en el de las ratas (9)(20)(22).

Condiciones de alojamiento y alimentacién

19. Todos los procedimientos deben atenerse a las normas locales de tratamiento de animales de laboratorio. Estas
descripciones de tratamiento y atencién de animales constituyen los requisitos minimos, y quedardn anuladas
por las normas locales, tales como la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de
22 de septiembre de 2010, relativa a la proteccién de los animales utilizados para fines cientificos (38). El local
de los animales de experimentacion ha de estar a una temperatura de 22 °C (con una oscilacién maxima aproxi-
mada de * 3 °C). La humedad relativa debe ser como minimo del 30 % y de preferencia no exceder del 70 %,
salvo durante la limpieza del local. El objetivo debe ser conseguir una humedad relativa del 50-60 %. La ilumina-
cién debe ser artificial. La secuencia diaria de iluminacién debe ser de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

20. Debe darse una dieta de laboratorio y agua de bebida ad libitum. Los animales adultos jovenes pueden estar en
jaulas individuales o bien en grupos de hasta tres animales. Debido a la corta edad de los animales inmaduros, se
recomienda su alojamiento en grupos sociales.
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21.  Se sabe que un alto nivel de fitoestrogenos en las dietas de laboratorio hace aumentar el peso del ttero de los
roedores en un grado suficiente para interferir con el bioensayo uterotréfico (13)(14)(15). Unos niveles elevados
de fitoestrogenos y de energia metabolizable en las dietas de laboratorio pueden dar lugar también a una pubertad
precoz en animales inmaduros, si son estos los utilizados. La presencia de fitoestrégenos procede fundamental-
mente de la inclusién de productos de soja y de alfalfa en las dietas de laboratorio, y se ha demostrado que las
concentraciones de fitoestrogenos varfan de un lote a otro en las dietas normales de laboratorio (23). El peso
corporal es una variable importante, puesto que la cantidad de alimentos consumidos estd relacionada con el peso
corporal. Por consiguiente, la dosis realmente consumida de fitoestrogenos procedentes de la misma dieta puede
variar segin la especie y la edad (9). En el caso de las ratas hembras inmaduras, el consumo de alimentos por
unidad de peso corporal puede ser aproximadamente el doble que en el de hembras adultas jévenes ovariectomi-
zadas. En el caso de las ratonas adultas jovenes, el consumo de alimentos por unidad de peso corporal puede ser
aproximadamente el cuddruple que en el de ratas adultas jovenes ovariectomizadas.

22, Sin embargo, los resultados del bioensayo uterotréfico (9)(17)(18)(19) indican que la presencia de cantidades limi-
tadas de fitoestrégenos en la dieta es aceptable y no reduce la sensibilidad del bioensayo. Como orientacién, los
niveles alimentarios de fitoestrogenos no deben superar los 350 pg de equivalentes de genisteina/gramo de dieta
de laboratorio en el caso de las ratas hembras inmaduras de las cepas Sprague Dawley y Wistar (6)(9). Estas dietas
deben ser apropiadas también cuando se someten a ensayo las ratas adultas jovenes ovariectomizadas porque el
consumo de alimentos por unidad de peso corporal es menor en adultos jévenes que en animales inmaduros. Si
se van a utilizar ratonas adultas ovariectomizadas o ratas mds sensibles a los fitoestrégenos, debe conside-
rarse una reduccién proporcional en los niveles de fitoestrogenos de la dieta (20). Ademds, las diferencias en la
energia metabdlica disponible de las distintas dietas puede provocar cambios temporales del inicio de la
pubertad (21)(22).

23.  Antes del estudio debe seleccionarse cuidadosamente una dieta sin un nivel elevado de fitoestrogenos [véanse al
respecto las referencias (6) y (9)] o de energla metabolizable para evitar introducir confusién en los resultados
(15)(17)(19)(22)(36). El garantizar el comportamiento adecuado del sistema de ensayo utilizado por el laboratorio
como se indica en los puntos 26 y 27 es una comprobacién importante de estos dos factores. Como medida de
seguridad coherente con unas buenas précticas de laboratorio (BPL), deben tomarse muestras representativas de
cada uno de los lotes de la dieta administrados durante el estudio, con vistas a efectuar posibles andlisis del conte-
nido de fitoestrogenos (por ejemplo, en el caso de unos elevados pesos uterinos de los animales de control
respecto a los controles histéricos, o de una respuesta inadecuada al estrogeno de referencia, el 17-alfa-etinil-estra-
diol). Deben analizarse alicuotas como parte del estudio o bien congelarse a — 20 °C o de forma que se evite que
la muestra se descomponga antes de su andlisis.

24.  Algunos materjales de cama pueden contener sustancias estrogénicas o antiestrogénicas naturales (por ejemplo, se
sabe que las mazorcas de maiz afectan a los ciclos estrales de las ratas y actGian como antiestrogenos). El material
de cama seleccionado debe contener el minimo posible de fitoestrogenos.

Preparacién de los animales

25.  Los animales de experimentacién, que no deben mostrar signos de ningin tipo de enfermedad ni anomalias
fisicas, se reparten aleatoriamente entre los grupos de tratamiento y los de control. Las jaulas se colocan de
manera que los posibles efectos debidos a la puesta de los animales en las mismas sean minimos. Los animales se
identifican inequivocamente. Es preferible que los animales inmaduros se alojen con sus madres o con madres de
sustitucion hasta el destete durante la aclimatacién. La fase de aclimatacién antes del inicio del estudio debe durar
aproximadamente 5 dias en el caso de los animales adultos jovenes y en el de los animales inmaduros entregados
con sus madres o con madres de sustitucién. Si se obtienen animales inmaduros ya destetados sin las madres,
puede imponerse una duracién mds corta de la fase de aclimatacion, ya que la administracién de la sustancia
problema debe iniciarse inmediatamente tras el destete (véase el punto 29).

PROCEDIMIENTO

Verificacién de la competencia del laboratorio
26.  Para verificar la competencia del laboratorio pueden utilizarse dos opciones distintas:

— verificacién peribdica, sobre la base de un estudio del control positivo de referencia inicial (véase el punto 27);
al menos cada 6 meses y cada vez que se produzca una modificacién que pueda influir en el comportamiento
del ensayo (por ejemplo, una nueva formulacién de la dieta, un cambio en el personal que efectie las disec-
ciones, un cambio en la cepa de animales o en su proveedor, etc.) debe verificarse la sensibilidad del sistema
de ensayo (modelo animal) utilizando una dosis adecuada (sobre la base del estudio del control positivo de
referencia descrito en el punto 27) de un estrogeno de referencia: el 17a-etinil-estradiol (n° CAS 57-63-6) (EE);

— uso de controles simultdneos, mediante la inclusién de un grupo al que se le administra una dosis adecuada
del estrégeno de referencia en cada ensayo.
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Si el sistema no es capaz de responder segtin lo esperado, hay que examinar las condiciones experimentales y
modificarlas en consecuencia. Se recomienda que la dosis del estrogeno de referencia utilizada en ambos enfoques
sea aproximadamente la DE70 u 80.

27. Estudio del control positivo de referencia Antes de que un laboratorio realice un estudio por primera vez
segtin el presente método de ensayo, debe demostrar su competencia determinando la sensibilidad del modelo
animal y estableciendo la relacion dosis-respuesta de un estrogeno de referencia, el 17a-etinil-estradiol
(n° CAS 57-63-6) (EE), con un minimo de cuatro dosis. La respuesta del peso del ttero se comparard con los
datos histéricos establecidos [véase la referencia (5)]. Si este estudio del control positivo de referencia no produce
los resultados previstos, deberdn examinarse y modificarse las condiciones experimentales.

Ndmero y estado de los animales

28.  Cada grupo tratado y de control ha de incluir al menos 6 animales (para los protocolos tanto del método con
animales inmaduros como del de animales adultos ovx).

Edad de los animales inmaduros

29.  Para el bioensayo uterotréfico con animales inmaduros debe especificarse el dia de nacimiento. La administracién
de la sustancia problema ha de empezar lo suficientemente pronto como para garantizar que al término de dicha
administracién no ha tenido lugar ain la subida fisiologica de los estrgenos endégenos asociada a la pubertad.
Por otra parte, hay indicios de que los animales muy jévenes puede ser menos sensibles. Para definir la edad
Optima, cada laboratorio debe tomar en consideracién sus propios datos de referencia sobre la maduracién.

Como norma general, la administracién a ratas puede comenzar inmediatamente tras un destete temprano, el dia
postnatal 18 (considerandose que el dia postnatal 0 es el del nacimiento). La administracién a ratas debe estar
completada de preferencia el dia postnatal 21 y en cualquier caso antes del dia postnatal 25, ya que a partir de
esta edad se hace funcional el eje hipotdlamo-hipéfisis-ovarios y es posible que empiecen a subir los niveles de
estrogenos enddgenos, con una elevacion concomitante de la media del peso uterino de referencia y un aumento
de las desviaciones tipicas de los grupos (2)(3)(10)(11)(12).

Procedimiento para la ovariectomia

30. Respecto a las ratas y ratonas que se han de ovariectomizar (grupos tanto de tratamiento como de control), la
ovariectomia debe efectuarse cuando tienen entre 6 y 8 semanas de edad. En el caso de las ratas, deben pasar al
menos 14 dias entre la ovariectomia y el primer dia de la administracion, a fin de permitir que el ttero retroceda
a un peso de referencia estable y minimo. En el caso de las ratonas, deben pasar al menos 7 difas entre la ovariec-
tomia y el primer dia de la administracién. Como una pequefia cantidad de tejido ovdrico es suficiente para
producir niveles significativos de estrogenos circulantes (3), antes de utilizar a los animales hay que examinarlos
observando las células epiteliales recogidas por frotis vaginal durante al menos cinco dias consecutivos (por
¢jemplo, los dias 10-14 tras la ovariectomia en el caso de las ratas). No deben utilizarse los animales que
presenten algiin signo de inicio de un ciclo estral. Ademds, en la autopsia, deben examinarse los mufiones
ovdricos para comprobar si queda algo de tejido ovdrico. En caso afirmativo, el animal no debe utilizarse en los
célculos (3).

31.  El procedimiento de ovariectomia se inicia con el animal, una vez anestesiado correctamente, en dectibito prono.
La incisién de apertura de la pared abdominal dorso-lateral debe tener una longitud aproximada de 1 cm en el
punto medio entre el reborde costal inferior y la cresta ilfaca, y estar a unos pocos milimetros del borde lateral
del musculo lumbar. El ovario debe extraerse de la cavidad abdominal y ponerse en un campo aséptico. El ovario
debe desconectarse en la unién del oviducto con el cuerpo uterino. Tras confirmar que no se estd produciendo
ninguna hemorragia fuerte, la pared abdominal se cierra mediante sutura y la piel mediante autoclips o sutura
adecuada. En la figura 1 se indican esquemadticamente los puntos de ligadura. Debe aplicarse una analgesia post-
operatoria adecuada, segtin lo recomendado por un veterinario con experiencia en el tratamiento de roedores.

Peso corporal

32.  En el método con hembras adultas ovx, el peso corporal y el peso uterino no estdn correlacionados puesto que el
peso uterino se ve afectado por hormonas como los estrogenos, pero no por los factores de crecimiento que
regulan el tamafio corporal. Por el contrario, el peso corporal estd relacionado con el peso uterino en el modelo
con hembras inmaduras, en la fase de maduracién (34). Asi pues, al principio del experimento, la variacion de
peso entre los animales empleados en el modelo con hembras inmaduras ha de ser minima y no superar el * 20 %
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del peso medio. Esto significa que el tamafio de la camada debe ser normalizado por el criador, para garantizar
que los descendientes de madres diferentes se alimentan de forma aproximadamente igual. Los animales deben
asignarse a los grupos (tanto de control como de tratamiento) mediante distribucion aleatorizada de los pesos, de
forma que la media del peso corporal de cada grupo no sea estadisticamente diferente de la de los demds grupos.
Debe prestarse atencién para evitar la asignaciéon de animales de la misma camada al mismo grupo de trata-
miento, en la medida de lo posible, sin incrementar el nimero de camadas que deban utilizarse en la investiga-
cién.

Posologia

33.  Con el fin de establecer si una sustancia problema puede tener accién estrogénica in vivo, normalmente es sufi-
ciente con dos grupos tratados y un grupo de control, por lo que este disefio es el preferido por razones de bien-
estar de los animales. Si la finalidad es obtener una curva dosis-respuesta o bien extrapolar a dosis mds bajas, son
necesarios al menos tres grupos tratados. Si hace falta obtener informacién mds alld de la identificacién de una
actividad estrogénica (tal como una estimacion de la potencia), debe considerarse una posologia diferente. A excep-
cién de la administracion de la sustancia problema, los animales del grupo de control deben tratarse de la misma
manera que los de los grupos de ensayo. Si se utiliza un vehiculo para la administracion de la sustancia problema,
el grupo de control recibird la misma cantidad de vehiculo utilizado con los grupos tratados (o el mayor volumen
utilizado con los grupos de ensayo si hay diferencias entre los grupos).

34. El objetivo en el caso del bioensayo uterotréfico es seleccionar las dosis que garanticen la supervivencia y que no
impliquen toxicidad significativa ni malestar para los animales después de tres dias consecutivos de administracién
de la sustancia hasta una dosis maxima de 1 000 mg/kg/d. Todas las dosis deben proponerse y seleccionarse
teniendo en cuenta los eventuales datos existentes sobre toxicidad, cinética o toxicocinética para la sustancia
problema o productos afines. La dosis mds alta debe tener en cuenta en primer lugar la DL50 y la informacién
disponible sobre la toxicidad aguda, a fin de evitar la muerte y el sufrimiento o el dolor intenso de los animales
(24)(25)(26). La dosis mds alta debe representar la dosis maxima tolerada (DMT); también es aceptable un estudio
realizado con una dosis que haya inducido una respuesta uterotréfica positiva. Como ensayo de cribado, es acep-
table en general utilizar grandes intervalos entre las distintas dosis, como, por ejemplo, de media unidad logarit-
mica, correspondiente a un factor de progresién de las dosis de 3,2, o incluso hasta una unidad logaritmica. Si no
se dispone de datos apropiados, puede realizarse un estudio de determinacion de la gama de dosis.

35.  También, si la potencia estrogénica de un agonista puede estimarse con datos in vitro o in silico, es posible tener en
cuenta estos datos para la seleccion de las dosis. Por ejemplo, la cantidad de la sustancia problema que produciria
respuestas uterotroficas equivalentes a las del agonista de referencia (etinil-estradiol) se calcula a partir de su
potencia in vitro en comparacion con la del etinil-estradiol. La dosis mdxima de ensayo se obtendrfa multiplicando
esta dosis equivalente por un factor adecuado como, por ejemplo, 10 o 100.

Consideraciones para la determinacién de la gama de dosis

36. En caso de necesidad, puede llevarse a cabo con unos pocos animales un estudio previo de determinacién de la
gama de dosis. A este respecto, puede utilizarse el documento de orientacién n° 19 de la OCDE (25), donde se
definen los signos clinicos indicativos de toxicidad o de malestar de los animales. Cuando sea posible en este
estudio de determinacién de la gama de dosis, tras administrar la sustancia durante tres dfas, puede extraerse el
ttero y pesarse, una vez hayan transcurrido unas 24 horas desde la administracién de la dltima dosis. Estos datos
pueden utilizarse a continuacién para ayudar a disefiar el estudio principal (seleccién de la dosis maxima aceptable
y de las dosis mds bajas, y recomendacién del nimero de grupos de dosis).

Administracién de las dosis

37. La sustancia problema se administra por via oral forzada o inyeccién subcutdnea. A la hora de elegir la via de
administracion, han de tenerse en cuenta las consideraciones sobre el bienestar de los animales, junto con aspectos
toxicoldgicos como la pertinencia para la via de exposiciéon humana a la sustancia (por ejemplo, via oral forzada
para simular la ingestion, inyeccién subcutdnea para simular la inhalacién o la adsorcién cutdnea), las propiedades
fisicoquimicas de la sustancia problema y, en especial, la informacién toxicoldgica disponible y los datos sobre
metabolismo y cinética (por ejemplo, necesidad de evitar el metabolismo de primer paso, mayor eficacia a través
de una via concreta).

38.  Siempre que sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de una solucién o suspension
acuosa. Sin embargo, dado que la mayoria de los ligandos estrogénicos o sus precursores metabdlicos tienden a
ser hidréfobos, el enfoque mds comin es el uso de una solucién o suspension oleosa (por ejemplo, en aceite de
maiz, de cacahuete, de sésamo o de oliva). Sin embargo, estos aceites presentan diferentes contenidos de calorias y
de grasas, con lo que el vehiculo podria afectar al total de energia metabolizable (EM), lo que podria alterar ciertos
pardmetros medidos, como el peso del ttero, particularmente en el método con hembras inmaduras (33). Por lo
tanto, antes de realizar el estudio, hay que someter a ensayo todos los vehiculos utilizados, frente a controles sin
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vehiculos. Las sustancias problema pueden disolverse en una cantidad minima de etanol al 95 % u otro disolvente
adecuado, y diluirse en el vehiculo del ensayo hasta alcanzar las concentraciones finales de trabajo. Deben cono-
cerse las caracteristicas toxicas del disolvente, y este debe someterse a ensayo por separado, en un grupo de
control al que se administre solo el disolvente. Si la sustancia problema se considera estable, es posible recurrir a
un calentamiento suave y a una accién mecdnica vigorosa para ayudar a disolverla. Debe determinarse la estabi-
lidad de la sustancia problema en el vehiculo. Si es estable en toda la duracién del estudio, puede prepararse una
alicuota inicial de la sustancia problema, y después preparar cada dia las diluciones especificadas para la adminis-
tracion.

39.  El calendario de la administraciéon dependerd del modelo utilizado (véase el punto 29 en relacién con el modelo
de hembras inmaduras y el punto 30 en relacién con el de hembras adultas ovx). Las ratas inmaduras reciben la
sustancia problema diariamente, durante tres dias consecutivos. Se recomienda también un tratamiento de tres
dias para ratas ovariectomizadas, pero pueden aceptarse exposiciones mds largas, con la posibilidad de mejorar la
deteccién de sustancias débilmente activas. Con ratonas ovariectomizadas, la aplicacion durante tres dias debe ser
suficiente, y no aporta ninguna ventaja significativa la extensién del plazo a hasta siete dias con agonistas estrogé-
nicos fuertes; sin embargo, esta relacion no se ha demostrado en el estudio de validacion (16) en el caso de los
estrogenos débiles, por lo que la administracién debe ampliarse a hasta siete dias consecutivos en ratonas adultas
ovx.Las dosis deben administrarse todos los dias a una hora similar. Deben ajustarse segiin sea necesario para
mantener una dosis constante en términos de peso corporal del animal (por ejemplo, mg de sustancia problema
por kg de peso corporal por dia). En lo que respecta al volumen de ensayo, su variabilidad, por unidad de peso
corporal, debe reducirse al minimo ajustando la concentraciéon de la soluciéon administrada para garantizar un
volumen constante por unidad de peso corporal con todas las dosis y con todas las vias de administracion.

40. Cuando la sustancia problema se administra por via oral forzada, debe hacerse en una sola dosis diaria y con una
sonda gdstrica o una cdnula de intubacién adecuada. El volumen mdximo de liquido que puede administrarse en
una sola vez depende del tamafio del animal utilizado. Deben seguirse las normas locales de tratamiento de
animales, pero el volumen no debe superar los 5 ml/kg de peso corporal, salvo en el caso de las soluciones
acuosas, con las que pueden utilizarse 10 ml/kg de peso corporal.

41.  Cuando la sustancia problema se administra por inyeccién subcutdnea, debe hacerse en una sola dosis diaria. Las
dosis deben administrarse en las regiones dorsoescapular o lumbar con una aguja estéril (por ejemplo de calibre
de 23 0 25 G) y una jeringuilla de tuberculina. Es opcional rasurar el lugar de la inyeccién. Deben registrarse los
eventuales vertidos, las fugas en el punto de inyeccién o la administracién incompleta de la sustancia problema.
El volumen total inyectado por rata al dia no debe superar los 5 ml/kg de peso corporal, dividido en dos lugares
de inyeccion, excepto en el caso de soluciones acuosas, de las que pueden utilizarse 10 ml/kg de peso corporal.

Observaciones
Observaciones generales y clinicas

42.  Deben hacerse observaciones clinicas generales al menos una vez al dfa, y con mds frecuencia si se observan
signos de toxicidad. Las observaciones deben llevarse a cabo preferentemente a la misma hora cada dia y teniendo
en cuenta el periodo previsto de efecto maximo tras la administracién. Todos los animales deben observarse para
registrar su mortalidad y morbilidad y los signos clinicos generales, tales como cambios en el comportamiento, la
piel, el pelo, los ojos, las mucosas, la presencia de secreciones y excreciones, y la actividad neurovegetativa (por
ejemplo, lagrimeo, piloereccién, tamafio de la pupila, respiracién anémala, etc.).

Peso corporal y consumo de alimentos

43.  Todos los animales deben pesarse diariamente con precisién de 0,1 g, empezando justo antes de que se inicie el
tratamiento, es decir, cuando los animales se asignan a los grupos. Con cardcter optativo, es posible medir por
jaula la cantidad de alimentos consumidos durante el periodo del tratamiento, pesando los alimentadores. Los
resultados del consumo de alimentos deben expresarse en gramos por rata y por dia.

Diseccidn y pesaje del titero

44, Veinticuatro horas después del dltimo tratamiento, las ratas se sacrificardn de forma compasiva. Lo ideal es que el
orden de la autopsia se aleatorice entre los distintos grupos para evitar una progresion directa de los grupos de
mds dosis a los de menos (o viceversa), que podria afectar sutilmente a los datos. El objetivo del bioensayo es
medir el peso de los tteros tanto hiimedos como secos. El peso hiimedo incluye el ttero y el contenido de liquido
luminal. El peso seco se mide después de haber exprimido y retirado el contenido luminal del dtero.
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45.  Antes de su diseccion, la vagina se examinard para observar su estado de apertura en los animales inmaduros. El
procedimiento de diseccién comienza con la apertura de la pared abdominal a partir de la sinfisis ptbica. A conti-
nuacién, se desprenden de la pared abdominal dorsal los cuernos uterinos y los ovarios, si estin presentes. La
vejiga urinaria y los uréteres se separan de las caras ventral y lateral del dtero y de la vagina. Se desprenden las
adherencias fibrosas entre el recto y la vagina hasta que pueda identificarse la unién del orificio vaginal con la piel
perineal. El dtero y la vagina se desprenden del cuerpo cortando la pared vaginal justo por encima de la unién
con la piel perineal como se muestra en la figura 2. El ttero debe separarse del cuerpo cortando delicadamente el
mesenterio uterino en el punto de su insercion a lo largo de toda la longitud de la cara dorsolateral de cada
cuerno uterino. Una vez retirado del cuerpo, la manipulacién del dtero debe ser lo suficientemente rdpida para
impedir la desecacion de los tejidos. La pérdida de peso debida a la desecacién se vuelve mds importante con
tejidos pequefios, tales como el ditero (23). Si estdn presentes, los ovarios se retiran a la altura de los oviductos,
evitando la pérdida de liquido luminal por el cuerno uterino. Si el animal ha sido ovariectomizado, hay que
examinar los mufiones para detectar la posible presencia de algiin tejido ovarico. Debe retirarse el exceso de grasa
y de tejido conjuntivo. La vagina se retira del dtero justo por debajo del cuello uterino, de forma que este siga
unido al cuerpo del ttero, como se indica en la figura 2.

46.  Cada ttero debe transferirse a un recipiente marcado de manera inequivoca y tarado (por ejemplo, una placa de
Petri o una navecilla de pesaje de plastico), prestando siempre atencion para evitar la desecacién antes del pesaje
(por ejemplo, puede colocarse en el recipiente un trozo de papel de filtro ligeramente humedecido con solucién
salina). Debe pesarse el ttero con el liquido luminal (peso uterino hiimedo), con una precisiéon de 0,1 mg.

47.  Cada dtero se trata a continuacién por separado para retirarle el liquido luminal. Los dos cuernos uterinos se
perforan o cortan longitudinalmente. El ttero se coloca sobre un trozo de papel de filtro ligeramente humedecido
(por ejemplo, Whatman n° 3) y se le aplica una ligera presién con otro trozo de papel de filtro ligeramente hume-
decido, para eliminar completamente el liquido luminal. Debe pesarse el ttero sin el contenido luminal (peso
uterino seco), con una precisién de 0,1 mg.

48.  El peso del ttero en el momento del sacrificio puede utilizarse para asegurarse de que no se ha superado la edad
adecuada en la rata inmadura intacta; sin embargo, son decisivos al respecto los datos histéricos de la cepa de
ratas utilizada en el laboratorio (véase el punto 56 en cuanto a la interpretacion de los resultados).

Investigaciones optativas

49. Tras efectuar el pesaje, los tteros pueden fijarse en formol al 10 % amortiguado a pH neutro para su examen
histopatoldgico previa tincién con hematoxilina y eosina (HE). La vagina puede investigarse adecuadamente (véase
el punto 9). Ademds, puede efectuarse con fines de comparacion cuantitativa una medicién morfométrica del
epitelio del endometrio.

DATOS E INFORME

Datos
50. Los datos del estudio deben incluir:

— el nimero de animales al inicio del ensayo,

— el ndmero y la identidad de los animales encontrados muertos durante el ensayo o sacrificados por razones
compasivas, y la fecha y la hora de la muerte o del sacrificio compasivo,

— el niimero y la identidad de los animales que presenten signos de toxicidad, y una descripcién de los signos de
toxicidad observados, con inclusién del momento de aparicién, la duracién y la gravedad de los efectos
téxicos, y

— el niimero y la identidad de los animales que presenten lesiones y una descripcion del tipo de lesiones.

51.  Deben registrarse los datos de cada animal relativos al peso corporal, el peso uterino hiimedo, y el peso uterino
seco. Deben utilizarse andlisis estadisticos unilaterales de los agonistas para determinar si la administracién de una
sustancia problema ha provocado un aumento estadisticamente significativo (p < 0,05) del peso uterino. Deben
llevarse a cabo andlisis estadisticos apropiados para determinar los eventuales cambios del peso uterino seco y
hiimedo relacionados con el tratamiento. Por ejemplo, los datos pueden evaluarse mediante un andlisis de la cova-
rianza (ANCOVA) con el peso corporal en la autopsia como covariable. Antes del analisis de los datos uterinos, se
les puede aplicar una transformacion logaritmica de estabilizacién de la varianza. La prueba de Dunnett y Hsu es
adecuada para hacer comparaciones por parejas de cada uno de los grupos tratados respecto a los grupos de
control del vehiculo, y para calcular los intervalos de confianza. Pueden utilizarse gréficas residuales estudenti-
zadas para detectar posibles valores atipicos y evaluar la homogeneidad de las varianzas. Estos procedimientos se
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aplicaron en el programa de validacién de la OCDE utilizando el PROC GLM en el sistema de andlisis estadisticos
(SAS Institute, Cary, NC), version 8 (6)(7).
52.  El informe final debe contener lo siguiente:

Instalaciones de ensayo:

— Personal responsable y sus tareas en el estudio

— Datos del ensayo del control positivo de referencia y datos de los controles positivos periddicos (véanse los
puntos 26 y 27)

Sustancia problema:

— Caracterizacion de las sustancias problema

— Naturaleza fisica y, cuando sea pertinente, propiedades fisicoquimicas
— Meétodo y frecuencia de la preparacién de las diluciones

— Eventuales datos obtenidos sobre la estabilidad

— Eventuales andlisis de las soluciones administradas

Vehiculo:

— Caracterizacion del vehiculo del ensayo (naturaleza, proveedor y lote)

— Justificacién de la eleccién del vehiculo, si es distinto del agua

Animales de experimentacion:

— Especie y cepa, y justificacién de su elecciéon
— Proveedor e instalacién especifica del proveedor
— Edad de suministro con la fecha de nacimiento

— En caso de animales inmaduros, si se han suministrado o no con sus madres o con madres de sustitucion, y la
fecha del destete

— Datos del procedimiento de aclimatacion de los animales
— Namero de animales de cada jaula

— Datos y método de identificacion de cada animal y de los grupos

Condiciones del ensayo:

— Datos del proceso de aleatorizacién (es decir, método utilizado)

— Justificacién de la seleccion de la dosis

— Datos sobre la formulacién de la sustancia problema, su concentracién obtenida, estabilidad y homogeneidad
— Datos de la administracién de la sustancia problema y justificacion de la eleccién de la via de exposicion

— Dieta (denominacion, tipo, proveedor, contenido, y, si se conocen, los niveles de fitoestrégenos)

— Origen del agua (por ejemplo, agua del grifo o agua filtrada) y suministro (por tubos a partir de un gran dep6-
sito, en botellas, etc.)

— Camas (denominacién, tipo, proveedor y contenido)

— Registro de las condiciones de alojamiento en las jaulas, intervalo de iluminacién, temperatura y humedad del
local, limpieza de este

— Descripcion detallada de los procedimientos de autopsia y de pesaje de los tteros

— Descripcion de los métodos estadisticos
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Resultados

Respecto a cada animal:

— Todos los pesos corporales individuales diarios (desde la asignacion en grupos hasta la autopsia) (con precisién
de 0,1 g)

— Edad de cada animal (en dias contados a partir del dia de nacimiento, que es el dia 0) cuando se inicia la admi-
nistracion de la sustancia problema

— Fecha y hora de cada administracién de la sustancia problema

— Volimenes y cantidades calculados que se han administrado y observaciones de las eventuales pérdidas de
dosis durante o tras la administracién

— Anotacién diaria del estado de los animales, incluidos los sintomas y observaciones pertinentes

— Causa sospechada de la muerte (si durante el estudio se encuentran animales moribundos o muertos)

— Fecha y hora del sacrificio compasivo, con el intervalo de tiempo transcurrido desde la dltima administracién

— Peso uterino hiimedo (con precisién de 0,1 mg) y eventuales observaciones sobre pérdidas del liquido luminal
durante la diseccién y la preparacion para el pesaje

— Peso uterino seco (con precisién de 0,1 mg)

Respecto a cada grupo de animales:

— MEDIA de los pesos corporales diarios (con precisién de 0,1 g) y desviaciones tipicas (desde la asignacién en
grupos hasta la autopsia)

— MEDIA de los pesos uterinos himedos y media de los pesos uterinos secos (con precisiéon de 0,1 mg) y desvia-
ciones tipicas

— Si se ha medido, el consumo diario de alimentos (calculado como gramos de alimentos consumidos por
animal)

— Resultados de los andlisis estadisticos de comparacién de los pesos uterinos hiimedo y seco de los grupos
tratados respecto a los mismos pardmetros medidos en los grupos de control del vehiculo

— Resultados de los andlisis estadisticos de comparacién de los pesos corporales totales y del aumento de peso
corporal de los grupos tratados respecto a los mismos pardmetros medidos en los grupos de control del ve-
hiculo.

53.  Resumen de los datos importantes del método de ensayo

Ratas Ratonas
Animales
Cepa Cepa de roedores utilizada habitualmente en laboratorio
Ntmero de animales Minimo de 6 animales por grupo de dosis
Namero de grupos Minimo de dos grupos de tratamiento (véase el punto 33 al respecto) y un
grupo de control negativo
En los puntos 26 y 27 se encuentran orientaciones sobre los grupos de control
positivo.

Condiciones de alojamiento y alimentacién

T° en el local de los animales 22°C+3°C

Humedad relativa 50-60 %, y no inferior al 30 % ni superior al 70 %

Secuencia de iluminacion diaria | 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

Dieta y agua de bebida Ad libitum
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Ratas Ratonas
Alojamiento Individualmente o en grupos de hasta tres animales (se recomienda el aloja-

54.

55.

miento en grupos sociales para los animales inmaduros)

Dieta y cama

Bajo nivel de fitoestrogenos recomendado en la dieta y en la cama

Protocolo

Método

Método con hembras adultas ovariec-
tomizadas

Método con hembras inmaduras no
ovariectomizadas (método preferido)
Método con hembras adultas ovariec-
tomizadas

Edad a la que se administra la
sustancia a los animales inma-
duros

No pertinente en el dmbito de aplica-
cién del presente método de ensayo

DPN 18 como pronto. La administra-
cién debe estar terminada antes del
DPN 25.

Edad a la que se efectta la
ovariectomia

Entre 6 y 8 semanas de edad

Edad a la que se administra la
sustancia a los animales ovariec-
tomizados

Deben pasar al menos 14 dias entre
la ovariectomia y el primer dia de la
administracién.

Deben pasar al menos 7 dias entre la
ovariectomia y el primer dia de la
administracién.

Peso corporal

La variacion del peso corporal debe ser minima y no superar el £ 20 % del
peso medio.

Administracion de la sustancia

Via de administracion

Via oral forzada o inyeccién subcutdnea

Frecuencia de la administracién

Una sola dosis diaria

Volumen administrado por via
oral forzada o por inyeccién

< 5ml/kg peso corporal (o hasta 10 ml/kg peso corporal en caso de soluciones
acuosas) (en 2 lugares de inyeccion si se utiliza la via subcutanea)

Duracién de la administracién

Minimo de 7 dias consecutivos con
animales ovx

3 dias consecutivos con animales
inmaduros

Minimo de 3 dias consecutivos con
animales ovx

Momento de la autopsia

Unas 24 horas desde la administracién de la tltima dosis

Resultados

Respuesta positiva

Aumento estadisticamente significativo del peso medio del titero (hiimedo y/o
seco)

Estrgeno de referencia

17a-etinil-estradiol

ORIENTACION PARA LA INTERPRETACION Y LA ACEPTACION DE LOS RESULTADOS

En general, debe considerarse que un ensayo de estrogenicidad es positivo si en él se ve un aumento estadistica-
mente significativo del peso uterino (p < 0,05), al menos con la dosis més elevada, comparando con el grupo de
control del disolvente. El resultado positivo se ve respaldado también por la demostraciéon de una relacién vero-
simil desde el punto de vista bioldgico entre la dosis y la magnitud de la respuesta, teniendo en cuenta que el sola-
pamiento de las actividades estrogénicas y antiestrogénicas de la sustancia problema puede afectar a la forma de la

curva dosis-respuesta.

Debe tenerse cuidado de no sobrepasar la dosis maxima tolerada, para que se pueda hacer una interpretacion
significativa de los datos. A este respecto, deben evaluarse a fondo la eventual reduccién del peso corporal, la
presencia de signos clinicos y otras observaciones.
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56. Una consideracién importante para la aceptacién de los datos del bioensayo uterotréfico es la de los pesos
uterinos del grupo de control del vehiculo. Unos elevados valores del control pueden comprometer la sensibilidad
del bioensayo y su capacidad de detectar agonistas estrogénicos muy débiles. Del andlisis de la bibliografia y de los
datos obtenidos durante la validacién del bioensayo uterotréfico se deduce que hay casos espontdneos de medias
elevadas en los controles, sobre todo en animales inmaduros (2)(3)(6)(9). Como el peso uterino de las ratas inma-
duras depende de muchas variables, como la cepa o el peso corporal, no puede indicarse ningtin limite superior
definitivo para este peso. A modo de gufa, si los pesos uterinos secos de las ratas de control inmaduras estdn
comprendidos entre 40 y 45 mg, los resultados deben considerarse sospechosos y unos pesos uterinos superiores
a 45 mg pueden justificar que se repita el ensayo. Sin embargo, esto debe estudiarse caso por caso (3)(6)(8).
Cuando se utilizan ratas adultas, si la ovariectomia es incompleta quedara tejido ovarico que puede producir estré-
genos enddgenos y frenar el retroceso del peso uterino.

57.  Se ha visto que se obtienen resultados aceptables con unos pesos uterinos secos del control del vehiculo inferiores
al 0,09 % del peso corporal en el caso de las ratas inmaduras e inferiores al 0,04 % en el de las adultas jévenes
ovariectomizadas [véase el cuadro 31 (2)]. Si los pesos uterinos del control son superiores a estas cifras, deberfan
examinarse diversos factores, como la edad de los animales, la calidad de la ovariectomdia, la presencia de fitoestré-
genos en la dieta, etc., y habria que considerar con precaucion un resultado del ensayo negativo (sin indicacion de
actividad estrogénica).

58. Deben mantenerse en el laboratorio los datos histéricos de los grupos de control del vehiculo. También deben
conservarse en el laboratorio los datos histéricos de las respuestas a estrogenos positivos de referencia, tales como
el 17a-etinil-estradiol. Los laboratorios pueden ensayar también la respuesta a agonistas estrogénicos débiles cono-
cidos. Todos estos datos pueden compararse con los datos disponibles (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8), con el fin de asegurarse
de que los métodos del laboratorio ofrecen la suficiente sensibilidad.

59.  En el estudio de validacién de la OCDE, los pesos uterinos secos han mostrado menos variabilidad que los pesos
uterinos hiimedos (6)(7). Sin embargo, una respuesta significativa en alguna de las dos medidas indicaria que la
sustancia problema es positiva para la actividad estrogénica.

60. La respuesta uterotréfica no es Ginicamente de origen estrogénico; no obstante, un resultado positivo del bioensayo
uterotréfico debe interpretarse generalmente como prueba de potencial estrogénico in vivo, y debe lanzar en prin-
cipio el procedimiento para aclarar la situaciéon (véase el punto 9 y el “Marco conceptual de la OCDE para el
ensayo y evaluacion de los alteradores endocrinos”, anexo 2).

Figura 1

Diagrama esquemdtico de la extraccion quirdrgica de los ovarios

Opvario

/

> Oviducto

= Cortar aqui

P Utero

Incision
No se indican el mesometrio, los vasos
sanguineos ni el cuerpo adiposo.

El procedimiento se inicia con la apertura de la pared abdominal dorso-lateral en el punto medio entre el reborde
costal inferior y la cresta iliaca, y a unos pocos milimetros del borde lateral del musculo lumbar. Dentro de la
cavidad abdominal, hay que localizar los ovarios. En un campo aséptico, a continuacion se extraen los ovarios fisi-
camente de la cavidad abdominal, se hace una ligadura entre el ovario y el ttero para detener la hemorragia, y se
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separa el ovario mediante incisién por encima de la ligadura en la unién entre el oviducto y cada cuerno uterino.
Tras confirmar que no persiste ninguna hemorragia significativa, la pared abdominal se cierra mediante sutura y
la piel mediante autoclips o sutura adecuada, por ejemplo. Debe dejarse un minimo de 14 dias antes de utilizar
los animales, para que puedan recuperarse de la operacién y que retroceda el peso de los tteros.

Figura 2

Separacién y preparacion de los tejidos uterinos para el pesaje

PESO DEL
UTERO

Linea de corte en la autopsia

El procedimiento comienza con la apertura de la pared abdominal al nivel de la sinfisis pibica. A continuacion,
cada uno de los ovarios, si estdn presentes, y los cuernos uterinos se desprenden de la pared abdominal dorsal. La
vejiga urinaria y los uréteres se separan de las caras ventral y lateral del ttero y de la vagina. Se desprenden las
adherencias fibrosas entre el recto y la vagina hasta que pueda identificarse la unién del orificio vaginal con la piel
perineal. El dtero y la vagina se desprenden del cuerpo cortando la pared vaginal justo por encima de la unién
con la piel perineal como se muestra en la figura. El titero debe separarse del cuerpo cortando delicadamente el
mesenterio uterino en el punto de su inserciéon a lo largo de toda la longitud de la cara dorsolateral de cada
cuerno uterino. Una vez desprendido el ttero del organismo, se retira el exceso de grasa y de tejido conjuntivo. Si
estan presentes, los ovarios se retiran a la altura de los oviductos evitando la pérdida de liquido luminal por el
cuerno uterino. Si el animal ha sido ovariectomizado, hay que examinar los mufiones para detectar la posible
presencia de algtn tejido ovdrico. La vagina se retira del ttero justo por debajo del cuello uterino, de forma que
este siga unido al cuerpo del ttero, como se indica en la figura. En ese momento puede pesarse el ttero.
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Apéndice 1

DEFINICIONES

Antiestrogenicidad: Capacidad de una sustancia de suprimir la accién del 178-estradiol en un mamifero.
Sustancia: Sustancia o mezcla

Fecha de nacimiento: Dia postnatal 0.

Posologia: Término general que abarca la dosis administrada, y la frecuencia y duracion de la administracion.

Dosis: Cantidad de sustancia problema administrada. Para el bioensayo uterotréfico, la dosis se expresa en peso de
sustancia problema por unidad de peso corporal del animal sometido al experimento por dia (por ejemplo, mg/kg peso
corporal/dia).

Dosis mdxima tolerable (DMT): La mayor cantidad de una sustancia que, cuando se introduce en el organismo, no
mata a los animales de experimentaci6n (indicada con la sigla DL;) (IUPAC 1993).

Estrogenicidad: Capacidad de una sustancia de actuar como el 178-estradiol en un mamifero.
Dia postnatal X: Dia n° X de vida a partir de la fecha de nacimiento.

Sensibilidad: Proporcion de todas las sustancias activas/positivas que se clasifican correctamente mediante el ensayo. Es
una medida de la exactitud de un método de ensayo que produce resultados inequivocos, y un factor importante en la
evaluacion de la pertinencia de un método de ensayo.

Especificidad: Proporcion de todas las sustancias inactivas/negativas que se clasifican correctamente mediante el ensayo.
Es una medida de la exactitud de un método de ensayo que produce resultados inequivocos, y un factor importante en la
evaluacion de la pertinencia de un método de ensayo.

Sustancia problema: Toda sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
Uterotréfico: Término utilizado para describir un efecto positivo sobre el crecimiento de los tejidos uterinos.

Validaciéon: Proceso cientifico disefiado para caracterizar las exigencias y limitaciones operativas de un método de
ensayo y demostrar su fiabilidad y pertinencia para un fin particular.



Note: Document prepared by the Secretariat of the Test Guidelines Programme based on the agreement reached at the 6th Meeting of the EDTA Task Force

Apéndice 2

OECD Conceptual Framework for the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals

Level 1
Sorting & prioritization based upon
existing information

Level 2
Invitro assays providing mechanistic
data

| —ER, AR, TR receptor binding affinity

— Transcriptional activation

I — Aromatase and steroidogenesis in vitro

[ — QSARs

— hazard, e.g., available toxicological data

— Aryl hydrocarbon receptor recognition/binding

— physical & chemical properties, e.g., MW, reactivity, volatility, biodegradability,
— human & environmental exposure, e.g., production volunie, release, use patterns

— High Through Put Prescreens
— Thyroid function
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Invivo assays providing data about
multiple endocrine
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— adult intact male assay

— Fish gonadal histopathology
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— Frog metamorphosis assay
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Invivo assays providing data on
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mechanisms
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NOTAS RELATIVAS AL MARCO CONCEPTUAL

Nota 1. Es posible entrar en el marco y dejarlo en cualquier nivel, en funcién de la naturaleza de la informacién que se
necesite para la evaluacion del peligro y del riesgo.

Nota 2. En el nivel 5, la ecotoxicologia debe incluir pardmetros que indiquen los mecanismos de los efectos adversos y
los posibles dafios a la poblacion.

Nota 3. Cuando un modelo multimodal cubre varios ensayos de un mismo pardmetro, este modelo puede sustituir a
los ensayos individuales de ese pardmetro.

Nota 4. La evaluacién de cada sustancia debe hacerse caso por caso, teniendo en cuenta toda la informacién disponible,
sin olvidar la funcién de cada uno de los niveles del marco conceptual.

Nota 5. No debe considerarse que el marco conceptual sea exhaustivo en el momento actual. En los niveles 3, 4y 5 se
incluyen ensayos que estan disponibles o cuya validacion estd en curso. Con respecto a estos tltimos, su inclu-
sién tiene cardcter provisional. Una vez desarrollados y validados, se inscribirdn oficialmente en el marco
conceptual.

Nota 6. No debe considerarse que el nivel 5 incluya solo ensayos definitivos. Se considera que los ensayos incluidos en
este nivel contribuyen a la evaluacién general del peligro y del riesgo.
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B.55. BIOENSAYO DE HERSHBERGER CON RATAS: ENSAYO DE CRIBADO A CORTO PLAZO DE LAS PROPIEDADES
(ANTI)ANDROGENICAS

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 441 (2009). La OCDE
lanzé en 1998 una actividad muy prioritaria para revisar las directrices existentes y elaborar nuevas directrices
sobre los ensayos de cribado y finales de posibles alteradores endocrinos (1). Uno de los elementos de la actividad
consistia en elaborar unas directrices para el bioensayo de Hershberger con ratas. Este ensayo, después de haberse
utilizado durante varias décadas en el sector farmacéutico, fue normalizado por primera vez en 1962 por un
comité de expertos oficiales, como herramienta para el cribado de sustancias androgénicas (2). Entre 2001
y 2007, el bioensayo de Hershberger con ratas ha sido objeto de un amplio programa de validacion, que incluia
la elaboracién de un documento de revisién de referencia (23), la recopilaciéon de un documento detallado sobre
métodos (3), la elaboracién de una guia sobre diseccion (21) y la realizacion de extensos estudios intra e interlabo-
ratorios para mostrar la fiabilidad y la reproducibilidad del bioensayo. Estos estudios de validacién se llevaron a
cabo con un potente andrégeno de referencia [propionato de testosterona (PT)], dos potentes andrégenos sinté-
ticos (acetato de trembolona y metil-testosterona), un potente medicamento antiandrogénico (flutamida), un
potente inhibidor (finasterida) de la sintesis del andrégeno natural dihidrotestosterona (DHT), varios plaguicidas
débilmente antiandrogénicos (linurén, vinclozolina, procimidona, p,p-DDE), un potente inhibidor de la 5a-reduc-
tasa (finasterida) y dos sustancias negativas conocidas (dinitrofenol y nonilfenol) (4)(5)(6)(7)(8). El presente método
de ensayo es el resultado de la larga experiencia histérica con el bioensayo y de la experiencia adquirida durante el
programa de validacion, asi como de los resultados obtenidos en este.

2. El bioensayo de Hershberger es un ensayo de cribado a corto plazo in vivo que utiliza tejidos secundarios del
aparato reproductor masculino. El ensayo surgié en la década de 1930 y se modific6 en la de 1940 para incluir
miisculos del aparato reproductor masculino sensibles a los andrégenos (2)(9-15). En la década de 1960 se
evaluaron mds de 700 posibles andrdgenos utilizando una versién normalizada del protocolo (2)(14), y en esa
misma década se considerd utilizar el ensayo como un método normalizado para estudiar tanto andrégenos como
antiandrégenos (2)(15). El bioensayo actual se basa en los cambios de peso de cinco tejidos de ratas macho
castradas peripuberales, tejidos que son sensibles a los andrdgenos. Evalta la capacidad de una sustancia para
provocar actividades bioldgicas caracteristicas de agonistas o antagonistas androgénicos, o de inhibidores de la
5a-reductasa. Los cinco tejidos diana sensibles a los andrdgenos que se incluyen en el presente método de ensayo
son la prostata ventral (PV), la vesicula seminal (VS) (con los liquidos y las glandulas coagulantes), el musculo
elevador del ano con el musculo bulbocavernoso (EABC), la pareja de glindulas de Cowper (GCW) y el glande del
pene (GP). En las ratas macho castradas peripuberales, estos cinco tejidos responden a los andrégenos con un
aumento del peso absoluto. Cuando estos mismos tejidos se estimulan para incrementar su peso mediante la
administracién de un andrégeno potente de referencia, estos cinco tejidos responden a los antiandrdgenos con
una disminucién de su peso absoluto. El modelo primario para el bioensayo de Hershberger es el macho peripu-
beral castrado quirtirgicamente, que se validé en las fases 1, 2 y 3 del programa de validacién de Hershberger.

3. Este bioensayo de Hershberger sirve de ensayo de cribado del mecanismo in vivo de agonistas y antagonistas
androgénicos y de inhibidores de la 5a-reductasa, y su aplicacién debe considerarse en el contexto del “OECD
Conceptual Framework for the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals” (Marco conceptual de
la OCDE para el ensayo y evaluacién de los alteradores endocrinos) (apéndice 2). En este marco conceptual el
bioensayo de Hershberger figura en el nivel 3 como ensayo in vivo que proporciona datos sobre un solo meca-
nismo endocrino, es decir, la (anti)androgenicidad. Se pretende incluir este bioensayo en una baterfa de ensayos
in vitro e in vivo para identificar las sustancias con potencial para interactuar con el sistema endocrino, lo que
desembocard finalmente en evaluaciones del peligro y del riesgo para la salud humana o el medio ambiente.
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Debido a las preocupaciones que implica la castracién sobre el bienestar de los animales, se buscé un modelo
alternativo para el bioensayo de Hershberger con machos intactos (sin castrar) destetados estimulados, a fin de
evitar la fase de castracién. Se valid6 el método de ensayo con animales destetados estimulados (24); sin embargo,
en los estudios de validacion no se vio que la version del bioensayo de Hershberger con estos animales destetados
pudiera detectar sistemdticamente los efectos que tienen, sobre el peso de los 6rganos sensibles a los andrégenos,
las sustancias antiandrogénicas débiles a las dosis estudiadas. Por lo tanto, no se incluye en el presente método de
ensayo. Sin embargo, reconociendo que su uso no solo puede mejorar el bienestar de los animales, sino tam-
bién ofrecer informacién sobre otros modos de accién, se encuentra en el documento de orientacién de la
OCDE 115 (25).

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

Los agonistas y antagonistas androgénicos actiian como ligandos del receptor androgénico y pueden activar o
inhibir, respectivamente, la transcripcién de genes controlada por el receptor. Ademds, algunas sustancias inhiben
la conversion de la testosterona en dihidrotestosterona, que es un andrégeno natural mds potente, en algunos
tejidos diana de los andrdgenos (inhibidores de la 5a-reductasa). Estas sustancias pueden provocar peligros para la
salud, incluidos ciertos efectos sobre la reproduccion y el desarrollo. Por lo tanto, desde el punto de vista de la
normativa es necesario evaluar con rapidez las sustancias que puedan ser agonistas o antagonistas androgénicos o
inhibidores de la 5a-reductasa. Aunque de cardcter informativo, la afinidad de un ligando por un receptor andro-
génico, medida por la unién al receptor o por la activacion transcripcional de genes marcadores in vitro, no es el
tinico factor determinante de un posible peligro. Otros factores determinantes son la activacion y desactivacion
metabolica de la sustancia al entrar en el organismo, su distribucién en los tejidos diana, y su eliminacion del
organismo. Esto lleva a la necesidad de detectar la posible actividad de una sustancia in vivo en las condiciones y
exposicién relevantes. La evaluacion in vivo es menos critica si se conocen las caracteristicas de la sustancia en
cuanto a su absorcién — distribucién — metabolismo — eliminacién (ADME). Los tejidos sensibles a los andré-
genos responden con un rdpido y vigoroso crecimiento cuando se estimulan con andrdgenos, especialmente en
las ratas macho castradas peripuberales. Diversas especies de roedores, especialmente la rata, se utilizan también
ampliamente en estudios de toxicidad para la caracterizaciéon de los peligros. Por consiguiente, la version del
ensayo que utiliza ratas peripuberales castradas y los cinco tejidos diana es adecuada para el cribado in vivo de los
agonistas y antagonistas androgénicos y de los inhibidores de la 5a-reductasa.

El presente método de ensayo se basa en los protocolos empleados en el estudio de validacién de la OCDE que
han demostrado ser fiables y reproducibles en estudios intra e interlaboratorios (4)(5)(6)(7)(8). En el presente
método de ensayo se recogen procedimientos para sustancias tanto androgénicas como antiandrogénicas.

Aunque ha habido cierta variacién en la dosis de PT utilizada, para detectar antiandrégenos en el programa de
validacion del bioensayo de Hershberger de la OCDE, por los diferentes laboratorios (0,2 frente a 0,4 mg/kg/dia,
en inyeccion subcutdnea), se ha encontrado poca diferencia entre estas dos variantes del protocolo en cuanto a la
capacidad de detectar una actividad antiandrogénica débil o fuerte. Sin embargo, es evidente que la dosis de PT no
ha de ser tan alta como para bloquear los efectos de los antagonistas débiles del receptor androgénico (RA) ni tan
baja como para que los tejidos androgénicos tengan una respuesta de escaso crecimiento incluso sin la administra-
cién conjunta de un antiandrégeno.

La respuesta de crecimiento de los distintos tejidos sensibles a los andrégenos no es tinicamente de origen andro-
génico, es decir, ciertas sustancias que no son agonistas androgénicos pueden alterar el peso de determinados
tejidos. Sin embargo, una respuesta de crecimiento de varios tejidos de forma concomitante avala que se trata de
un mecanismo androgénico mds especifico. Por ejemplo, con dosis elevadas de estrégenos potentes se puede
aumentar el peso de las vesiculas seminales; sin embargo, los demds tejidos sensibles a los andrdgenos utilizados
en el ensayo no responden de forma similar. Las sustancias antiandrogénicas pueden actuar bien como antago-
nistas del receptor androgénico o bien como inhibidores de la 5a-reductasa. Los inhibidores de la 5a-reductasa
tienen un efecto variable, ya que la conversién en dihidrotestosterona, mds potente, varfa segtin el tejido. Los anti-
andrdgenos que inhiben la 5a — reductasa, como la finasterida, tienen efectos mds pronunciados en la prostata
ventral que en los otros tejidos, en comparacioén con un antagonista potente del RA, como la flutamida. Esta dife-
rencia en la respuesta segiin los tejidos puede aprovecharse para distinguir entre los modos de accién mediados
por el RA y los mediados por la 5a — reductasa. Ademds, el receptor androgénico estd relacionado evolutiva-
mente con el de otras hormonas esteroideas, y algunas otras hormonas, si se administran a dosis altas, suprafisio-
l6gicas, pueden unirse a los receptores y antagonizar los efectos de aumento del crecimiento del PT (13). Ademds,
también es verosimil que un aumento del metabolismo de los esteroides y el consiguiente descenso de la testoste-
rona presente en el suero reduzcan el crecimiento de los tejidos sensibles a los andrégenos. Por tanto, un eventual
resultado positivo en el bioensayo de Hershberger debe evaluarse normalmente aplicando un planteamiento de
ponderacién de las pruebas, con inclusion de ensayos in vitro, tales como los ensayos de uni6n alRAy a los recep-
tores estrogénicos (RE) y los correspondientes ensayos de activacion de la transcripcién, o con otros ensayos in vivo
que examinen tejidos diana androgénicos similares, tales como el ensayo sobre la pubertad con machos, el ensayo
con machos adultos intactos de 15 dias, o los estudios con administracion continuada de 28 o de 90 dias.
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9.  La experiencia indica que los andrégenos xenobidticos son mads raros que los antiandrégenos xenobidticos. Puede
esperarse, pues, que el bioensayo de Hershberger se utilice con mds frecuencia para el cribado de antiandrégenos.
No obstante, el procedimiento de ensayo de andrégenos podria recomendarse para sustancias esteroideas o simi-
lares, o para sustancias de las cuales se haya deducido una indicacién de posibles efectos androgénicos con los
métodos que figuran en los niveles 1 o 2 del marco conceptual (apéndice 2). Del mismo modo, en los ensayos de
nivel 5 se pueden observar efectos adversos asociados con perfiles (anti)androgénicos, lo que hace necesario
evaluar si una sustancia actda siguiendo un modo de accién endocrino.

10.  Se acepta que todos los procedimientos en los que se utilicen animales deben atenerse a las normas locales de
tratamiento de animales; las descripciones de tratamiento y atencién de animales recogidas mds adelante consti-
tuyen requisitos minimos de comportamiento, y quedardn anuladas por las normas locales, tales como la Direc-
tiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la proteccion de
los animales utilizados para fines cientificos (26). La OCDE proporciona mds orientaciones sobre el tratamiento
compasivo de los animales (17).

11.  Como en cualquier bioensayo con animales de experimentacién, debe prestarse una atencion especial a la nece-
sidad de llevar a cabo el estudio. Basicamente, puede haber dos motivos para tomar una decisién de ese tipo:

— un elevado potencial de exposicién (nivel 1 del marco conceptual) o indicios de (anti)androgenicidad en
ensayos in vitro (nivel 2) que avalen la realizacién de investigaciones sobre si estos efectos pueden producirse
in vivo;

— efectos concordantes con (anti)androgenicidad en ensayos in vivo de los niveles 4 o 5 que avalen la realizacién
de investigaciones sobre el modo de accién especifico, por ejemplo para determinar si los efectos se deben a
una mecanismo (anti)androgénico.

12.  Las definiciones utilizadas en el presente método se recogen en el apéndice 1.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

13.  El bioensayo de Hershberger consigue su sensibilidad utilizando machos con una produccién minima de andré-
genos endbgenos. Esto se logra mediante el uso de machos castrados, siempre que se deje pasar un plazo razo-
nable tras la castracion para que los tejidos diana puedan retroceder a un peso de referencia minimo y uniforme.
De esta manera, cuando se efectda un cribado de la posible actividad androgénica, se encuentran bajos niveles
endégenos de andrdgenos circulantes, que el eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas es incapaz de compensar por meca-
nismos de retroalimentacién, se maximiza la capacidad de los tejidos para responder, y se minimiza la variabilidad
del peso inicial de los tejidos. Cuando se efectda un cribado de la posible actividad antiandrogénica, puede
lograrse un aumento mds sistemético del peso de los tejidos a la hora de estimularlos con un andrégeno de refe-
rencia. En consecuencia, el bioensayo de Hershberger exige solo 6 animales por grupo de dosis, mientras que en
otros ensayos con machos ptberes o adultos intactos se sugiere la utilizacién de 15 animales por grupo de dosis.

14. La castracién de las ratas machos peripuberales debe realizarse de manera adecuada, utilizando anestesia y un
procedimiento aséptico. Deben administrarse analgésicos en los primeros dias tras la operacién para eliminar las
molestias posquirtirgicas. La castracién mejora la precisién del ensayo para detectar andrégenos y antiandrégenos
débiles al eliminar los mecanismos compensatorios de retroalimentacién endocrina presentes en los animales
intactos que pueden atenuar los efectos de los andrégenos y antiandrégenos administrados, y al eliminar la gran
variabilidad interindividual de los niveles de testosterona en suero. Por lo tanto, la castracion reduce el ndmero de
animales necesarios para el cribado de estas actividades endocrinas.

15.  Cuando se efectiia un cribado de la posible actividad androgénica, la sustancia problema se administra diariamente
por via oral forzada o por inyeccion subcutdnea durante un periodo de diez dias consecutivos. Las sustancias
problema se administran a un minimo de dos grupos de tratamiento de animales de experimentacién, a razén de
una dosis por grupo. Tras unas 24 horas después de la administracién de la dltima dosis se procede a realizar la
autopsia de los animales. Un aumento estadisticamente significativo en el peso de dos o mds érganos diana de los
grupos a los que se ha administrado la sustancia problema en comparacion con el grupo de control del vehiculo
indica que dicha sustancia es positiva en cuanto a una posible actividad androgénica (véase el punto 60). Los
andrdgenos, como la trembolona, que no pueden reducirse en 5a tienen efectos mds pronunciados en el EABC y
el GP en comparacion con el PT, pero todos los tejidos deben mostrar un aumento del crecimiento.

16.  Cuando se efectiia un cribado de la posible actividad antiandrogénica, la sustancia problema se administra diaria-
mente por via oral forzada o por inyeccién subcutdnea durante un periodo de diez dias consecutivos, a la vez que
se administran por inyeccién subcutdnea dosis diarias de PT (0,2 o 0,4 mg/kg/d). En el programa de validacién se
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determiné que podia utilizarse tanto una dosis de 0,2 como de 0,4 mg/kg/d de PT, ya que ambas eran eficaces
para la deteccién de antiandrégenos, por lo que solo debia seleccionarse una dosis para el ensayo. La sustancia
problema se administra en dosis graduadas a un minimo de tres grupos de tratamiento de animales de experimen-
tacion, a razén de una dosis por grupo. Tras unas 24 horas después de la administracion de la dltima dosis se
procede a realizar la autopsia de los animales. Un descenso estadisticamente significativo en el peso de dos o mds
6rganos diana de los grupos a los que se ha administrado la sustancia problema mads el PT en comparacién con el
grupo de control al que solo se ha administrado el PT indica que dicha sustancia es positiva en cuanto a una
posible actividad antiandrogénica (véase el punto 61).

DESCRIPCION DEL METODO

Seleccion de especies y cepas

17. Larata es la especie utilizada sistematicamente en el bioensayo de Hershberger desde la década de 1930. Aunque
es bioldgicamente verosimil que tanto la rata como el ratén muestren respuestas similares, tras la experiencia de
70 afios con el modelo de la rata se puede afirmar que esta es la especie preferida para el bioensayo de Hersh-
berger. Ademds, como los datos del bioensayo de Hershberger pueden servir de datos preliminares para un estudio
multigeneracional a largo plazo, es posible utilizar en ambos estudios animales de la misma especie, cepa y
origen.

18.  El presente protocolo permite a los laboratorios seleccionar la cepa de rata que vaya a utilizarse en el ensayo y
que, por lo general, debe ser la utilizada habitualmente por el laboratorio participante. Pueden utilizarse cepas de
rata de uso comiin en laboratorios; sin embargo, no deben utilizarse cepas que tarden bastante mds de 42 dfas en
madurar, ya que la castracién de estos machos a los 42 dias puede impedir el pesaje del glande del pene, que solo
puede llevarse a cabo después de que el prepucio se haya separado del cuerpo del pene. Asi pues, no deben utili-
zarse cepas de rata derivadas de la Fisher 344, salvo en casos especiales. La rata Fisher 344 tiene un calendario de
desarrollo sexual diferente del de otras cepas utilizadas habitualmente, como son la Sprague Dawley o la Wistar
(16). Si va a utilizarse dicha cepa, el laboratorio debe castrar los animales a una edad levemente superior y ha de
poder demostrar la sensibilidad de la cepa empleada. El laboratorio debe indicar claramente las razones que justifi-
quen la eleccién de la cepa de rata. Cuando el ensayo de cribado pueda utilizarse como preliminar para un estudio
de la toxicidad oral con administracién continuada, para un estudio de la toxicidad para la reproduccién y el desa-
rrollo, o para un estudio a largo plazo, deberdn utilizarse preferentemente en todos los estudios animales de la
misma cepa y del mismo origen.

Condiciones de alojamiento y alimentacion

19. Todos los procedimientos deben atenerse a todas las normas locales de tratamiento de animales de laboratorio.
Estas descripciones de tratamiento y atencién de animales constituyen los requisitos minimos, y quedan anuladas
por normas locales de cardcter mds estricto, tales como la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del
Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la proteccién de los animales utilizados para fines cienti-
ficos (26). El local de los animales de experimentacion ha de estar a una temperatura de 22 °C (con una oscilacion
aproximada de + 3 °C). La humedad relativa debe ser como minimo del 30 % y de preferencia no exceder del 70 %,
salvo durante la limpieza del local. El objetivo debe ser conseguir una humedad relativa del 50-60 %. La ilumina-
cién debe ser artificial. La secuencia diaria de iluminacién debe ser de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

20. El alojamiento en grupo es preferible al aislamiento, debido a la corta edad de los animales y al hecho de que las
ratas son animales sociales. El alojamiento de dos o tres animales por jaula evita el hacinamiento y el estrés que
este conlleva y que pueden interferir con el control hormonal del desarrollo de los tejidos sexuales secundarios.
Las jaulas deben limpiarse a fondo para eliminar los posibles contaminantes presentes y se colocan de manera que
los posibles efectos debidos a la puesta de los animales en las mismas sean minimos. Con unas jaulas del tamafio
adecuado (~ 2 000 cm?) se evitard el hacinamiento.

21. Cada animal debe identificarse inequivocamente (por ejemplo, etiqueta o marca auricular) utilizando un método
incruento. Debe consignarse el método de identificacion.

22.  Debe darse una dieta de laboratorio y agua de bebida ad libitum. Los laboratorios que efectiien el bioensayo de
Hershberger deben utilizar la dieta que apliquen normalmente en sus tareas de ensayo de sustancias. En los estu-
dios de validacién del bioensayo no se observaron efectos ni variabilidad que pudieran atribuirse a la dieta. Se
registrard la dieta utilizada y se conservard una muestra de la dieta de laboratorio para posibles futuros analisis.

Criterios de comportamiento en relaciéon con el peso de los 6rganos sensibles a los andrégenos

23.  Durante el estudio de validacién, no se encontraron indicios de que una disminucién del peso corporal afectara
incrementando o disminuyendo el aumento del peso de los tejidos diana (es decir, los que deben pesarse en este
estudio).
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24.  Entre las diferentes cepas de rata utilizadas con éxito en el programa de validacion, el peso de los érganos sensi-
bles a los andrégenos es mayor en las cepas de rata mds pesadas que en las mds ligeras. Por tanto, los criterios de
comportamiento del bioensayo de Hershberger no incluyen ningtin valor absoluto previsto del peso de los
6rganos de los controles positivos ni de los negativos.

25.  Como el coeficiente de variacién (CV) de un tejido tiene una relacién inversa con la potencia estadistica, los crite-
rios de comportamiento del bioensayo de Hershberger se basan en unos valores maximos del CV de cada tejido
(cuadro 1). Los CV proceden de los estudios de validacién de la OCDE. En caso de resultados negativos, los labo-
ratorios deben examinar los CV del grupo de control y del grupo tratado con la dosis mas elevada para deter-
minar si se ha respetado el criterio de comportamiento relativo al CV mdximo.

26.  El estudio deberd repetirse cuando: 1) tres o mas de los diez posibles CV individuales de los grupos de control y
de dosis mds elevada superen los mdximos indicados para los estudios de agonistas y de antagonistas en el
cuadro 1, y 2) al menos dos tejidos diana hayan sido marginalmente significativos, es decir, con valores r entre
0,05y 0,10.

Cuadro 1

CV méximos autorizados para los tejidos sexuales secundarios diana, determinados con el modelo de
ratas castradas en los estudios de validacién de la OCDE ().

Tejido Efectos antiandrogénicos Efectos androgénicos
Vesiculas seminales 40 % 40 %
Prostata ventral 40 % 45 %
EABC 20 % 30 %
Glandulas de Cowper 35 % 55 %
Glande del pene 17 % 22%
PROCEDIMIENTO

Cumplimiento de la normativa y verificacién del laboratorio

27. A diferencia del ensayo uterotréfico (capitulo B.54 del presente anexo), con el bioensayo de Hershberger no es ne-
cesario demostrar la competencia del laboratorio antes del inicio del estudio, ya que se llevan a cabo, como parte
integrante del ensayo, controles concurrentes positivos (propionato de testosterona y flutamida) y negativos.

Nimero y estado de los animales

28.  Cada grupo tratado y de control debe incluir un minimo de 6 animales. Esto se aplica a los protocolos tanto con
andrégenos como con antiandrégenos.

Castracion

29.  Debe dejarse un periodo de aclimatacién inicial de varios dias tras la recepcion de los animales a fin de garantizar
que estos estdn sanos y se desarrollan bien. Como es posible que los animales castrados antes de tener 42 dias de
edad, es decir, antes del dia postnatal (DPN) 42, no presenten la separacion del prepucio, hay que castrar a los
animales el DPN 42 o después, pero no antes. Los animales se castran bajo anestesia haciendo una incisién en el
escroto y eliminando ambos testiculos y epididimos, con ligadura de los vasos sanguineos y de los conductos
seminiferos. Tras confirmar que no se estd produciendo ninguna hemorragia, ha de cerrarse el escroto con sutura
o con autoclips. Durante los primeros dias después de la operacion, deben administrarse a los animales analgé-
sicos para paliar las molestias debidas a la misma. Si los animales castrados se adquieren de un proveedor de
animales, este debe garantizar la edad de los animales y su fase de madurez sexual.

(") El CV umbral para un determinado tejido se obtuvo a partir de un gréfico de valores de CV —ordenados de menor a mayor de
forma secuencial— de todas las medias de todos los experimentos del ejercicio de validacion con un modelo especifico (agonista o
antagonista). El CV umbral se lee en el punto en que los incrementos entre los CV siguientes mds elevados de la serie son mucho
mds grandes que entre los CV anteriores mds préximos, es decir, en el “punto de ruptura”. Cabe sefialar que, aunque este andlisis
identificé “puntos de ruptura” relativamente fiables en el caso del modelo del ensayo para antagonistas, las curvas de CV en el ensayo
para agonistas mostraron un aumento mds uniforme, por lo que la identificacién de un CV umbral por este método tiene algo de
arbitrario en el dltimo caso.
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Aclimatacién tras la castracion

30. Los animales deben continuar la aclimatacion a las condiciones del laboratorio para que retrocedan los pesos de
los tejidos diana, durante un minimo de 7 dias a partir de la castracién. Es preciso observar a diario a los
animales, y deben suprimirse los animales que presenten signos de enfermedad o anomalias fisicas. Por tanto, el
tratamiento con la sustancia problema puede comenzar como muy pronto el dia DPN 49, y como muy tarde
el DPN 60. La edad a la que se efectia la autopsia no debe superar el DPN 70. Esta flexibilidad permite al labora-
torio programar con eficacia las tareas experimentales.

Peso corporal y aleatorizacion de los grupos

31. Las diferencias en el peso corporal de los distintos animales son una fuente de variabilidad de los pesos de los
tejidos, tanto dentro de cada grupo como entre los distintos grupos de animales. El aumento de la variabilidad del
peso de los tejidos provoca un aumento del coeficiente de variaciéon (CV) y disminuye la potencia estadistica del
ensayo (a veces denominada sensibilidad del ensayo). Por consiguiente, las variaciones de peso corporal deben
estar controladas, tanto de manera experimental como estadistica.

32.  El control experimental implica que sean pequefias las variaciones del peso corporal dentro de los grupos de
estudio y entre ellos. En primer lugar, deben evitarse los animales excepcionalmente grandes o pequefios y no
incluirlos en la cohorte del estudio. Al inicio del estudio, la variacién de peso de los animales empleados no debe
exceder de * 20 % del peso medio (por ejemplo, 175g + 35 g en el caso de las ratas peripuberales castradas). En
segundo lugar, los animales deben asignarse a los grupos (tanto de control como de tratamiento) mediante distri-
bucion aleatorizada de los pesos, de forma que la media del peso corporal de cada grupo no sea estadisticamente
diferente de la de los demds grupos. Debe consignarse debidamente el procedimiento de aleatorizacién por
bloques utilizado.

33. Debido a que la toxicidad puede reducir el peso corporal de los grupos tratados en relaciéon con el grupo de
control, puede emplearse como covariable estadistica el peso corporal en el primer dia de la administracion de la
sustancia problema, en lugar del peso corporal en el momento de la autopsia.

Posologia

34.  Con el fin de establecer si una sustancia problema puede tener accién androgénica in vivo, normalmente es sufi-
ciente con dos grupos tratados con dicha sustancia y un grupo de control positivo y otro de control negativo (ve-
hiculo) (véase el punto 43), por lo que este disefio es el preferido por razones de bienestar de los animales. Si la
finalidad es obtener una curva dosis-respuesta o bien extrapolar a dosis mds bajas, son necesarios al menos tres
grupos tratados. Si hace falta obtener informacién mds alld de la identificacién de una actividad androgénica (tal
como una estimacion de la potencia), debe considerarse una posologia diferente. Para hacer un ensayo de antian-
drégenos, se administra la sustancia problema junto con un agonista androgénico de referencia. Debe utilizarse
un minimo de 3 grupos de ensayo con dosis diferentes de la sustancia problema, y un control positivo y otro
negativo (véase el punto 44). A excepcién de la administracién de la sustancia problema, los animales del grupo
de control deben tratarse de la misma manera que los de los grupos de ensayo. Si se utiliza un vehiculo para la
administracién de la sustancia problema, el grupo de control debe recibir el mayor volumen de vehiculo utilizado
con los grupos de ensayo.

35. Todas las dosis deben proponerse y seleccionarse teniendo en cuenta la eventual toxicidad existente y los datos
cinéticos o toxicocinéticos disponibles en relacién con la sustancia problema o productos afines. La dosis mds alta
debe tener en cuenta, en primer lugar, la DL, y la informaci6n disponible sobre la toxicidad aguda, a fin de evitar
la muerte, el sufrimiento intenso o el malestar de los animales (17)(18)(19)(20) y, en segundo lugar, la informa-
cién disponible sobre las dosis utilizadas en los estudios de toxicidad crénica y subcrénica. En general, la dosis
mds alta no debe provocar una reduccién del peso corporal final de los animales mayor del 10 % del peso de
control. La dosis mds alta debe ser o bien 1) la dosis mds alta que garantice la supervivencia de los animales y que
no implique toxicidad significativa ni malestar para los animales después de 10 dias consecutivos de administra-
cién de la sustancia hasta una dosis mdxima de 1 000 mg/kg/d (véase el punto 36), o bien 2) una dosis que
induzca efectos (anti)androgénicos, si esta es inferior. Como ensayo de cribado, es aceptable en general utilizar
grandes intervalos entre las distintas dosis, como, por ejemplo, de media unidad logaritmica, correspondiente a un
factor de progresién de las dosis de 3,2, o incluso de una unidad logaritmica. Si no se dispone de datos apro-
piados, puede realizarse un estudio de determinacién de la gama de dosis (véase el punto 37), con el fin de ayudar
a determinar las dosis convenientes.

Dosis limite

36.  Si mediante un ensayo con la dosis limite de 1 000 mg/kg de peso corporal al dia y con una dosis menor utili-
zando los procedimientos descritos para el presente estudio no se consigue provocar un cambio estadisticamente
significativo del peso de los 6rganos genitales, puede considerarse que no hace falta aplicar otras dosis diferentes.
La dosis limite es aplicable siempre, excepto cuando haya datos de exposicién humana que indiquen la necesidad
de utilizar una dosis superior.
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Consideraciones para la determinacion de la gama de dosis

37.  En caso de necesidad, puede llevarse a cabo con unos pocos animales un estudio previo de determinacién de la
gama de dosis, a fin de seleccionar los grupos de dosis adecuados [utilizando los métodos de ensayo de la toxi-
cidad aguda (capitulos B.1 bis, B.1 tris del presente anexo (27), OCDE TG 425 (19))]. El objetivo en el caso del
bioensayo de Hershberger es seleccionar las dosis que garanticen la supervivencia y que no impliquen toxicidad
significativa ni malestar para los animales después de diez dias consecutivos de administracion de la sustancia
hasta una dosis limite de 1 000 mg/kg/d como se indica en los puntos 35 y 36. A este respecto, puede utilizarse
el documento de orientacién de la OCDE (17), donde se definen los signos clinicos indicativos de toxicidad o de
malestar de los animales. Cuando sea posible en este estudio de determinacién de la gama de dosis, tras adminis-
trar la sustancia durante diez dias, pueden extraerse los tejidos diana y pesarse, una vez hayan transcurrido unas
24 horas desde la administracién de la dltima dosis. Estos datos podrian utilizarse posteriormente para contribuir
a la seleccién de las dosis del estudio principal.

Sustancias de referencia y vehiculo

38.  El agonista androgénico de referencia debe ser el propionato de testosterona (PT), n° CAS 57-82-5. La dosis de
referencia del PT puede ser o bien 0,2 mg/kg-pc/d o bien 0,4 mg/kg-pc/d. El antagonista androgénico de referencia
debe ser la flutamida (FT), n° CAS 1311-84-7. La dosis de referencia de la FT debe ser 3 mg/kg-pc/d y la FT debe
administrarse conjuntamente con la dosis de referencia del PT.

39.  Siempre que sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de una solucién o suspension
acuosa. Sin embargo, dado que muchos ligandos androgénicos o sus precursores metabolicos tienden a ser hidré-
fobos, el enfoque mds comdn es el uso de una solucién o suspension oleosa (por ejemplo, en aceite de maiz, de
cacahuete, de sésamo o de oliva). Las sustancias problema pueden disolverse en una cantidad minima de etanol
al 95 % u otro disolvente adecuado, y diluirse en el vehiculo del ensayo hasta alcanzar las concentraciones finales
de trabajo. Deben conocerse las caracteristicas toxicas del disolvente, y este debe someterse a ensayo por separado,
en un grupo de control al que se administre solo el disolvente. Si la sustancia problema se considera estable, es
posible recurrir a un calentamiento suave y a una accién mecdnica vigorosa para ayudar a disolverla. Debe deter-
minarse la estabilidad de la sustancia problema en el vehiculo. Si la sustancia problema es estable a lo largo de
todo el estudio, puede prepararse una sola alicuota inicial de ella, y después preparar cada dia las diluciones espe-
cificadas para la administracién, con cuidado para evitar la contaminacion y el deterioro de las muestras.

Administracion de las dosis

40. El PT debe administrarse por inyeccion subcutdnea, y la FT por via oral forzada.

41.  La sustancia problema se administra por via oral forzada o por inyeccién subcutdnea. A la hora de elegir la via de
administracién debe considerarse el bienestar de los animales y las propiedades fisicoquimicas de la sustancia
problema. Ademds, deben tenerse en cuenta aspectos toxicoldgicos como la pertinencia para la via de exposicién
humana a la sustancia (por ejemplo, via oral forzada para simular la ingestion, inyeccién subcutdnea para simular
la inhalacién o la adsorcién cutdnea), y la informacion toxicoldgica disponible y los datos sobre metabolismo y
cinética (por ejemplo, necesidad de evitar el metabolismo de primer paso, mayor eficacia a través de una via
concreta), antes de iniciar amplios ensayos a largo plazo si se obtienen resultados positivos por inyeccion.

42.  Los animales deben recibir las dosis de la misma manera y con la misma secuencia temporal durante diez dias
consecutivos, con unos intervalos aproximados de 24 horas. El nivel de dosis debe ajustarse diariamente sobre la
base de las medidas diarias del peso corporal tomadas de forma paralela. El volumen de las dosis y el momento
en que se administren deben registrarse cada dia de la exposicién. Debe tenerse cuidado de no sobrepasar la dosis
méxima descrita en el punto 35, para que se pueda hacer una interpretacion significativa de los datos. A este
respecto, deben evaluarse a fondo una eventual reduccién de peso corporal, la presencia de signos clinicos y otras
observaciones. En el caso de la via oral forzada, debe utilizarse una sonda gdstrica o una cdnula de intubacién
adecuada. El volumen méximo de liquido que puede administrarse en una sola vez depende del tamafio del animal
utilizado. Deben seguirse las normas locales de tratamiento de animales, pero el volumen no debe superar los
5 ml/kg de peso corporal, salvo en el caso de las soluciones acuosas, con las que pueden utilizarse 10 ml/kg de
peso corporal. En el caso de las inyecciones subcutdneas, las dosis deben administrarse en las regiones dorsoesca-
pular o lumbar con una aguja estéril (por ejemplo, de calibre de 23 0 25 G) y una jeringuilla de tuberculina. Es
opcional rasurar el lugar de la inyeccién. Deben registrarse los eventuales vertidos, las fugas en el punto de inyec-
cién o la administracién incompleta de la sustancia problema. El volumen total inyectado por rata al dfa no debe
superar los 0,5 ml/kg de peso corporal
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Procedimientos especificos para los agonistas androgénicos

43.  Para el ensayo de agonistas androgénicos, el vehiculo es el control negativo y el grupo tratado con PT es el control
positivo. La actividad bioldgica caracteristica de los agonistas androgénicos se somete a ensayo administrando las
dosis seleccionadas de la sustancia problema a los grupos de tratamiento durante 10 dias consecutivos. Los pesos
de los cinco tejidos sexuales secundarios de los grupos a los que se administra la sustancia problema se comparan
con los del grupo del vehiculo para detectar un eventual aumento estadisticamente significativo del peso.

Procedimientos especificos para los antagonistas androgénicos y para los inhibidores de la 5a-reductasa

44.  En el ensayo de antagonistas androgénicos y de inhibidores de la 5a-reductasa, el grupo tratado con PT es el
control negativo, y el grupo al que se administran conjuntamente las dosis de referencia de PT y de FT es el
control positivo. La actividad biolbgica caracteristica de los antagonistas androgénicos y de los inhibidores de la
Sa-reductasa se somete a ensayo administrando una dosis de referencia de PT y la sustancia problema durante
10 dias consecutivos. Los pesos de los cinco tejidos sexuales secundarios de los grupos a los que se administra
el PT mds la sustancia problema se comparan con los del grupo de referencia al que se administra solo el PT para
detectar un eventual descenso estadisticamente significativo del peso.

OBSERVACIONES

Observaciones clinicas

45.  Deben hacerse observaciones clinicas generales al menos una vez al dia, y con mds frecuencia si se aprecian signos
de toxicidad. Las observaciones deben llevarse a cabo preferentemente a la misma hora cada dia y teniendo en
cuenta el periodo previsto de efecto maximo tras la administracion. Todos los animales deben observarse para
registrar su mortalidad y morbilidad y los signos clinicos generales, tales como cambios en el comportamiento, la
piel, el pelo, los ojos, las mucosas, la presencia de secreciones y excreciones, y la actividad neurovegetativa (por
ejemplo, lagrimeo, piloereccion, tamafio de la pupila, respiracion anémala, etc.).

46.  Todos los animales hallados muertos deben retirarse y eliminarse sin mds analisis de los datos. La eventual morta-
lidad de los animales antes de la autopsia debe incluirse en el registro del estudio, junto con los motivos aparentes
de la mortalidad. Los animales moribundos deben sacrificarse de forma compasiva. Los animales que se encuen-
tren moribundos y se sacrifiquen posteriormente deben incluirse en el registro del estudio con los motivos
aparentes de la morbilidad.

Peso corporal y consumo de alimentos

47.  Todos los animales deben pesarse diariamente con precision de 0,1 g, empezando justo antes de que se inicie el
tratamiento, es decir, cuando los animales se asignan a los grupos. Con cardcter optativo, es posible medir por
jaula la cantidad de alimentos consumidos durante el periodo del tratamiento, pesando los alimentadores. Los
resultados del consumo de alimentos deben expresarse en gramos por rata y por dia.

Diseccién y pesaje de los tejidos y 6rganos

48.  Aproximadamente 24 horas después de la Gltima administracion de la sustancia problema, las ratas deben sacrifi-
carse y desangrarse segin los procedimientos normales del laboratorio correspondiente, y debe efectuarse la auto-
psia. El método de sacrifico compasivo debe registrarse en el informe del laboratorio.

49. Lo ideal es que el orden de la autopsia se aleatorice entre los distintos grupos para evitar una progresion directa
de los grupos de mds dosis a los de menos (o viceversa), que podria afectar a los datos. Debe registrarse y comuni-
carse cualquier observacién que se haga en la autopsia, es decir, las eventuales alteraciones patoldgicas o lesiones
visibles.

50. Han de pesarse los cinco tejidos sensibles a los andrégenos (PV, VS, EABC, GCW, GP). Estos tejidos deben
extraerse y limpiarse cuidadosamente retirando el exceso de tejidos y de grasa adheridos; a continuacion se deter-
mina su peso fresco (sin fijar). Cada tejido debe manipularse con especial cuidado para evitar la pérdida de
liquidos y la desecacion, que pueden introducir errores significativos y aumentar la varjabilidad al reducir los
pesos registrados. Algunos de los tejidos pueden ser muy pequefios o dificiles de extraer, lo que aumenta
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la variabilidad. Por lo tanto, es importante que las personas que lleven a cabo la diseccion de los tejidos sexuales
secundarios estén familiarizadas con los procedimientos normalizados de esta diseccién. La OCDE ha publicado
un manual de procedimientos normalizados de trabajo (PNT) para la disecciéon (21). Una formacién cuidadosa,
siguiendo la guia de PNT, reducird al minimo esta fuente potencial de variacion del estudio. Idealmente, el mismo
disector debe encargarse de la diseccion de un determinado tejido para eliminar las diferencias interindividuales en
el tratamiento de los tejidos. Si esto no es posible, la autopsia debe disefiarse de manera que cada disector extraiga
un determinado tejido de todos los grupos de tratamiento, en lugar de que una sola persona extraiga todos los
tejidos de un grupo de control, mientras que otra persona se encarga de los grupos tratados. Cada uno de los
tejidos sexuales secundarios debe pesarse, sin secarse previamente, con precision de 0,1 mg, y se registran los
pesos de cada animal.

51.  Algunos de los tejidos pueden ser muy pequefios o dificiles de extraer, lo que aumenta la variabilidad. En trabajos
anteriores se ha indicado una banda de coeficientes de variacién (CV) que parece diferir segiin la competencia del
laboratorio. En unos pocos casos, se han observado dentro de un mismo laboratorio grandes diferencias en el
peso absoluto de tejidos como la PV y las GCW.

52.  También pueden pesarse, con cardcter opcional, el higado, la pareja de rifiones y la de cdpsulas suprarrenales.
También estos organos se deben limpiar para quedar libres del eventual tejido conjuntivo y de la grasa adheridos.
El higado debe pesarse y el resultado registrarse con precision de 0,1 g, y la pareja de rifiones y la de capsulas
suprarrenales con precision de 0,1 mg. El higado, los rifiones y las cdpsulas suprarrenales son sensibles no solo a
los andrégenos, sino que también proporcionan indicios ttiles sobre la toxicidad sistémica.

53.  Es opcional la medicién de la concentracién en el suero de la hormona luteinizante (LH), de la hormona folicu-
loestimulante (FSH) y de la testosterona (T). Los niveles de T en suero son dtiles para determinar si la sustancia
problema activa el metabolismo hepdtico de la testosterona, lo que reducirfa dichos niveles. Sin los datos de la T,
podria parecer que este efecto se debe a un mecanismo antiandrogénico. Los niveles de LH proporcionan informa-
cién sobre la capacidad de una sustancia antiandrogénica no solo de reducir el peso de los 6rganos, sino también
de afectar a la funcién hipotaldmico-hipofisaria, lo que en estudios a largo plazo puede inducir tumores de
testiculo. La FSH es una hormona importante para la espermatogénesis. La mediciéon de los niveles en suero
de T4 y T3 también es opcional y aporta informacién suplementaria util sobre la capacidad de alterar la homeos-
tasis de la hormona tiroidea. Si se van a medir los niveles hormonales, las ratas deben anestesiarse antes de la
autopsia y se les toma sangre por puncion cardiaca; el método de la anestesia debe seleccionarse con cuidado para
que no afecte a la medicién hormonal. Deben registrarse el método de preparacién del suero, el origen del equipo
del radioinmunoanalisis o de otros equipos de medicién, los métodos analiticos y los resultados. Los niveles de
LH deben indicarse en ng/ml de suero, y la T también debe indicarse en las mismas unidades.

54.  La diseccion de los tejidos se describe a continuacion, y se basa en una guia de diseccién pormenorizada con foto-
graffas, publicada como material suplementario incluido en el programa de validacion (21). En la pagina web del
organismo oficial de alimentos y medicamentos de Corea se encuentra también un video sobre la diseccién (22).

— Con la superficie ventral del animal hacia arriba, se determina si el prepucio se ha separado del glande del
pene. En caso positivo, se retrae el prepucio y se extrae el glande del pene, se pesa (con precision de 0,1 mg) y
se registra el peso.

— Se abren la piel y la pared abdominal, exponiendo las visceras. Si se pesan los 6rganos opcionales, se extrae el
higado y se pesa con precisién de 0,1 g, se extraen el estomago y los intestinos, se extraen la pareja de rifiones
y la de cdpsulas suprarrenales y se pesan con precisién de 0,1 mg. Esta extraccion deja expuesta la vejiga y
permite la diseccién de los tejidos secundarios masculinos diana.

— Para extraer la PV, hay que separar la vejiga de la capa muscular ventral cortando el tejido conjuntivo a lo
largo de la linea media. Se desplaza la vejiga hacia adelante, en el sentido de las vesiculas seminales (VS), lo
que deja a la vista los l6bulos izquierdo y derecho de la préstata ventral (cubiertos por una capa de grasa). Se
separa cuidadosamente la grasa de los l6bulos derecho e izquierdo de la PV. Se desplaza suavemente el 16bulo
derecho de la PV respecto a la uretra y se separa de esta mediante un corte. Sosteniendo atin el lébulo derecho
de la PV, se desplaza suavemente el 16bulo izquierdo respecto a la uretra y luego se separa mediante un corte;
pesar con precisién de 0,1 mg y registrar el peso.

— Para extraer la vesicula seminal con las glindulas coagulantes (VSGC), se desplaza la vejiga hacia la cola,
dejando asi a la vista los conductos deferentes y los 16bulos derecho e izquierdo de las vesiculas seminales mads
las glandulas coagulantes. Para evitar fugas de liquido se fija una pinza hemostdtica en la base de la VSGC,
donde el conducto deferente se une a la uretra. Se extrae cuidadosamente la VSGC, sin retirar la pinza hemos-
tatica se limpia de la grasa y de los elementos anejos, se coloca en una navecilla de pesaje ya tarada, se quita la
pinza, se pesa con precision de 0,1 mg y se registra el peso.
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— Para extraer el musculo elevador del ano més el musculo bulbocavernoso (EABC), se exponen estos misculos
y la base del pene. Los musculos EA envuelven el colon, mientras que los miisculos EA anterior y BC se fijan
a los bulbos del pene. Se eliminan la piel y los elementos anejos de la regién perianal que va desde la base del
pene hasta el extremo anterior del ano. Los musculos BC se van cortando gradualmente a partir del bulbo del
pene y de los demds tejidos. El colon se corta en dos y asi puede diseccionarse y extraerse el conjunto de los
EABC. Los EABC deben limpiarse de la grasa y elementos anejos y pesarse con precision de 0,1 mg; el peso se
registra.

— Después de haberse retirado los EABC, pueden verse las glindulas de Cowper redondas o glandulas bulboure-
trales (GCW), en la base de los bulbos del pene, en posicidén ligeramente dorsal. Es necesario prestar atencidén
en la diseccién para no cortar la fina cdpsula y evitar asi que se escape el liquido contenido. Pesar la pareja de
GCW con precisién de 0,1 mg y registrar el peso.

— Ademds, debe indicarse si se escapa algun liquido de cualquier glindula durante la autopsia y diseccién.

55.  En caso de que la evaluacién de cada sustancia requiera la autopsia de mds animales de lo que sea razonable para
un solo dfa, el inicio del estudio podrd escalonarse en dos dias consecutivos, con lo que se conseguird escalonar
en dos dias la autopsia y el trabajo correspondiente. Al aplicar este escalonamiento, hay que usar cada dia la mitad
de los animales por grupo de tratamiento.

56. Los caddveres deben eliminarse de manera adecuada tras la realizacion de la autopsia.

INFORME DEL ENSAYO

Datos

57.  Los datos deben notificarse individualmente (es decir, el peso corporal, el peso de los tejidos sexuales secundarios,
las mediciones opcionales y las otras respuestas y observaciones) y por cada grupo de animales (las medias y
desviaciones tipicas de cada medida). Los datos deben resumirse en forma de cuadro y deben indicar el nimero de
animales al comienzo del ensayo, el de los animales encontrados muertos durante el ensayo o encontrados con
signos de toxicidad, la descripcién de los signos de toxicidad, asi como el momento de aparicion, la duracién y la

gravedad.

58.  El informe final debe contener lo siguiente:

Instalaciones de ensayo

— Nombre de la instalacién y ubicacién
— Director y demds personal del estudio, con sus responsabilidades en el mismo

— Fechas de inicio y final del estudio, es decir, el primer dia de la administracién de la sustancia problema y el
tltimo dia de la autopsia, respectivamente

Sustancia problema

— Origen, ntimero de lote, identidad, pureza, direccién completa del proveedor y caracterizacion de la sustancia
o sustancias problema

— Naturaleza fisica y, en su caso, propiedades fisicoquimicas
— Condiciones de almacenamiento y método y frecuencia de la preparacién de las diluciones
— Eventuales datos obtenidos sobre la estabilidad

— Eventuales andlisis de las soluciones o suspensiones administradas

Vehiculo

— Caracterizacion del vehiculo (identidad, proveedor y niimero de lote)

— Justificacién de la eleccion del vehiculo (si es distinto del agua)

Animales de ensayo y procedimientos de cria de los animales

— Especie y cepa utilizadas y justificacion de la eleccién
— Origen o proveedor de los animales, con la direccion completa

— Namero y edad de los animales proporcionados
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— Condiciones de alojamiento (temperatura, iluminacién, etc.)
— Dieta (denominacién, tipo, proveedor, nimero de lote, contenido, y, si se conocen, niveles de fitoestrogenos)
— Camas (denominacion, tipo, proveedor y contenido)

— Condiciones de alojamiento en las jaulas y niimero de animales de cada jaula.

Condiciones del ensayo

— Edad de los animales en el momento de la castracién y duracién de la aclimatacién una vez castrados
— Peso de cada animal al inicio del estudio (con precision de 0,1 g)

— Proceso de aleatorizacion y registro de la asignacion a los grupos (de control del vehiculo, de referencia, de
tratamiento con la sustancia problema) y a las jaulas

— MEDIA y desviacion tipica de los pesos corporales de cada grupo en cada dia de pesaje a lo largo de todo el
estudio

— Justificacién de la seleccion de las dosis

— Via de administracién de la sustancia problema y justificacion de la eleccién de la via de exposicion
— Si se trata de un ensayo de antiandrogenicidad, el tratamiento con PT (dosis y volumen)

— Tratamiento con la sustancia problema (dosis y volumen),

— Momento de la administraciéon

— Procedimientos de autopsia, incluidos los medios del desangrado y la eventual anestesia

— Si se efecttian andlisis de suero, deben proporcionarse detalles del método. Por ejemplo, si se utiliza el radioin-
munoandlisis (RIA), deben recogerse en el informe el procedimiento de RIA, el origen y la fecha de caducidad
de los equipos de RIA, el procedimiento para el recuento de centelleo, y la normalizacién.

Resultados

— Observaciones diarias de cada animal durante la administracion, incluido lo siguiente:
— Pesos corporales (con precision de 0,1 g)

— Signos clinicos (en su caso)

— Eventual medicién o notas del consumo de alimentos

— Observaciones de la autopsia de cada animal, en particular:
— Fecha de la autopsia

— Grupo de tratamiento de los animales

— Cdbdigo de identificacion del animal

— Disector

— Hora del dia en que se realizan la autopsia y la diseccién
— Edad de los animales

— Peso corporal final en la autopsia, con indicacién de los eventuales aumentos o disminuciones estadistica-
mente significativos

— Orden del sangrado y de la diseccion de los animales en la autopsia

— Pesos de los cinco tejidos diana sensibles a los andrégenos:

— Prostata ventral (con precision de 0,1 mg)

— Vesiculas seminales mds glandulas coagulantes, incluidos los liquidos (por parejas, con precisién de 0,1 mg)
— Complejo de misculos elevador del ano y bulbocavernoso (con precisién de 0,1 mg)

— Gléndulas de Cowper (peso fresco — por parejas, con precision de 0,1 mg)

— Glande del pene (peso fresco, con precision de 0,1 mg)
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— Pesos de los tejidos opcionales, si se determinan:
— Higado (con precisién de 0,1 g)
— Riflones (por parejas, con precisién de 0,1 mg)
— Cépsulas suprarrenales (por parejas, con precision de 0,1 mg)
— Observaciones generales y comentarios
— Andlisis de las hormonas en el suero, si se efectiia:
— LH en suero (opcional — ng por ml de suero), y
— T en suero (opcional — ng por ml de suero)

— Observaciones generales y comentarios

Resumen de los datos

Los datos deben resumirse en forma de cuadro con el tamafio de la muestra de cada grupo, la media del valor, y
el error estindar de la media o la desviacién tipica. Los cuadros deben incluir los pesos corporales en el momento
de la autopsia, los cambios de peso corporal desde el inicio de la administracion de la sustancia hasta la autopsia,
los pesos de los tejidos sexuales secundarios diana, y los eventuales pesos de 6rganos opcionales.

Discusion de los resultados

Andlisis de los resultados

59.  Los pesos corporales y de los 6rganos en el momento de la autopsia deben analizarse estadisticamente en relacién
con caracteristicas tales como la homogeneidad de la varianza, con las adecuadas transformaciones de datos que
puedan ser necesarias. Los grupos de tratamiento deben compararse con un grupo de control, utilizando técnicas
tales como la ANOVA, y a continuacién deben realizarse comparaciones por parejas (por ejemplo, la prueba
unilateral de Dunnett) y aplicarse el criterio de diferencia estadistica, por ejemplo, p < 0,05. Deben sefialarse los
grupos que alcancen significacion estadistica. Sin embargo, deben evitarse los pesos “relativos de 6rganos”, debido
a las hipotesis estadisticas invilidas en que se basa esta manipulacién de datos.

60. En el caso de los agonistas androgénicos, el control debe ser el grupo de ensayo del vehiculo solo. Las caracteris-
ticas del modo de accién de una sustancia problema pueden dar lugar a diferentes respuestas relativas segin los
tejidos; por ejemplo, la trembolona, que no puede sufrir la reduccién 5-alfa, tiene efectos mds pronunciados sobre
los EABC y el GP que el PT. Un aumento estadisticamente significativo (p < 0,05) en los pesos de al menos dos de
los cinco tejidos diana sensibles a los andrdégenos (PV, EABC, GP, GCW y VSGC) debe considerarse como resultado
positivo de accién agonista androgénica, y todos los tejidos diana deben presentar algin grado de aumento del
crecimiento. Puede conseguirse una evaluacién combinada de todas las respuestas de los tejidos de los 6rganos
sexuales secundarios mediante el adecuado andlisis de datos con miltiples variables. Esto podria mejorar el
andlisis, sobre todo en los casos en que es un tnico tejido el que da una respuesta estadisticamente significativa.

61. En el caso de los antagonistas androgénicos, el control debe ser el grupo de ensayo del andrégeno de referencia
(propionato de testosterona solo). Las caracteristicas del modo de accién de una sustancia problema pueden dar
lugar a diferentes respuestas relativas segtin los tejidos; por ejemplo, los inhibidores de la 5-alfa-reductasa, como
la finasterida, tienen efectos mas pronunciados sobre la préstata ventral que sobre otros tejidos, en comparacién
con antagonistas potentes de los RA, como la flutamida. Una reduccion estadisticamente significativa (p < 0,05)
en los pesos de al menos dos de los cinco tejidos diana sensibles a los andrégenos (PV, EABC, GP, GCW y VSGC)
en comparacion con el tratamiento solo con PT debe considerarse como resultado positivo de accion antagonista
androgénica, y todos los tejidos diana deben presentar algiin grado de reduccién del crecimiento. Puede conse-
guirse una evaluacién combinada de todas las respuestas de los tejidos de los 6rganos sexuales secundarios
mediante el adecuado andlisis de datos con mudltiples variables. Esto podria mejorar el andlisis, sobre todo en los
casos en que es un unico tejido el que da una respuesta estadisticamente significativa.

62. Los datos deben resumirse en forma de cuadro con la media, el error estdndar de la media (también podria acep-
tarse la desviacion tipica) y el tamafio de la muestra de cada grupo. También deben incluirse cuadros con los datos
individuales. Deben examinarse los valores individuales y los valores de la media, el error estindar (o desviacion
tipica) y los CV de los datos de los controles para determinar si cumplen los criterios aceptables de coherencia
con los valores histdricos previstos. En caso de que los CV hallados superen los valores de los CV del cuadro 1
(véanse los puntos 25 y 26) relativos a los pesos de los distintos érganos, hay que determinar si hay errores en el
registro o en la introduccion de los datos, o si el laboratorio no domina atn la diseccién con precisién de los
tejidos sensibles a los andrégenos por lo que serfa necesario mejorar la formacién o préctica. Generalmente, los CV
(la desviacion tipica dividida por el peso medio del dérgano) son reproducibles de un laboratorio a otro,
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y de un estudio a otro. Los datos presentados deben incluir al menos: los pesos de la prostata ventral, de las
vesiculas seminales, de los miisculos elevador del ano y bulbocavernoso, de las glindulas de Cowper, del glande
del pene y del higado, los pesos corporales y la variacion del peso corporal desde el inicio de la administracién de
la sustancia hasta la autopsia. Los datos también pueden presentarse después de haber ajustado la covarianza en
funcion del peso corporal, pero ello no debe sustituir a la presentacién de los datos sin ajustar. Ademds, si no se
produce la separacion del prepucio en alguno de los grupos, la incidencia de esta separacién debe registrarse y
compararse estadisticamente con respecto al grupo de control, utilizando la prueba exacta de Fisher.

63. Al verificar la exactitud de los datos introducidos en el ordenador respecto a las fichas originales de datos, es nece-
sario examinar atentamente los valores de peso de los 6rganos que no sean bioldgicamente verosimiles o se
separen en mds de tres desviaciones tipicas de las medias de los grupos de tratamiento, y es posible que tengan
que desecharse tales valores, que probablemente sean errores de registro.

64. La comparacién de los resultados del estudio con los valores de CV de la OCDE (cuadro 1) suele ser un paso
importante en la interpretacién en cuanto a la validez de los resultados del estudio. Deben mantenerse en el labo-
ratorio los datos histéricos de los grupos de control del vehiculo. También deben conservarse en el laboratorio
los datos histéricos de las respuestas a las sustancias positivas de referencia, tales como el PTy la FT. Los laborato-
rios pueden también someter a ensayo periddicamente la respuesta a agonistas y antagonistas androgénicos
débiles conocidos y conservar esos datos. Dichos resultados pueden compararse con los datos disponibles de la
OCDE para garantizar que los métodos del laboratorio proporcionan suficiente precisién y potencia estadisticas.
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Apéndice 1

DEFINICIONES

Androgénico: Término utilizado para describir un efecto positivo sobre el crecimiento de los tejidos sensibles a los
andrdgenos.

Antiandrogenicidad: Capacidad de una sustancia de suprimir la accién del PT en un mamifero.
Sustancia: Sustancia o mezcla.
Fecha de nacimiento: Dia postnatal 0.

Dosis: Cantidad de sustancia administrada. Para el bioensayo de Hershberger, la dosis se expresa en peso de sustancia
problema por unidad de peso corporal del animal sometido al experimento por dia (por ejemplo, mg/kg peso corporal
al dia).

Posologia: Término general que abarca la dosis administrada, y la frecuencia y duracién de la administracion.
Moribundo: Término utilizado para describir a un animal que estd a punto de morir.
Dia postnatal X: Dia n° X de vida a partir de la fecha de nacimiento.

Sensibilidad: Capacidad de un método de ensayo para identificar correctamente las sustancias que tienen la propiedad
objeto del ensayo.

Especificidad: Capacidad de un método de ensayo para identificar correctamente las sustancias que no tienen la
propiedad objeto del ensayo.

Sustancia problema: Toda sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.

Validaciéon: Procedimiento cientifico disefiado para caracterizar las exigencias y limitaciones operativas de un método
de ensayo y demostrar su fiabilidad y pertinencia para un fin particular.



Apéndice 2

Nota: Documento preparado por la Secretarfa del programa de directrices de ensayo sobre la base del acuerdo alcanzado en la 6* reunion del grupo de

trabajo sobre el ensayo y evaluacién de los alteradores endocrinos

Marco conceptual de la OCDE para el ensayo y evaluacién de los alteradores endocrinos

Nivel 1
Clasificacién y asignacién de
prioridades segiin la informacién
existente

— Propiedades fisicas y quimicas; p. ¢j., PM, reactividad, volatilidad, biodegradabilidad
— Exposicion humana y ambiental; p. ¢j., volumen de produccién, vertido, tipos de uso
— Peligro; p. ¢j., datos toxicoldgicos disponibles

Nivel 2
Ensayos in vitro que aporten datos
sobre el mecanismo

— Afinidad de unién a receptores RE,RA,RT

— Activacién transcripcional

— Aromatasa y esteroidogénesis in vitro

— Reconocimientofunién de receptores de
hidrocarburos arilicos

— OSARs

— Cribados previos de alto rendimiento

— Funcién tiroidea

— Ensayo de VTG con hepatocitos de
peces

— Otros (seglin proceda)

Nivel 3
Ensayos in vivo que aporten datos
sobre mecanismos y efectos

— Ensayo uterotréfico (en relacién con

estrogenos)

— Ensayo de VTG (vitelogenina)

— Ensayo de Hershberger (en relacién con

con peces (en relacién con

andrégenos)

estrgenos)

endocrinos tinicos — Funcién hormonal sin mediacién de receptores
— Otros (p. e}., tiroides)
Nivel4 — Directrices de ensayo de la OCDE TG 407

Ensayos in vivo que aporten datos
sobre mecanismos y efectos
endocrinos miltiples

Nivel 5
Ensayos in vivo que aporten datos
sobre efectos de mecanismos
endocrinos y de otros tipos

mejoradas (pardmetros basados en

— Ensayo de histopatologfa

mecanismos endocrinos)

gonadal con peces

— Ensayos con machos y hembras piberes

— Ensayo de metamorfosis de

— Ensayo con machos adultos intactos

— Ensayo de 1 generacién (TG415 mejoradas)
— Ensayo de 2 generaciones (TG416 mejoradas)"

rana

— Ensayo de cribado para la reproduccién (TG421

— Ensayos de ciclos de vida

mejoradas)'

parciales y completos de peces,

— Ensayo de cribado combinado 28

aves, anfibios e invertebrados

diasfreproduccion (TG 422 mejoradas)*

(desarrollo y reproduccion)

'El grupo VMG mamm considerard las posibles mejoras.

VMG mamm: Grupo de gestion de la validacién de ensayos con mamiferos y su evaluacién
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NOTAS RELATIVAS AL MARCO CONCEPTUAL

Nota 1. Es posible entrar en el marco y dejarlo en cualquier nivel, en funcién de la naturaleza de la informacion que se
necesita para la evaluacién del peligro y del riesgo.

Nota 2. En el nivel 5, la ecotoxicologia debe incluir pardmetros que indiquen los mecanismos de los efectos adversos y
los posibles dafios a la poblacion.

Nota 3. Cuando un modelo multimodal cubre varios ensayos de un mismo pardmetro, este modelo puede sustituir a
los ensayos individuales de ese pardmetro.

Nota 4. La evaluacién de cada sustancia debe hacerse caso por caso, teniendo en cuenta toda la informacién disponible,
sin olvidar la funcién de los niveles del marco conceptual.

Nota 5. No debe considerarse que el marco conceptual sea exhaustivo en el momento actual. En los niveles 3, 4y 5 se
incluyen ensayos que estan disponibles o cuya validacion estd en curso. Con respecto a estos tltimos, su inclu-
sién tiene cardcter provisional. Una vez desarrollados y validados, se inscribirdn oficialmente en el marco
conceptual.

Nota 6. No debe considerarse que el nivel 5 incluya solo ensayos definitivos. Se considera que los ensayos incluidos en
este nivel contribuyen a la evaluacién general del peligro y del riesgo.
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B.56. ESTUDIO AMPLIADO DE TOXICIDAD PARA LA REPRODUCCION EN UNA GENERACION

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 443 (2012). Se basa en la
propuesta del comité técnico de evaluacion de la seguridad de las sustancias utilizadas en la agricultura (ACSA),
del Instituto de Ciencias de la Salud y el Medio ambiente (HESI), del Instituto Internacional de Ciencias de la Vida
(ILSI), en relacién con un estudio ampliado de toxicidad para la reproduccién en una generacién F, sobre distintas
fases de la vida, publicado en Cooper et al., 2006 (1). Se han aportado varias mejoras y aclaraciones al disefio del
estudio a fin de darle flexibilidad y de hacer hincapié en la importancia de partir de los conocimientos existentes,
utilizando al mismo tiempo las observaciones en vivo para orientar y adaptar los ensayos. El presente método de
ensayo proporciona una descripcion detallada de la realizacion de un estudio ampliado de toxicidad para la repro-
duccién en una generacién. El método de ensayo describe tres cohortes de animales de la generacién F;:

Cohorte 1: evalta pardmetros de la reproduccion/del desarrollo; esta cohorte puede ampliarse para abarcar una
generacion F,.

Cohorte 2: evaliia el posible impacto de la exposicion a la sustancia sobre el desarrollo del sistema nervioso.

Cohorte 3: evaliia el posible impacto de la exposicion a la sustancia sobre el desarrollo del sistema inmunitario.
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Las decisiones sobre si procede evaluar la segunda generacién y omitir la cohorte de la neurotoxicidad para el
desarrollo o la cohorte de la inmunotoxicidad para el desarrollo deben reflejar los conocimientos existentes sobre
la sustancia que se va a evaluar, asi como las necesidades derivadas de las diversas autoridades normativas. La fina-
lidad del método de ensayo es proporcionar detalles sobre como puede realizarse el estudio y tratar sobre c6mo
hay que evaluar a cada cohorte.

En el documento de orientacién de la OCDE 117 (39) se describe un procedimiento decisorio sobre el desencade-
namiento interno del estudio de la 2¢ generacion, a la intencién de las autoridades normativas que utilizan factores
desencadenantes internos.

Consideraciones iniciales y objetivos

El objetivo principal del estudio ampliado de toxicidad para la reproduccién en una generacién es evaluar ciertas
fases de la vida no cubiertas por otros tipos de estudios de toxicidad y examinar los efectos que se pueden
producir como consecuencia de una exposicion pre y postnatal a la sustancia. Respecto a los pardmetros repro-
ductivos, se prevé que, para detectar los efectos sobre los 6rganos genitales de machos y hembras, se utilice, como
primera etapa y en caso de disponibilidad, la eventual informacién derivada de estudios con administracién conti-
nuada [incluidos los ensayos de cribado de la toxicidad para la reproduccién, como las TG 422 de la OCDE (32)],
o los ensayos de cribado de alteradores endocrinos a corto plazo (por ejemplo, el ensayo uterotréfico -método de
ensayo B.54 (36), y el ensayo de Hershberger -método de ensayo B.55 (37). Esto podria incluir la espermatogé-
nesis (histopatologia testicular) en los machos y los ciclos estrales, los recuentos foliculares/maduraciéon de
ovocitos y la integridad de los ovarios (histopatologia) en las hembras. El estudio ampliado de toxicidad para la
reproduccién en una generacién sirve entonces como ensayo de pardmetros reproductores que exigen la interac-
cion de machos con hembras, de las hembras con los productos de la concepcion, y de las hembras con la prole
y la generacién F, hasta después de la madurez sexual [véase el documento de orientacién de la OCDE 151 en
apoyo de este método de ensayo (40)].

El presente método de ensayo estd disefiado con el objetivo de proporcionar una evaluacion de los efectos pre y
postnatales de las sustancias sobre el desarrollo, asi como una evaluacién completa de la toxicidad sistémica en
las hembras gestantes y lactantes y en los descendientes jovenes y adultos. Mediante el examen detallado de los
principales pardmetros del desarrollo, tales como la viabilidad de la descendencia, la salud neonatal, el grado de
desarrollo al nacer y el desarrollo fisico y funcional hasta la edad adulta, se espera poder identificar los 6rganos
diana especificos de los descendientes. Ademds, el estudio debe facilitar o confirmar la informacion relativa a los
efectos de la sustancia problema sobre la integridad y el comportamiento del aparato reproductor de los adultos,
tanto machos como hembras. De forma especifica, pero sin dnimo de exclusividad, se consideran los pardmetros
siguientes: funcién gonadal, ciclo estral, maduraciéon del esperma epididimario, conducta de apareamiento,
concepcidn, gestacion, parto y lactancia. Ademds, la informacién obtenida de las evaluaciones de la neurotoxi-
cidad para el desarrollo y de la inmunotoxicidad para el desarrollo permitird caracterizar los efectos potenciales
en esos sistemas. Los datos obtenidos de estos ensayos deben permitir la determinacién de los niveles sin efectos
adversos observados (NOAEL), de los niveles mds bajos con efectos adversos observados (LOAEL) o de las dosis
de referencia para los diversos pardmetros, o utilizarse para caracterizar los efectos detectados en anteriores estu-
dios con administracién continuada o servir de orientacién para ensayos posteriores.

En la figura 1 se muestra un esquema del protocolo. La sustancia problema se administra de manera continua en
dosis graduadas a varios grupos de machos y hembras sexualmente maduros. Esta generacion parental (P) recibe
la sustancia durante un periodo determinado antes del apareamiento (seleccionado en funcién de la informacién
disponible sobre la sustancia problema, pero de un minimo de dos semanas) y durante dos semanas del periodo
de apareamiento. Los machos P se siguen tratando por lo menos hasta el destete de la generacién F,. El tiempo
minimo de tratamiento para ellos es de 10 semanas. Pueden tratarse durante mds tiempo si es necesario para
aclarar los efectos sobre la reproduccion. El tratamiento de las hembras P contintia durante la gestacién y lactancia
hasta su sacrificio tras el destete de las camadas (es decir, 8-10 semanas de tratamiento). A los descendientes F, se
les sigue administrando la sustancia problema desde el destete hasta la edad adulta. Si se evalda una segunda gene-
racion [véase el documento de orientacién de la OCDE 117 (39)], la descendencia F, se mantiene bajo tratamiento
hasta el destete de la generacion F,, o hasta la terminacion del estudio.

Se someten todos los animales a observacion clinica y examen patoldgico para detectar signos de toxicidad, insis-
tiendo especialmente en los efectos sobre la integridad y el comportamiento del aparato reproductor de las
hembras y de los machos, y sobre la salud, el crecimiento, el desarrollo y la actividad de los descendientes. En el
momento del destete, se asignan los descendientes seleccionados a los distintos subgrupos (cohortes 1-3, véanse
los puntos 33 y 34 y la figura 1) para efectuar mds investigaciones, incluidas las relativas a la maduracién sexual,
la integridad y el funcionamiento de los 6rganos sexuales, los pardmetros neuroldgicos y conductuales, y el
funcionamiento del sistema inmunitario.

Al realizar el estudio, deben aplicarse los principios y consideraciones bdsicos recogidos en el documento de
orientaciéon de la OCDE n° 19 sobre el reconocimiento, evaluacién y utilizacion de los signos clinicos como pard-
metros de tratamiento compasivo para los animales de experimentacion empleados en las evaluaciones de la segu-

ridad (34).
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9.  Cuando se disponga de un niimero suficiente de estudios para determinar el impacto de este nuevo disefio de
estudio, se revisard el método de ensayo y, en caso necesario, se modificard a la luz de la experiencia adquirida.

Figura 1

Esquema del estudio ampliado de toxicidad para la reproduccién en una generacién

Autopsia de los
animales P
Administracién de la sustancia
Antes del . ;
. Apareamiento Tras el apareamiento
apareamiento
P3 2 semanas 2 semanas 6 semanas
‘ Po ‘ 2 semanas 2 semanas Gestacion Lactancia
Fi Desarrollo intrauterino Antes del destete Tras el destete
Generacién Cohorte Denominacion Bnitmalesleaborte Maduracién | Edad apr9X1mada enla
parental sexual autopsia (semanas)
1A Para la reproduccién 20M+20H Si 13
El objetivo 1B Para la reproduccién 20M+20H Si 14 020-25 siseactiva
esde 20 2A Neurotoxicidad 1I0M+10H@ Si 11-12
camadas 2B Neurotoxicidad 10M+10H®@ No 3
por grupo. 3 Immunotoxicidad 10M+10H@ Si 8
Excedente Reserva No 3

@ un animal por camada, con el total representativo de 20 camadas, cuando sea posible

DESCRIPCION DEL METODO/PREPARACION PARA EL ENSAYO

Animales
Seleccién de la especie y de la cepa de los animales

10.  La eleccion de la especie empleada en el ensayo de toxicidad para la reproduccién tiene que considerarse con dete-
nimiento a la vista de toda la informacién disponible. Sin embargo, debido a la amplitud de los datos previos y a
la comparabilidad con los ensayos de toxicidad general, la rata es normalmente la especie preferida, y los criterios
y recomendaciones formulados en el presente método de ensayo se refieren a esta especie. Si se utiliza otra
especie, debe justificarse, y serd necesario modificar el protocolo. Debe evitarse la utilizacién de cepas que
presenten un bajo indice de fertilidad o una incidencia notoriamente elevada de anomalias espontdneas del desa-
rrollo.

Edad, peso corporal y criterios de inclusion

11.  Deben utilizarse animales parentales sanos, que no se hayan sometido a experimentos previos. Deben estudiarse
tanto machos como hembras, y estas deben ser nuliparas y no gestantes. Los animales P deben ser sexualmente
maduros, de peso similar (dentro de cada sexo) al inicio de la administracién, de edad similar (de unos 90 dias) en
el momento del apareamiento, y representativos de la especie y cepa estudiada. Los animales deben aclimatarse
durante al menos 5 dias después de su llegada. Se asignan aleatoriamente a los grupos de control y de tratamiento
de forma que se obtengan unos valores similares de peso corporal medio de los grupos (es decir, con una desvia-
cién * 20 % de la media).

Condiciones de alojamiento y alimentacion

12.  Ellocal de los animales de experimentacién ha de estar a una temperatura de 22 °C (* 3 °C). La humedad relativa
debe encontrarse entre el 30 y el 70 %, siendo ideal el intervalo del 50-60 %. La iluminacién, artificial, debe fijarse
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a una secuencia de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Pueden utilizarse dietas convencionales de labora-
torio junto con un aporte ilimitado de agua de bebida. Se debe prestar especial atencion al contenido en fitoestré-
genos de la dieta, ya que un nivel elevado de estos fitoestrogenos podria afectar a algunos pardmetros de repro-
duccién. Se recomienda utilizar dietas normalizadas, de composicion abierta, en las que se haya reducido el conte-
nido de sustancias estrogénicas (2)(30). La eleccién de la dieta puede verse influida por la necesidad de garantizar
una mezcla conveniente de la sustancia problema si se administra por este método. Deben determinarse el conte-
nido, la homogeneidad y la estabilidad de la sustancia problema en las dietas. La comida y el agua de bebida deben
analizarse periédicamente para detectar la posible presencia de contaminantes. Deben conservarse en condiciones
apropiadas (por ejemplo, congeladas a — 20 °C) muestras de cada lote de la dieta empleada durante el estudio
hasta la terminacién del informe, por si acaso resultara necesario analizar de nuevo los ingredientes de la dieta.

13.  Los animales se deben alojar en jaulas en pequefios grupos del mismo sexo y grupo de tratamiento. Pueden ser
alojados individualmente, a fin de evitar posibles dafios (por ejemplo, los machos después del periodo de aparea-
miento). El apareamiento debe llevarse a cabo en jaulas adecuadas al efecto. Una vez comprobada la cépula, las
hembras que se supone estdn gestantes se alojan por separado en jaulas de parto o de maternidad, donde se les
aporta material de nidificacién adecuado y definido. Las camadas se alojan con sus madres hasta el destete. Los
animales F, deben alojarse en pequefios grupos del mismo sexo y grupo de tratamiento desde el destete hasta el
sacrificio. Cuando esté cientificamente justificado, los animales pueden alojarse individualmente. El nivel de fitoes-
trégenos contenido en el material de cama seleccionado debe ser minimo.

Niimero e identificacion de los animales

14. Normalmente, cada grupo de ensayo y de control debe contener un nimero suficiente de parejas para conseguir
al menos 20 hembras gestantes por grupo de dosis. El objetivo es conseguir suficientes gestaciones para garantizar
una evaluacion significativa del potencial de la sustancia problema para afectar a la fertilidad, gestacién y compor-
tamiento materno de la generacién P, y al crecimiento y desarrollo de los descendientes F,, desde la concepcion
hasta la madurez. El no conseguir el niimero deseado de hembras gestantes no invalida necesariamente el estudio
y cada caso debe valorarse individualmente, teniendo en cuenta una posible relacién causal con la sustancia
problema.

15. A cada animal P se le asigna un ntmero de identificaciéon tnico antes de que se inicie la administracién de la
sustancia. Si los datos histéricos del laboratorio indican la posibilidad de que una proporcién significativa de las
hembras no presente ciclos estrales regulares (de 4 o 5 dias), se aconseja efectuar una evaluacion de los ciclos
estrales antes del comienzo del tratamiento. También se puede aumentar el tamafio de los grupos para asegurarse
de que al menos 20 hembras de cada grupo tienen ciclos estrales regulares (de 4 o 5 dfas) al inicio del trata-
miento. Todos los descendientes F, se identifican inequivocamente cuando se examinan los neonatos por primera
vez el dia postnatal (DPN) 0 o 1. A lo largo de todo el estudio debe mantenerse un registro donde se indique la
camada de origen de todos los animales de la generacion F, y de la F, en su caso.

Sustancia problema

Informacién disponible sobre la sustancia problema

16.  El examen de la informacién existente es importante para tomar decisiones sobre la via de administracion, la elec-
cién del vehiculo, la seleccion de la especie animal, la seleccion de las dosis y las posibles modificaciones del
calendario de administracién. Por lo tanto, al disefiar el estudio ampliado de toxicidad para la reproduccién en
una generacién debe tomarse en consideracion toda la informacién disponible sobre la sustancia problema, es
decir, sobre sus propiedades fisicoquimicas, toxicocinéticas (incluido el metabolismo especifico de la especie) y
toxicodindmicas, las relaciones estructura-actividad, los procesos metabdlicos in vitro, los resultados de anteriores
estudios de toxicidad y la informacién pertinente sobre andlogos estructurales. Puede obtenerse informacion
preliminar sobre absorcion, distribucién, metabolismo y eliminacién (ADME) y bioacumulacién a partir de la
estructura quimica, los datos fisicoquimicos, el grado de unién a proteinas plasmadticas o los estudios
toxicocinéticos (TC), mientras que los resultados de los estudios de toxicidad dan informacién adicional, por
ejemplo, sobre el NOAEL, el metabolismo o la induccién metabdlica.

Consideracion de los datos toxicocinéticos

17.  Aunque no sean obligatorios, los datos TC de los estudios de determinacion de la gama de dosis o de otro tipo
llevados a cabo previamente son muy ttiles para la planificacion del disefio del estudio, la seleccion de las dosis y
la interpretacion de los resultados. De especial utilidad son los datos que: 1) verifican la exposicién de los fetos y
crias en desarrollo a la sustancia problema (o a sus metabolitos pertinentes), 2) proporcionan una estimacién de
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la dosimetria interna, y 3) evaltian el potencial de saturacién de los procesos cinéticos en funcién de la dosis.
También debe prestarse atencion a los datos toxicocinéticos adicionales de que se disponga, tales como perfiles de
metabolitos, evolucién de la concentracién a lo largo del tiempo, etc. Asimismo, pueden recogerse datos toxicoci-
néticos adicionales durante el estudio principal, siempre que ello no interfiera con la recogida e interpretacion de
los pardmetros principales de dicho estudio.

Como orientacién de cardcter general, los siguientes conjuntos de datos toxicocinéticos pueden ser dtiles en la
planificacién del estudio ampliado de toxicidad para la reproduccién en una generacion:

— Sangre materna y sangre fetal al final de la gestacién (por ejemplo, en el dia de gestacion 20)
— Sangre materna, sangre de las crias y/o leche a mediados del periodo de lactancia (DPN 10)
— Muestras de sangre de los animales destetados al poco tiempo del destete (por ejemplo, DPN 28).

Debe aplicarse cierta flexibilidad para la determinacion de los analitos especificos (por ejemplo, sustancia madre o
sus metabolitos) y para el programa de muestreo. Por ejemplo, el nimero y la hora de la recogida de las muestras
en un determinado dia de muestreo dependerdn de la via de exposicion y del conocimiento previo de las propie-
dades toxicocinéticas de los animales no gestantes. En el caso de los estudios que implican administracién con los
alimentos, una tinica muestra tomada a la misma hora cada dia puede ser suficiente, mientras que si la administra-
cién se hace por via oral forzada puede estar justificado el muestreo en momentos adicionales para obtener una
mejor estimacion de la gama de dosis internas. Sin embargo, no es necesario generar una curva completa de
concentracién-tiempo para cada dia de muestreo. En caso necesario, se puede agrupar la sangre por sexos dentro
de las camadas para los andlisis fetales y neonatales.

Via de administracion

18.  La seleccion de la via debe tener en cuenta la via o vias mds pertinentes para la exposicién humana. Aunque el
protocolo estd disefiado para la administracién de la sustancia problema con la dieta, puede modificarse para
contemplar la administracién por otras vias (agua de bebida, via oral forzada, inhalacién, a través de la piel) en
funcién de las caracteristicas de la sustancia y de la informacién requerida.

Eleccidn del vehiculo

19. En caso necesario, la sustancia problema se disuelve o suspende en un vehiculo adecuado. Se recomienda que,
siempre que sea posible, se considere en primer lugar el uso de una solucién o suspensién acuosa, y solo después
el de una solucién o emulsion oleosa (por ejemplo, en aceite de maiz). Si se emplean vehiculos distintos del agua,
deben conocerse sus caracteristicas téxicas. Debe evitarse la utilizacién de vehiculos con potencial de toxicidad
intrinseca (por ejemplo, acetona, DMSO). Debe determinarse la estabilidad de la sustancia problema en el vehicu-
lo. Debe prestarse atencion a las siguientes caracteristicas si se utiliza un vehiculo u otro aditivo para facilitar la
administracién de la sustancia problema: los efectos sobre la absorcién, distribucién, metabolismo o retencién de
dicha sustancia; los efectos sobre las propiedades quimicas de la sustancia problema que puedan modificar sus
caracteristicas de toxicidad; y los efectos sobre el consumo de alimentos y agua o sobre el estado nutricional de
los animales.

Seleccion de las dosis

20. Normalmente, el estudio debe incluir al menos tres dosis y un control en paralelo. A la hora de seleccionar los
niveles adecuados de dosis, el investigador ha de considerar toda la informacién disponible, incluida la informa-
cién sobre dosis procedente de estudios anteriores, los datos toxicocinéticos de animales gestantes o no gestantes,
la medida de la transferencia por la leche y las estimaciones de la exposicién humana. Si se dispone de datos toxi-
cocinéticos que indiquen saturacién de los procesos toxicocinéticos en funcién de la dosis, debe tenerse cuidado
para evitar niveles altos de dosis que provoquen claramente la saturacién, siempre, por supuesto, que la exposi-
cién humana prevista esté bastante por debajo del punto de saturacion. En tales casos, la dosis més alta debe estar
en el punto de inflexién de la transicién a un comportamiento toxicocinético no lineal, o justo ligeramente por
encima de dicho punto.

21.  En ausencia de datos toxicocinéticos pertinentes, las dosis deben basarse en los efectos toxicos, a menos que las
caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia problema impongan alguna limitacion. Si las dosis se basan en la toxi-
cidad, la dosis més alta debe seleccionarse con el propésito de inducir ciertos efectos de toxicidad sistémica, pero
sin llegar a provocar la muerte ni un sufrimiento intenso de los animales.

22, Debe seleccionarse una secuencia descendente de dosis con el fin de demostrar la existencia de una eventual rela-
cién del efecto con la dosis y de establecer los niveles sin efecto adverso observado (NOAEL), o las dosis cerca del
limite de deteccién que permitan la determinacion de una dosis de referencia para el pardmetro o pardmetros mds
sensibles. Para evitar grandes separaciones entre los NOAEL y los LOAEL, suele ser adecuado un intervalo del
doble o cuddruple. A menudo es preferible afiadir un cuarto grupo de ensayo antes que utilizar un intervalo muy
grande entre dosis (por ejemplo, con un factor superior a 10).



L 24764 Diario Oficial de la Unién Europea 21.8.2014

23. A excepcion de la administracién de la sustancia problema, los animales del grupo de control deben tratarse de la
misma manera que los de los grupos de ensayo. Este grupo de control no debe recibir tratamiento, o recibir un
placebo, o ser un grupo de control del vehiculo si este se utiliza para administrar la sustancia. En este caso, el
grupo de control ha de recibir el mayor volumen de vehiculo que se haya utilizado.

Ensayo limite

24.  Es posible que no sea necesario llevar a cabo un estudio con varias dosis diferentes si no hay indicios de toxicidad
a una dosis de al menos 1 000 mg/kg de peso corporal al dia en estudios con administracion continuada, o si no
se prevé que haya toxicidad segtin los datos sobre sustancias relacionadas estructural o metabdlicamente, que indi-
quen similitud en las propiedades metabdlicas in vivo/in vitro. En tales casos, el estudio ampliado de toxicidad para
la reproduccién en una generacién puede efectuarse con un grupo de control y una sola dosis de al menos
1 000 mg/kg de peso corporal al dia. Sin embargo, en caso de que con esta dosis limite se encuentren indicios de
toxicidad para la reproduccién o para el desarrollo, serd necesariollevar a cabomds estudios a dosis menores para
determinar un NOAEL. Estas consideraciones sobre el ensayo limite son aplicables solo cuando la exposicion
humana no indique la necesidad de utilizar una dosis superior.

PROCEDIMIENTOS

Exposicion de la descendencia

25.  La exposicion alimentaria es el método preferido de administracion. Si se realizan ensayos por via oral forzada,
debe tenerse en cuenta que normalmente las crias reciben la sustancia problema solo indirectamente a través de la
leche materna, hasta que se inicie la administracion directa tras el destete. En los estudios en que la sustancia
problema se mezcla con los alimentos o el agua de bebida, las crias también la reciben directamente cuando
empiezan a alimentarse solas en la dltima semana de lactancia. Debe estudiarse la conveniencia de modificar el
diseflo del estudio cuando la excrecién de la sustancia problema en la leche sea escasa y cuando no haya pruebas
de una exposicion continua de los descendientes. En estos casos, debe considerarse la administracién directa de la
sustancia a las crias durante la lactancia, segiin la informacién disponible sobre toxicocinética, toxicidad para la
progenie o cambios en los biomarcadores (3)(4). Antes de realizar estudios de administracién directa de la
sustancia a las crias lactantes, deben considerarse cuidadosamente sus ventajas e inconvenientes (5).

Calendario y administracién de las dosis

26. A partir de estudios anteriores de toxicidad con administracién continuada de una duracién adecuada puede
conseguirse cierta informacion sobre los ciclos estrales, la histopatologia de los aparatos reproductores masculinos
y femeninos, y el andlisis del esperma testicular o epididimario. Por lo tanto, la duracién del tratamiento antes del
apareamiento en el estudio ampliado de toxicidad para la reproduccion en una generacién tiene como objetivo la
deteccion de efectos sobre los cambios funcionales que pueden interferir con la conducta de apareamiento y la
fertilizacién. El tratamiento antes del apareamiento debe ser lo bastante largo para lograr unas condiciones
estables de exposicién en los machos y hembras P. En la mayoria de los casos se considera adecuado un periodo
de 2 semanas de tratamiento antes del apareamiento para ambos sexos. En el caso de las hembras, esto incluye
3-4 ciclos estrales completos y debe ser suficiente para detectar cualquier efecto adverso sobre dichos ciclos. En
los machos, esto equivale al tiempo necesario para el trdnsito epididimario de los espermatozoides en maduracién
y debe permitir la deteccion de los efectos post-testiculares en el esperma (durante las fases finales de la espermio-
génesis y la maduracion espermatica en el epididimo) sobre el apareamiento. En el momento del sacrificio, cuando
estdn programados el estudio de la histopatologia testicular y epididimaria y el andlisis de los pardmetros del
esperma, los machos Py F, se habrdn expuesto durante al menos un ciclo de espermatogénesis completo (6)(7)(8)
(9); véase también el documento de orientacién de la OCDE 151 (40).

27.  Llas situaciones de exposicién de los machos antes del apareamiento pueden modificarse si en estudios anteriores
se han identificado claramente toxicidad testicular (alteracion de la espermatogénesis) o efectos sobre la integridad
y la funcién del esperma. Del mismo modo, en el caso de las hembras, pueden justificarse diferentes situaciones
de exposicion antes del apareamiento si se conoce algin efecto de la sustancia problema sobre el ciclo estral vy,
por tanto, sobre la receptividad sexual. En casos especiales puede ser aceptable que el tratamiento de las hembras
P no comience hasta haberse obtenido un frotis con presencia de esperma [véase el documento de orientacion de
la OCDE 151 (40)].

28. Una vez establecido el periodo de tratamiento antes del apareamiento, se administra a los animales la sustancia
problema a un ritmo de 7 dias por semana, de forma continua hasta la autopsia. Todos los animales deben recibir
la sustancia de la misma manera. La administracion de la sustancia debe continuar durante el periodo de aparea-
miento de 2 semanas y, en el caso de las hembras P, a lo largo de la gestacion y lactancia hasta el dia del sacrificio,
después del destete. Los machos deben tratarse de la misma manera, hasta su sacrificio en el momento en que se
desteten los animales de la generacion F,. Para la autopsia, debe darse prioridad a las hembras cuya autopsia ha de
realizarse en el mismo dfa de lactancia, o en uno similar. La autopsia de los machos puede repartirse a lo largo de
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un nimero mayor de dias, en funcién de las instalaciones del laboratorio. A menos que ya se haya iniciado
durante la lactancia, la administracién directa a los machos y hembras seleccionados de la generacién F, debe
comenzar en el destete y proseguir hasta la autopsia prevista, dependiendo de la cohorte asignada.

29.  En el caso de sustancias administradas con los alimentos o el agua de bebida, es importante cerciorarse de que las
cantidades de sustancia problema administradas no interfieren con la nutricién normal ni con el equilibrio
hidrico. Cuando la sustancia problema se administre con el alimento, se puede utilizar una concentracién alimen-
taria constante (ppm) o bien una dosis constante por unidad de peso corporal de los animales; debe especificarse
la opcién elegida.

30. Cuando la sustancia problema se administre por via oral forzada, el volumen de liquido administrado no debe en
principio exceder de 1 ml/100 g peso corporal (o0 de 0,4 ml/100 g peso corporal en caso de aceite como, por
ejemplo, aceite de maiz). Excepto en el caso de sustancias irritantes o corrosivas que provoquen normalmente
efectos exacerbados a concentraciones superiores, la variabilidad del volumen de ensayo debe reducirse al minimo
ajustando la concentracion para que el volumen sea constante en todas las dosis. El tratamiento debe adminis-
trarse todos los dias a una hora similar. La dosis que se administra a cada animal debe calcularse normalmente
con arreglo a la dltima determinacién de su peso corporal y ajustarse al menos una vez por semana en los
machos adultos y en las hembras adultas no gestantes, y cada dos dias en las hembras gestantes y en los animales
de la generacion F, cuando se administre antes del destete y durante las dos semanas siguientes a este. Si los datos
indican una baja transferencia placentaria de la sustancia problema, puede ser necesario ajustar la dosis adminis-
trada por via oral forzada en la dltima semana de gestacién para evitar que sea excesivamente toxica para la
madre. El dia del parto, las hembras no deben recibir la sustancia por via oral forzada, ni por cualquier otra via
de tratamiento que exija la manipulacién del animal; es preferible no administrar la sustancia problema ese dia
antes que perturbar el proceso del parto.

Apareamiento

31. Cada hembra P debe ponerse con un solo macho sin parentesco con ella, seleccionado al azar, del mismo grupo
de tratamiento (emparejamiento 1: 1) hasta que se observen signos de cépula o hayan pasado 2 semanas. Si es
insuficiente el niimero de machos, por ejemplo debido a mortalidad masculina antes del apareamiento, es posible
emparejar con una segunda hembra (1:1) a machos que se hayan apareado antes con otra, de forma que se empa-
rejen todas las hembras. El dia 0 de la gestacién se define como el dia en que se confirman los signos de aparea-
miento (se observa la presencia de un tap6n vaginal o de esperma). Los animales deben separarse tan pronto
como sea posible, una vez observados los signos del apareamiento. Si no ha habido apareamiento al cabo de
2 semanas, los animales deben separarse sin darles mas oportunidades para aparearse. Las parejas deben quedar
claramente identificadas en los resultados.

Tamafio de la camada

32.  El dia 4 tras el nacimiento, puede adaptarse el tamafio de cada camada mediante la eliminacién por seleccién alea-
toria de las crias sobrantes para obtener, en la medida de lo posible, cinco machos y cinco hembras por camada.
No es apropiada la eliminacién selectiva de las crias, por ejemplo en funcién del peso corporal. Cuando el niimero
de crias machos y hembras impida lograr que cada camada cuente con cinco de cada sexo, es aceptable una adap-
tacién parcial (por ejemplo, seis machos y cuatro hembras).

Selecci6n de las crias para los estudios tras el destete (véase la figura 1)

33.  En el momento del destete (alrededor del DPN 21) se seleccionan para su examen posterior crias de todas las
camadas disponibles, hasta 20 por grupo de tratamiento y de control, y se conservan hasta su madurez sexual
(salvo que se tengan que someter a ensayo antes). Las crias se seleccionan aleatoriamente, con la salvedad de que
no se incluirdn los animales con retraso evidente (animales con un peso corporal que se encuentre mds de dos
desviaciones tipicas por debajo del peso medio de las crias de la camada respectiva), dado que es poco probable
que sean representativos del grupo de tratamiento.

El DPN 21, las crias F, seleccionadas se asignan aleatoriamente a una de las tres cohortes siguientes:

Cohorte 1 (1Ay 1B)

I

ensayo de toxicidad para la reproduccién o el desarrollo

Cohorte 2 (2A y 2B) = ensayo de neurotoxicidad para el desarrollo

Cohorte 3 = ensayo de inmunotoxicidad para el desarrollo
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Cohorte 1A: Un macho y una hembra por camada y grupo (20/sexo/grupo): seleccién prioritaria para la evalua-
cién primaria de efectos sobre los aparatos reproductores y de la toxicidad general.

Cohorte 1B: Un macho y una hembra por camada y grupo (20/sexo/grupo): seleccién prioritaria para la posterior
evaluacion del comportamiento reproductor apareando animales F,, en su caso [véase el documento de orien-
tacion de la OCDE 117 (39)], y para obtener datos adicionales de histopatologfa en caso de que se sospeche que
la sustancia es téxica para la reproduccién o para el sistema endocrino, o cuando los resultados de la cohorte 1A
sean dudosos.

Cohorte 2A: Un total de 20 crias por grupo (10 machos y 10 hembras por grupo; un macho o una hembra por
camada) asignadas para el ensayo neuroconductual seguido de la evaluacién de la neurohistopatologia como
adultos.

Cohorte 2B: Un total de 20 crias por grupo (10 machos y 10 hembras por grupo; un macho o una hembra por
camada) asignadas para la evaluacién de la neurohistopatologia en el momento del destete (DPN 21 o 22). Si es
insuficiente el niimero de animales, debe darse preferencia a la asignacién de animales a la cohorte 2A.

Cohorte 3: Un total de 20 crias por grupo (10 machos y 10 hembras por grupo; un animal por camada, en la
medida de lo posible). Puede ser necesario disponer de mds crias del grupo de control para que actiien como
animales de control positivo en el ensayo de respuesta de anticuerpos dependiente de linfocitos T (TDAR) en el
DPN 56 * 3.

34.  En caso de que sea insuficiente el niimero de crias de una camada para cubrir todas las cohortes, tendrd prioridad
la cohorte 1, ya que puede ampliarse para producir una generacion F,. Pueden asignarse crias adicionales a cual-
quiera de las cohortes en caso de preocupacion especifica, por ejemplo si se sospecha que una sustancia es neuro-
toxica, inmunotéxica o toxica para la reproduccion. Estas crian podrdn utilizarse para exdmenes en diferentes
momentos o para la evaluacion de pardmetros adicionales. En las crias no asignadas a ninguna cohorte se estu-
diard la bioquimica clinica (punto 55) y se someterdn a autopsia macroscdpica (punto 68).

Segundo apareamiento de los animales P

35.  No se recomienda normalmente un segundo apareamiento para los animales P, ya que implica la pérdida de infor-
macioén importante sobre el nimero de puntos de implantacion (y, por tanto, de datos de muerte postimplan-
tacién y perinatal, indicadores de un eventual potencial teratogénico) de la primera camada. La necesidad de com-
probar o aclarar un efecto en las hembras expuestas se puede satisfacer mejor ampliando el estudio para incluir
un apareamiento de la generacién F,. Sin embargo, un segundo apareamiento de los machos P con hembras sin
tratar es siempre una opcién para aclarar resultados dudosos o para caracterizar mejor los efectos sobre la ferti-
lidad observados en el primer apareamiento.

OBSERVACIONES EN VIVO

Observaciones clinicas

36.  Con los animales P y con los F, seleccionados, se hace una observacion clinica general una vez al dia. En caso de
administracién por via oral forzada, el momento de las observaciones clinicas debe ser antes y después de la
administracién de la sustancia (para detectar posibles signos de toxicidad asociados con la concentracién plasmad-
tica mdxima). Se registran los cambios pertinentes en el comportamiento, los signos de parto dificil o prolongado
y todos los signos de toxicidad. Dos veces al dia, y una vez al dia durante los fines de semana, todos los animales
se observan para detectar los casos de toxicidad grave, morbilidad y mortalidad.

37.  Ademds, semanalmente se efectiia un examen mds detallado de todos los animales P y F, (tras el destete); puede
hacerse coincidiendo con una ocasién en que se pesen los animales, lo que reduciria al minimo el estrés de la
manipulacién. Las observaciones deben llevarse a cabo cuidadosamente y registrarse utilizando sistemas de
puntuacion que hayan sido definidos por el laboratorio de ensayo. Debe procurarse que las variaciones en las
condiciones de ensayo sean minimas. Los signos anotados deben incluir, sin dnimo de exhaustividad, los cambios
de la piel, pelo, ojos, mucosas, la presencia de secreciones y excreciones y la actividad neurovegetativa (por
ejemplo, lagrimeo, piloereccion, tamafio de la pupila, respiraciéon anémala). Deben registrarse también los cambios
observados en la marcha, postura y respuesta a la manipulacién, asi como la presencia de movimientos clénicos o
tonicos, estereotipias (por ejemplo, realizacién excesiva de movimientos de limpieza, recorridos repetitivos en
circulo) o comportamientos anémalos (por ejemplo, automutilacién, marcha hacia atrés).
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Peso corporal y consumo de alimento y agua

38. Los animales P se pesan el dia de la primera administracién y a continuacién al menos una vez por semana.
Ademds, las hembras P se pesan durante la lactancia, los mismos dias en que se pesen las crias de sus camadas
(véase el punto 44). Todos los animales F, se pesan individualmente el dia del destete (DPN 21) y a continuaci6n
al menos una vez por semana. El peso corporal se registra también el dia en que el animal alcanza la pubertad
(finalizacion de la separacién del prepucio o permeabilidad vaginal). Todos los animales se pesan en el momento
del sacrificio.

39. Durante el estudio, se registra el consumo de alimentos y agua (en el caso de la administracién de la sustancia
problema con el agua de bebida) al menos una vez por semana, los mismos dias en que se determinan los pesos
corporales de los animales (excepto durante la cohabitacion). El consumo de alimentos de cada jaula de animales
F, se registra semanalmente, empezando en el momento de la asignacion a la cohorte respectiva.

Ciclos estrales

40. Puede disponerse de informacién preliminar sobre efectos en el ciclo estral relacionados con la sustancia, proce-
dente de estudios de toxicidad con administracion continuada, y esa informacién puede utilizarse en el disefio de
un protocolo del estudio ampliado de toxicidad para la reproduccién en una generacion que sea especifico de la
sustancia problema. Normalmente la evaluacion de los ciclos estrales (por citologia vaginal) empezard al principio
del periodo de tratamiento y proseguird hasta la confirmacién del apareamiento o el final del periodo de aparea-
miento de 2 semanas. Si las hembras se han sometido a ensayo de cribado para comprobar que tienen ciclos
estrales normales antes del tratamiento, es ttil continuar haciendo frotis desde el inicio del tratamiento, pero si
hay alguna preocupacién en cuanto a posibles efectos inespecificos al comienzo del tratamiento (como una reduc-
cion inicial significativa del consumo de alimentos), es posible dejar a los animales que se adapten al tratamiento
durante un méximo de dos semanas antes de empezar el periodo de recogida de frotis de dos semanas que
precede al emparejamiento. Si el perfodo de tratamiento de las hembras se amplia de esta manera (es decir, hasta
cuatro semanas de tratamiento previo al apareamiento) se deberia considerar la adquisicién de animales mds
jovenes y la ampliacion del periodo de tratamiento de los machos antes del emparejamiento. La toma de células
vaginales o cervicales ha de hacerse con cuidado para no dafiar la mucosa y evitar una pseudogestacion (10)(11).

41. Deben examinarse diariamente los frotis vaginales de todas las hembras F, de la cohorte 1A, tras el inicio de la
permeabilidad vaginal, hasta que se registre el primer frotis cornificado, para determinar el intervalo de tiempo
entre estos dos acontecimientos. También deben supervisarse los ciclos estrales de todas las hembras F, de la
cohorte 1A durante dos semanas, a partir del DPN 75, aproximadamente. Por otra parte, si fuera necesario
aparear la generacion F,, se supervisard la citologia vaginal de la cohorte 1B desde el momento del empareja-
miento hasta que se observen signos de apareamiento.

Apareamiento y gestacion

42.  Ademds de los pardmetros normales (por ejemplo, peso corporal, consumo de alimentos, observaciones clinicas,
incluidos los controles de mortalidad/morbilidad), se registrardn las fechas de emparejamiento, de inseminacién y
de parto, y se calculardn el intervalo precoital (entre el emparejamiento y la inseminacion) y la duracién de la
gestacion (de la inseminaci6n al parto). Las hembras P deben examinarse atentamente en el momento previsto del
parto para detectar posibles signos de distocia. Deberdn registrarse las eventuales anomalias observadas en la
conducta de nidificacion o de lactacion.

43.  El dia en que se produce el parto es el dia 0 de la lactancia (DL 0) para la madre y el dfa postnatal (DPN 0) para
la descendencia. Alternativamente, todas las comparaciones pueden basarse también en el tiempo postcoital para
eliminar la confusién en los datos de desarrollo postnatal debida a diferencias en la duracién de la gestacién; sin
embargo, también deberd registrarse el calendario en relacién con el parto. Esto es especialmente importante si la
sustancia problema ejerce alguna influencia sobre la duracién de la gestacion.

Pardmetros de los descendientes

44.  Se examinan todas las camadas lo antes posible después del parto (DPN 0 o 1) para determinar el nimero y sexo
de las crias, la mortinatalidad, el nimero de nacidos vivos y la presencia de anomalias macroscopicas (anomalias
visibles externamente, incluido el paladar hendido; las hemorragias subcutdneas; las anomalias en el color o la
textura de la piel; la presencia de cordén umbilical; la falta de leche en el estdmago; la presencia de secreciones
secas). Ademds, el primer examen clinico de los recién nacidos debe incluir una evaluacién cualitativa de la tempe-
ratura corporal, del estado de actividad y de la reaccién a la manipulacién. Las crias halladas muertas el DPN 0 o
posteriormente deben examinarse para detectar posibles anomalias y determinar la causa de la muerte. Las crias
vivas se cuentan y se pesan individualmente el DPN 0 o el DPN 1, y periédicamente a continuacién como, por
ejemplo, al menos los DPN 4, 7, 14 y 21. Los exdmenes clinicos, segin proceda en funcién de la edad de los
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animales, deben repetirse cuando se pesen los descendientes, 0 mds a menudo si en el momento del nacimiento
ha habido observaciones especificas. Los signos anotados pueden incluir, sin dnimo de exhaustividad, las anoma-
lias externas, los cambios de la piel, pelo, ojos, mucosas, la presencia de secreciones y excreciones y la actividad
neurovegetativa. Deben registrarse también los cambios observados en la marcha, postura y respuesta a la mani-
pulacién, asi como la presencia de movimientos clénicos o ténicos, estereotipias 0 comportamientos andmalos.

45.  Debe medirse la distancia anogenital (DAG) de cada cria, al menos en una ocasién entre el DPN 0 y el DPN 4. El
peso corporal de las crias debe recogerse el dia en que se mida la DAG y esta DAG se debe normalizar en funcién
de una medida del tamario de las crias, de preferencia la raiz ctbica del peso corporal (12). Debe comprobarse la
presencia de pezones[areolas en las crias macho el DPN 12 o 13.

46. Todos los animales F, seleccionados se evaltian diariamente en cuanto a la separaciéon balano-prepucial o la
permeabilidad vaginal, segin sean machos o hembras, respectivamente, comenzando antes de la fecha prevista
para la aparicién de dichos signos, a fin de detectar si se produce una maduracién sexual precoz. Deben anotarse
las eventuales anomalias de los érganos genitales, tales como la hebra vaginal persistente, la hipospadia o el pene
hendido. La madurez sexual de los animales F, se compara con el desarrollo fisico mediante la determinacién de
la edad y del peso corporal en el momento de la separacién balano-prepucial o de la apertura de la vagina, segiin
se trate de machos o hembras, respectivamente.

Evaluacién de la posible neurotoxicidad para el desarrollo (cohortes 2A y 2B)

47.  Deben utilizarse para la evaluacién de la neurotoxicidad los diez machos y diez hembras de la cohorte 2A y los
diez machos y diez hembras de la cohorte 2B, de cada grupo de tratamiento (para cada cohorte: 1 macho o
1 hembra por camada; todas las camadas representadas por un minimo de 1 cria; con seleccion aleatoria). Los
animales de la cohorte 2A deben someterse al ensayo de sobresalto acustico, a la baterfa de observaciones funcio-
nales, y a la evaluacion de la actividad motriz (véanse los puntos 48-50) y de la neuropatologia (véanse los
puntos 74-75). Debe procurarse que las variaciones en todas las condiciones de ensayo sean minimas y no estén
relacionadas sistematicamente con el tratamiento. Entre las variables que pueden afectar al comportamiento se
encuentran el nivel sonoro (por ejemplo, ruido intermitente), la temperatura, la humedad, la iluminacién, los
olores, la hora del dia y las distracciones del entorno. Los resultados de los ensayos de neurotoxicidad deben inter-
pretarse en relacion con las bandas de referencia adecuadas de los controles histéricos. Los animales de la
cohorte 2B deben utilizarse para la evaluacién de la neuropatologia el DPN 21 o 22 (véanse los puntos 74-75).

48. El DPN 24 (+ 1 dia) debe llevarse a cabo un ensayo de sobresalto actstico con los animales de la cohorte 2A.
El dia del ensayo deben compensarse los grupos de tratamiento y de control. Cada sesién consiste en 50 pruebas.
Al realizar el ensayo de sobresalto actistico, debe determinarse la amplitud de la respuesta media de cada bloque
de 10 pruebas (5 bloques de 10 pruebas), con las condiciones de ensayo optimizadas para lograr la habituacién
dentro de la sesién. Estos procedimientos deben ser compatibles con el método de ensayo B.53 (35).

49.  En un momento adecuado entre el DPN 63 y el DPN 75, los animales de la cohorte 2A se someten a una baterfa
de observaciones funcionales y a un ensayo automatizado de la actividad motriz. Estos procedimientos deben ser
compatibles con los métodos de ensayo B.43 (33) y B.53 (35). La baterfa de observaciones funcionales incluye
una descripcion detallada del aspecto, del comportamiento y de la integridad funcional del animal. La evaluacién
se efecttia mediante observaciones en la jaula de alojamiento, después de trasladar al animal a un dmbito normali-
zado de observacion (campo abierto) donde pueda moverse libremente, y mediante pruebas de manipulacién. Los
ensayos deben graduarse desde el menos hasta el mds interactivo. En el apéndice 1 se presenta una lista de
medidas. Todos los animales deben ser observados cuidadosamente por observadores cualificados que no
conozcan la situacién de los animales respecto al tratamiento, utilizando procedimientos normalizados para
reducir al minimo la variabilidad del observador. En la medida de lo posible, es conveniente que el mismo obser-
vador evaliie a los animales en un ensayo determinado. Si esto no es posible, hay que demostrar la fiabilidad
inter-observadores. Para cada pardmetro de la baterfa de ensayos de comportamiento deben emplearse escalas y
criterios de puntuacion explicitos, definidos desde el punto de vista operativo. Si es posible, deben elaborarse
medidas cuantitativas objetivas para los pardmetros de observacion, que implican una clasificacién subjetiva. Para
la actividad motriz, cada uno de los animales se somete a ensayo individualmente. La sesién de ensayo debe ser lo
suficientemente larga para demostrar la habituacién de los controles dentro de la sesion. La actividad motriz debe
supervisarse con un aparato automdtico de registro de la actividad, que debe ser capaz de detectar tanto los
aumentos como los descensos de la misma (es decir, la actividad de referencia medida por el dispositivo no debe
ser tan baja que no se puedan detectar los eventuales descensos, ni tan elevada que no se puedan detectar los
eventuales aumentos de la actividad). Cada dispositivo debe comprobarse mediante procedimientos estindar para
garantizar, en la medida de lo posible, la fiabilidad del funcionamiento con diferentes dispositivos y en diferentes
dfas. En la medida de lo posible, los grupos tratados deben repartirse de forma equilibrada entre los distintos
dispositivos. Los grupos tratados deben equilibrarse en cuanto a los momentos del ensayo a fin de evitar confu-
siones debidas a los ritmos circadianos de actividad.

50. Si existe informacién que indique la necesidad de hacer otras pruebas funcionales (por ejemplo, sensitivas,
sociales, cognitivas), estas deben integrarse sin comprometer la integridad de las otras evaluaciones efectuadas en
el estudio. Si estas pruebas se realizan con los mismos animales utilizados para hacer el ensayo de sobresalto acts-
tico, la baterfa de observaciones funcionales y el ensayo de actividad motriz, deben programarse los ensayos
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diferentes de forma que se reduzca al minimo el riesgo de comprometer la integridad de dichos ensayos. Puede
ser especialmente util realizar procedimientos complementarios cuando la observaciéon empirica, los efectos
previstos o el mecanismo o0 modo de accién indiquen un tipo determinado de neurotoxicidad.

Evaluacién de la posible inmunotoxicidad para el desarrollo (cohorte 3)

51. El dia DPN 56 (¢ 3 dias), los 10 machos y 10 hembras de la cohorte 3 procedentes de cada grupo de tratamiento
(1 macho o 1 hembra por camada; todas las camadas representadas por un minimo de 1 cria; con seleccién alea-
toria) deben utilizarse en un ensayo de respuesta de anticuerpos dependiente de linfocitos T, es decir, la respuesta
primaria de anticuerpos IgM a un antigeno dependiente de linfocitos T, como los eritrocitos de oveja (SRBC) o la
hemocianina de la lapa californiana (KLH), de acuerdo con los actuales procedimientos de ensayo de la inmunoto-
xicidad (14)(15). La respuesta puede evaluarse mediante el recuento de células que forman calvas especificas (PFC)
en el bazo o por la determinacion del titulo de anticuerpos de tipo IgM especificos de KLH o de SRBC en el suero
mediante ELISA, en el maximo de la respuesta. Las respuestas, por lo general, presentan un mdximo a los cuatro
(PFQ) o cinco (ELISA) dias después de la inmunizacién por via intravenosa. Si la respuesta primaria de anticuerpos
se comprueba mediante el recuento de células que forman calvas, es posible evaluar subgrupos de animales en
dfas distintos, siempre que: la inmunizacién y el sacrificio del subgrupo se programen de manera que las PFC se
cuenten en el maximo de la respuesta; que los subgrupos contengan un niimero igual de descendientes machos y
hembras de todos los grupos de dosis, incluidos los controles; y que los subgrupos se evalten a aproximadamente
la misma edad postnatal.La exposicion a la sustancia problema continuard hasta el dia antes de recoger los bazos
para ver la respuesta de PFC o el suero para la prueba ELISA.

Evaluacion complementaria de la posible toxicidad para la reproduccién (cohorte 1B)

52.  Los animales de la cohorte 1B pueden mantenerse en tratamiento después del DPN 90 y criarse para obtener una
generacién F, en caso necesario. Deben cohabitar machos y hembras del mismo grupo de dosis (evitando el
emparejamiento de hermanos) durante un periodo de hasta dos semanas, empezando como pronto el DPN 90,
pero sin exceder del DPN 120. Los procedimientos deben ser similares a los de los animales P. Sin embargo,
basdndose en la ponderacién de las pruebas, puede bastar si se sacrifican las camadas el DPN 4 en lugar de mante-
nerlas hasta el destete o incluso después.

OBSERVACIONES FINALES

Bioquimica clinica y hematologia

53. Deben supervisarse los efectos sistémicos en los animales P. En el sacrificio se toman muestras de sangre en
ayunas, de un lugar definido, de diez machos y hembras P seleccionados al azar, por grupo de dosis; estas mues-
tras se conservan en condiciones adecuadas y se someten a un examen parcial o completo de hematologia, bioqui-
mica clinica, ensayo de T4 y TSH, o a otros exdmenes sugeridos por el perfil conocido de efectos de la sustancia
problema [véase el documento de orientacién de la OCDE 151 (40)]. Deben examinarse los siguientes pardmetros
hematoldgicos: hematocrito, concentraciéon de hemoglobina, recuento de eritrocitos, recuento total y diferencial
de leucocitos, recuento de plaquetas y potencial/tiempo de coagulacion. Entre las investigaciones en plasma o
suero deben figurar las siguientes: glucosa, colesterol total, urea, creatinina, proteinas totales, albtimina y al menos
dos enzimas indicadoras de efectos hepatocelulares (tales como la alanina-aminotransferasa, la aspartato-amino-
transferasa, la fosfatasa alcalina, la gamma-glutamil-transpeptidasa y la sorbitol-deshidrogenasa). La determinacién
de otras enzimas y de 4cidos biliares puede proporcionar informacion dtil en ciertas circunstancias. Ademds, es
posible extraer sangre de todos los animales y almacenarla para realizar eventuales analisis en un momento poste-
rior con el fin de clarificar efectos dudosos o para generar datos de exposicion interna. Si no se contempla un
segundo apareamiento entre los animales P, las muestras de sangre se obtienen justo antes del procedimiento del
sacrificio previsto, o como parte del mismo. En el caso de que se mantengan en vida los animales, las muestras de
sangre deben recogerse unos dias antes de que se apareen por segunda vez. Salvo que haya datos de estudios con
administracién continuada que indiquen que el pardmetro no se ve afectado por la sustancia problema, debe efec-
tuarse un andlisis de orina antes del sacrificio y hay que evaluar los pardmetros siguientes: aspecto, volumen,
osmolalidad o densidad, pH, contenido en proteinas, glucosa, sangre y células sanguineas, y restos celulares.
También puede recogerse la orina para supervisar la excrecion de la sustancia problema o de sus metabolitos.

54.  También deben supervisarse los efectos sistémicos en los animales F,. En el sacrificio se toman muestras de sangre
en ayunas, de un lugar definido, de diez machos y hembras de la cohorte 1A seleccionados al azar, por grupo de
dosis; estas muestras se conservan en condiciones adecuadas y se someten a un examen de bioquimica clinica
normal, incluida la evaluacién de los niveles en suero de las hormonas tiroideas (T4 y TSH), yde hematologia
(recuento total y diferencial de leucocitos y recuento de eritrocitos), asi como a un andlisis de orina.



L 247(70 Diario Oficial de la Unién Europea 21.8.2014

55.  El excedente de crias se somete a autopsia macroscopica el DPN 4 y se sopesa la medicion de las concentraciones
de la hormona tiroidea (T4) en el suero. En caso necesario, puede agruparse la sangre de los neonatos (DPN 4)
por camadas para los andlisis bioquimicos o de la hormona tiroidea. También se recoge sangre para los andlisis
de T4 y TSH de los animales destetados que se someten a autopsia macroscépica el DPN 22 (crias F, no seleccio-
nadas para las cohortes).

Pardmetros del esperma

56. Los pardmetros del esperma deben medirse en todos los machos de la generaciéon P, salvo que se disponga de
datos que indiquen que tales pardmetros no se ven afectados en un estudio de 90 dias. El examen de los pardme-
tros del esperma debe realizarse con todos los machos de la cohorte 1A.

57.  En el momento del sacrificio se registran los pesos de los testiculos y epididimos de todos los machos P y F,
(cohorte 1A). Al menos un testiculo y un epididimo se reservan para el examen histopatologico. Los epididimos
restantes se utilizan para el recuento de las reservas de esperma de la cola del epididimo (16)(17). Ademds, se
recoge el esperma de la cola del epididimo (o del conducto deferente) utilizando métodos que reduzcan al minimo
las alteraciones para la evaluacion de la motilidad y morfologia de los espermatozoides (18).

58. La movilidad del esperma puede evaluarse inmediatamente después del sacrificio o grabarse para su posterior
andlisis. El porcentaje de espermatozoides progresivamente méviles puede determinarse de forma subjetiva u obje-
tiva mediante el andlisis del movimiento con ayuda de ordenador (19)(20)(21)(22)(23)(24). Para la evaluacién de
la morfologia de los espermatozoides, debe examinarse una muestra de esperma epididimario (o del conducto
deferente) como preparacion fijada o en fresco (25) y hay que clasificar al menos 200 espermatozoides por
muestra como normales (tienen normales tanto la cabeza y el segmento medio como la cola) o anormales. Las
anomalias morfoldgicas de los espermatozoides incluyen las fusiones, las cabezas aisladas y las cabezas o las colas
deformes (26). La presencia de cabezas deformes o grandes puede indicar alteraciones de la espermiogénesis.

59.  Si se congelan muestras de esperma, se fijan los frotis y se graban imdgenes para el andlisis de la movilidad del
esperma en el momento de la autopsia (27), es posible limitar los andlisis posteriores a los machos de control y a
los que han recibido la dosis alta. No obstante, si se observan efectos relacionados con el tratamiento, también
deben evaluarse los grupos que han recibido las dosis inferiores.

Autopsia macroscopica

60. En el momento del sacrifico o de la muerte prematura, todos los animales P y F, se someten a autopsia y a
examen macroscopico para detectar los eventuales cambios patolgicos o anomalias estructurales. Se prestard
especial atenci6én a los érganos genitales. Deben registrarse las crias moribundas que se sacrifiquen por métodos
compasivos y las crias muertas, y, si no estin descompuestas, deben examinarse para detectar posibles anomalias
y establecer la causa de la muerte, y conservarse posteriormente.

61. En el caso de las hembras adultas P y F,, se examina el dia de la autopsia un frotis vaginal para determinar la fase
del ciclo estral y poder establecer una correlacién con la histopatologia de los érganos genitales. Los tteros de
todas las hembras P (y de las hembras F,, si procede) se examinan para detectar la posible presencia de puntos de
implantacién y contar su nimero, de una manera que no comprometa la evaluacion histopatolégica.

Pesaje de los 6rganos y conservacion de los tejidos — animales adultos P y F,

62. En el momento del sacrificio, se determinan el peso corporal y el peso hiimedo de los 6rganos enumerados a
continuacién (lo antes posible tras la diseccion a fin de evitar su desecacion) de todos los animales P y de todos
los adultos F,, de las cohortes pertinentes, como se indica a continuacion. Estos érganos deben conservarse poste-
riormente en condiciones adecuadas. A menos que se especifique lo contrario, los 6rganos pares pueden pesarse
por separado o combinados, de forma coherente con la practica habitual del laboratorio correspondiente.

— Utero (con oviductos y cuello), ovarios
— Testiculos, epididimos (totales y colas de las muestras utilizadas en los recuentos de esperma)

— Prostata (partes dorsolateral y ventral combinadas). Hay que extremar el cuidado cuando se cortan los tejidos
adherentes del complejo de la prostata para evitar la perforacién de las vesiculas seminales llenas de liquido.
En caso de efectos sobre el peso total de la prostata relacionados con el tratamiento, deben separarse cuidado-
samente los segmentos dorsolateral y ventral, previa fijacion, y pesarse aparte.
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— Vesiculas seminales con las glindulas coagulantes y sus liquidos (como una sola unidad)

— Encéfalo, higado, rifiones, corazdn, bazo, timo, hip6fisis, glindula tiroidea (tras su fijacién), cdpsulas suprarre-
nales y 6rganos o tejidos diana conocidos.

63. Ademds de los 6rganos enumerados anteriormente, deben conservarse, en condiciones adecuadas, muestras de los
nervios periféricos, musculos, médula espinal, ojos mds nervio dptico, tubo digestivo, vejiga urinaria, pulmoén,
trdquea (con las glandulas tiroidea y paratiroideas), médula ésea, conducto deferente (machos), glindula mamaria
(machos y hembras) y vagina.

64. Todos los 6rganos de los animales de la cohorte 1A se pesardn y se conservaran para su estudio histopatoldgico.

65. Para la investigacién de los efectos inmunotéxicos inducidos antes y después del nacimiento, 10 machos
y 10 hembras de la cohorte 1A de cada grupo de tratamiento (1 macho o 1 hembra por camada; todas las
camadas representadas por un minimo de 1 cria; con seleccién aleatoria) serdn objeto de lo siguiente:

— pesaje de los ganglios linfaticos asociados con la via de exposicién y distantes de ella (ademds del pesaje de las
cépsulas suprarrenales, el timo y el bazo, ya realizado en todos los animales de la cohorte 1A),

— andlisis de las subpoblaciones de linfocitos esplénicos (linfocitos T CD 4+ y CD 8+, linfocitos B y linfocitos
citoliticos naturales), utilizando la mitad del bazo, ya que la otra mitad se reserva para la evaluacién histopato-
l6gica.

El andlisis de las subpoblaciones de linfocitos esplénicos en animales no inmunizados (cohorte 1A) determinard si
la exposicion estd relacionada con un cambio de la distribucién en el equilibrio inmunoldgico de los linfocitos
derivados del timo “cooperadores” (CD 4+) o citotoxicos (CD 8+) o de los linfocitos citoliticos naturales
(respuestas rdpidas a las células neopldsicas y a los patgenos).

66. De los animales de la cohorte 1B deben pesarse los 6rganos siguientes, y los tejidos correspondientes se preparan
en tacos de biopsia:

— Vagina (no pesada)

— Utero con cuello

— Opvarios

— Testiculos (por lo menos uno)

— Epididimos

— Vesiculas seminales y gldndulas coagulantes
— Prostata

— Hipdfisis

— Organos diana identificados.

El estudio de histopatologia de la cohorte 1B se llevard a cabo si los resultados de la cohorte 1A son dudosos o si
se sospecha que la sustancia es toxica para la reproduccion o para el sistema endocrino.

67. Cohortes 2A y 2B: Ensayo de neurotoxicidad para el desarrollo (DPN 21 o DPN 22 y descendientes adultos). Los
animales de la cohorte 2A se sacrifican tras los ensayos de comportamiento, se registra el peso de su encéfalo y se
hace un estudio completo de neurohistopatologia con fines de evaluacién de la neurotoxicidad. Los animales de la
cohorte 2B se sacrifican el DPN 21 o el DPN 22, se registra el peso de su encéfalo y se hace un examen micro-
scopico del encéfalo con fines de evaluacién de la neurotoxicidad. La fijacion por perfusién es obligatoria
para los animales de la cohorte 2A y opcional para los de la cohorte 2B, como se contempla en el método de
ensayo B.53 (35).

Pesaje de los 6rganos y conservacion de los tejidos — animales destetados F,

68. Las crias que no se hayan seleccionado para las cohortes, incluidos los animales con retraso, se sacrifican tras el
destete, el DPN 22, salvo que los resultados indiquen la necesidad de continuar las investigaciones en vivo. Las
crias sacrificadas se someten a autopsia macroscépica, incluida una evaluacion de los érganos genitales, como se
describe en los puntos 62 y 63. Se pesardn y conservardn en condiciones adecuadas el encéfalo, el bazo y el timo
de hasta 10 crias por sexo y por grupo, del mdximo de camadas posible. Ademds, podrdn conservarse para su
andlisis microscopico posterior los tejidos mamarios de estas crias machos y hembras (') [véase el documento de
orientaciéon de la OCDE 151 (40)]. Deben conservarse las anomalias macroscopicas y los tejidos diana para un
posible examen histoldgico.

(") La investigacion realizada ha puesto de manifiesto que la glindula mamaria, especialmente su desarrollo durante las primeras fases de la
vida, constituye un pardmetro sensible de la accién de los estrogenos. Se recomienda incluir en el presente método de ensayo, tras la vali-
dacion, pardmetros relativos a las glandulas mamarias de ambos sexos.
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Examen de histopatologia — animales P

69.  Se lleva a cabo un examen completo de histopatologia de los 6rganos enumerados en los puntos 62 y 63 proce-
dentes de todos los animales P de los grupos de dosis alta y de control. También deben examinarse los 6rganos
que muestren cambios relacionados con el tratamiento, procedentes de todos los animales de los grupos tratados
con las dosis inferiores, para ayudar a determinar el NOAEL. Ademds de ello, se someterdn a evaluacién histopato-
logica los 6rganos genitales de todos los animales en los que se sospeche una disminucion de la fertilidad como,
por ejemplo, los que no se hayan apareado, no hayan concebido, no hayan engendrado o no hayan tenido una
progenie sana, o en los que se hayan observado alteraciones del ciclo estral o de la cantidad, movilidad o morfo-
logia de los espermatozoides, asi como todas las lesiones macroscépicas.

Examen de histopatologia — animales F,
Animales de la cohorte 1

70.  Se lleva a cabo un examen completo de histopatologia de los érganos enumerados en los puntos 62 y 63 proce-
dentes de todos los animales adultos de la cohorte 1A de los grupos de dosis alta y de control. Todas las camadas
deben estar representadas por un minimo de 1 cria por sexo. También deben examinarse los 6rganos y tejidos
que muestren cambios relacionados con el tratamiento y todas las lesiones macroscépicas de todos los animales
de los grupos tratados con las dosis inferiores para ayudar a determinar el NOAEL. Para la evaluacion de los
efectos inducidos antes y después del nacimiento sobre los 6rganos linfiticos, debe procederse también al examen
de la histopatologia de los ganglios linfiticos y de la médula ésea recogidos de 10 machos y 10 hembras de la
cohorte 1A, ademds de la evaluacion histopatoldgica del timo, el bazo y las cdpsulas suprarrenales, ya realizada
con todos los animales de la cohorte 1A.

71.  Si se sospecha que la sustancia es toxica para la reproduccién o para el sistema endocrino, se efectuard el examen
de la histopatologia de los tejidos genitales y endocrinos de todos los animales de la cohorte 1B, preparados en
tacos de biopsia como se describe en el punto 66. Si los resultados de la cohorte 1A son dudosos, también deberd
someterse a examen histopatoldgico la cohorte 1B.

72.  Los ovarios de las hembras adultas deben contener foliculos primordiales y en crecimiento, asi como cuerpos
lateos; por lo tanto, el examen histopatoldgico debe estar orientado a la evaluacién cuantitativa de los foliculos
primordiales y de los pequefios foliculos en crecimiento, asi como de los cuerpos liteos, en las hembras F,; el
numero de animales, la eleccién de la seccion ovirica y el tamafio de la muestra de laseccién han de ser adecuados
desde el punto de vista estadistico para el procedimiento de evaluacién empleado. El recuento folicular puede
realizarse en primer lugar con los animales de control y con los que han recibido la dosis maxima y, en caso de
que se observe un efecto adverso en los dltimos, realizarse entonces con los animales de las dosis mas bajas. En el
examen debe hacerse el recuento de los foliculos primordiales, que pueden estar combinados con los pequefios
foliculos en crecimiento, para efectuar la comparacion de los ovarios de las hembras de los grupos tratados y los
del grupo de control [véase el documento de orientacién de la OCDE 151 (40)]. La evaluacién de los cuerpos
lateos debe efectuarse en paralelo con el ensayo de los ciclos estrales, de forma que en la evaluacioén pueda tenerse
en cuenta la fase del ciclo. Se examinan el oviducto, el dtero y la vagina, en cuanto al desarrollo correcto de cada
érgano.

73.  Se realizan exdmenes histopatologicos detallados de los testiculos de los machos F, a fin de detectar efectos rela-
cionados con el tratamiento sobre la diferenciacién y el desarrollo de los testiculos y sobre la espermatogénesis
(38). Cuando sea posible, deben examinarse secciones de la red testicular. Se examinan la cabeza, el cuerpo y la
cola del epididimo y el conducto deferente en cuanto al desarrollo correcto de cada 6rgano, asi como en cuanto a
los pardmetros requeridos para los machos P.

Animales de la cohorte 2

74.  Se hace una evaluacién de la neurohistopatologia de todos los animales de la cohorte 2A de los grupos de dosis
alta y de control, por sexo, tras haberse realizado los ensayos neuroconductuales (después del DPN 75, pero
sin sobrepasar el DPN 90). Se hace un examen de la histopatologia del encéfalo de todos los animales de la
cohorte 2B de los grupos de dosis alta y de control, por sexo, el DPN 21 o el DPN 22. También deben examinarse
los drganos o tejidos que muestren cambios relacionados con el tratamiento, procedentes de todos los animales
de los grupos tratados con las dosis inferiores para contribuir a determinar el NOAEL. Se examinan secciones
multiples del encéfalo de los animales de las cohortes 2A y 2B, para evaluar los bulbos olfativos, la corteza cere-
bral, el hipocampo, los niicleos basales, el tdlamo, el hipotdlamo, el mesencéfalo (techo, tegmento y pedinculos
cerebrales), el tronco encefdlico y el cerebelo. Se examinan los ojos (retina y nervio éptico) y muestras de los
nervios periféricos, misculos y médula espinal, solo de los animales de la cohorte 2A. Todos los procedimientos
neurohistolégicos deben ser compatibles con el método de ensayo B.53 (35).

75.  Deben llevarse a cabo evaluaciones morfométricas (cuantitativas) de zonas representativas del encéfalo (secciones
homélogas cuidadosamente seleccionadas en funcién de puntos de referencia microscopicos fiables) y pueden
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incluir mediciones lineales o de superficies de regiones especificas del encéfalo. Al nivel de cada punto de refe-
rencia deben hacerse al menos tres secciones consecutivas para seleccionar la seccién mds homoéloga y representa-
tiva de la zona especifica del encéfalo que deba evaluarse. El neuropatdlogo debe aplicar su juicio para decidir si
las secciones preparadas para la medicién son homoélogas de otras del conjunto de la muestra y, por tanto,
adecuadas para incluirse, ya que las mediciones lineales en particular pueden cambiar dentro de una distancia rela-
tivamente corta (28). No deben utilizarse secciones que no sean homdlogas. Aunque el objetivo sea tomar mues-
tras de todos los animales reservados con tal fin (10/sexo/dosis), puede ser vilido también un niimero inferior.
Sin embargo, a efectos del presente método de ensayo no se considerard en general suficiente que las muestras
procedan de menos de 6 animales/sexo/dosis. Puede utilizarse la estereologia para identificar efectos relacionados
con el tratamiento sobre pardmetros tales como el volumen o el niimero de células de determinadas regiones
neuroanatomicas. Todos los aspectos de la preparacién de las muestras de tejido, desde la fijacién de los tejidos
hasta la diseccién de las muestras de tejido, el tratamiento de los tejidos y la tincién de las preparaciones micros-
copicas, deben seguir un disefio equilibrado de forma que cada lote contenga muestras representativas de cada
grupo de dosis. Cuando vayan a aplicarse andlisis morfométricos o estereoldgicos, el tejido del encéfalo debe
incluirse en el medio apropiado al mismo tiempo para todos los niveles de dosis, a fin de evitar artefactos por
retraccidén asociados con una conservacién prolongada en el fijador.

INFORMES

Datos

76.  Los datos se facilitan por separado y se resumen en forma de cuadro. Cuando proceda, de cada grupo de ensayo y
cada generacion, debe indicarse lo siguiente: el nimero de animales al inicio del ensayo, el niimero de animales
encontrados muertos durante el ensayo o sacrificados por razones compasivas, la fecha y la hora de las eventuales
muertes o sacrificios compasivos, el niimero de animales fértiles, el nimero de hembras gestantes, el niimero de
hembras que paren una camada, y el nimero de animales que muestran signos de toxicidad. Debe recogerse
también una descripcion de la toxicidad, con inclusién del momento de la aparicion, la duracion y la gravedad.

77.  Los resultados numéricos deben evaluarse mediante un método estadistico adecuado y aceptado. Los métodos
estadisticos deben elegirse en la fase de disefio del estudio y deben tratar de forma adecuada los datos no normales
(por ejemplo, los datos de los recuentos), los datos no considerados (p, €j., debido a un tiempo de observacion
limitado), la falta de independencia (por ejemplo, efectos de camada y repeticion de medidas), y las varianzas desi-
guales. Los modelos mixtos lineales generalizados y los modelos de dosis-respuesta cubren una amplia categoria
de instrumentos analiticos que pueden ser adecuados para los datos generados con arreglo al presente método de
ensayo. El informe debe recoger informacion suficiente sobre el método de andlisis y el programa informdtico
empleados, de manera que un revisor o estadistico independiente pueda evaluar o reevaluar el andlisis.

Evaluacién de los resultados

78.  Los resultados deben evaluarse en términos de efectos observados, incluyendo las observaciones microscépicas y
las de la autopsia. La evaluacién incluye la relacion, o la ausencia de relacion, entre la dosis y la presencia, inci-
dencia y gravedad de las anomalfas, incluidas las lesiones macroscépicas. También deben evaluarse los drganos
diana, la fertilidad, las anomalias clinicas, el comportamiento reproductor y con la prole, los cambios de peso
corporal, la mortalidad y demds efectos téxicos y sobre el desarrollo. Debe prestarse especial atencién a los
cambios especificos de un sexo. A la hora de evaluar los resultados del ensayo deben tenerse en cuenta las propie-
dades fisicoquimicas de la sustancia problema y, si estdn disponibles, los datos toxicocinéticos, incluidas la transfe-
rencia placentaria y la excrecién en la leche.

Informe del ensayo

79.  El informe del ensayo debe incluir la siguiente informacién obtenida en el presente estudio de los animales P, F,
y F, (si procede):
Sustancia problema:

— Toda la informacién pertinente de que se disponga sobre las propiedades quimicas, toxicocinéticas y toxicodi-
ndmicas de la sustancia problema;

— Datos de identificacion;

— Pureza;

Vehiculo (si procede):

— Justificacién de la eleccién del vehiculo, si es distinto del agua;
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Animales de experimentacion:

— Especie y cepa utilizada;

— Numero, edad y sexo de los animales;

— Procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, material de nidificacion, etc.;
— Peso de cada animal al inicio del ensayo;

— Datos de los frotis vaginales de las hembras P antes del inicio del tratamiento (si se han recogido datos en ese
momento);

— Registros del emparejamiento de la generacién P que indiquen el macho y la hembra de un apareamiento y si
este ha tenido éxito;

— Registros de la camada de origen de los adultos de la generacién F;;

Condiciones del ensayo:

— Justificacién de la seleccion de las dosis;

— Datos sobre la formulacién de la sustancia problema o su preparacion con los alimentos y concentracién obte-
nida;

— Estabilidad y homogeneidad del preparado en el vehiculo o portador (por ejemplo, alimentos, agua de bebida),
en la sangre o en la leche, en las condiciones de utilizacién y almacenamiento entre utilizaciones;

— Datos sobre la administracion de la sustancia problema;

— Conversién de la concentracién (ppm) de la sustancia problema en los alimentos o en el agua de bebida a la
dosis alcanzada (mg/kg peso corporal y por dia), si procede;

— Detalles de la calidad de los alimentos y del agua (incluida la composicién de la dieta, si se conoce);

— Descripcion detallada de los procedimientos de aleatorizacion en la seleccion de crias para su eliminacién y
para su asignacion a los grupos de ensayo;

— Condiciones ambientales;

— Lista del personal del estudio, incluida su formacién profesional.

Resultados (resumen y datos individuales por sexo y dosis):

— Consumo de alimentos, consumo de agua si se ha medido, rendimiento alimentario (ganancia de peso
corporal por gramo de alimentos consumidos, salvo durante el periodo de cohabitacién y la lactancia), y
consumo de la sustancia problema (en caso de administraciéon con los alimentos o el agua de bebida) de los
animales Py F;

— Datos relativos a la absorcion (si se dispone de ellos);

— Datos de peso corporal de los animales P;

— Datos sobre el peso corporal de los animales F, seleccionados tras el destete;

— Fecha de las muertes sobrevenidas durante el estudio o si los animales han sobrevivido hasta el sacrificio;
— Naturaleza, gravedad y duracién de los signos clinicos (reversibles o no);

— Datos de los andlisis hematoldgicos, de orina y de quimica clinica, incluidas las hormonas TSH y T4;

— Andlisis fenotipico de las células del bazo (linfocitos T, linfocitos B, linfocitos citoliticos naturales);

— Estudio de las células de la médula 6sea;

— Datos de la respuesta toxica;

— Namero de hembras Py F, con ciclo estral normal y anormal y duracién del ciclo;

— Tiempo del apareamiento (intervalo precoital, que es el nimero de dias entre emparejamiento y aparea-
miento);

— Efectos tdxicos o de otro tipo sobre la reproduccién, incluidos los niimeros y porcentajes de los animales que
han llevado a cabo el apareamiento, la gestacion, el parto y la lactancia, de los machos que han provocado
una gestacion, de las hembras con signos de distocia o parto dificil o prolongado;

— Duraci6n de la gestacién vy, si se dispone de este dato, del parto;

— Niimero de implantaciones, tamafio de la camada y porcentaje de crias machos;



21.8.2014

Diario Oficial de la Unién Europea L 247(75

— Nitimero y porcentaje de pérdidas postimplantacién, de nacidos vivos y de mortinatos;

— Datos del peso de la camada y del peso de las crias (machos, hembras y combinados), el nimero de animales
con retraso si se ha determinado;

— Numero de crias con anomalias visibles macroscépicamente;

— Efectos téxicos o de otro tipo sobre la progenie, el crecimiento postnatal, la viabilidad, etc.;

— Datos sobre puntos de referencia fisicos evaluados en las crias y otros datos relativos al desarrollo postnatal;
— Datos sobre la maduracién sexual de los animales F,;

— Datos sobre las observaciones funcionales realizadas en las crias y los adultos, segtin proceda;

— Peso corporal en el momento del sacrificio y peso absoluto y relativo de los 6rganos de los animales P y de
los adultos F;

— Observaciones de la autopsia;
— Descripcion detallada de todas las observaciones histopatoldgicas;

— Numero total de espermatozoides en la cola del epididimo, porcentaje de espermatozoides progresivamente
moviles, porcentaje de espermatozoides de morfologia normal y porcentaje de espermatozoides con cada
anomalia detectada, correspondientes a los machos Py F;;

— Nitimero y fases de maduracion de los foliculos contenidos en los ovarios de las hembras P y F,, en su caso;
— Recuento de cuerpos liteos en los ovarios de las hembras F;

— Tratamiento estadistico de los resultados, si procede.

Pardmetros de la cohorte 2:

— Descripcion detallada de los procedimientos utilizados para normalizar las observaciones y los procedi-
mientos, asi como las definiciones operativas para asignar puntuacion a las observaciones;

— Lista de todos los procedimientos de ensayo utilizados y justificacion de su empleo;

— Datos de los procedimientos utilizados para los estudios conductuales/funcionales, neuropatolégicos y morfo-
métricos, con informacion y detalles sobre los dispositivos automaticos;

— Procedimientos para calibrar y garantizar la equivalencia de los dispositivos y el reparto equilibrado de los
grupos de tratamiento en los procedimientos de ensayo;

— Breve justificacion de las decisiones que impliquen un juicio profesional;

— Descripcion detallada de todas las observaciones conductuales/funcionales, neuropatoldgicas y morfométricas
por sexo y grupo de dosis, incluidos tanto los aumentos como los descensos respecto a los controles;

— Peso del encéfalo;

— Eventuales diagnésticos derivados de lesiones y signos neuroldgicos, incluidas las enfermedades o procesos
naturales;

— Imdgenes de observaciones modelo;

— Imdgenes de baja resolucion para evaluar la homologia de las secciones empleadas en relacién con la morfo-
metria;

— Tratamiento estadistico de los resultados, incluidos los modelos estadisticos utilizados para analizar los datos,
y los resultados, con independencia de que sean significativos o no;

— Relacion de otros eventuales efectos téxicos con la conclusién acerca del potencial neurotéxico de la sustancia
problema, por sexo y grupo de dosis;

— Impacto de cualquier informacién toxicocinética sobre las conclusiones;

— Datos que apoyan la fiabilidad y sensibilidad del método de ensayo (es decir, datos de resultados positivos y de
controles histdricos);

— Eventual relacién entre efectos neuropatoldgicos y funcionales;
— NOAEL o dosis de referencia para las madres y los descendientes, por sexo y grupo de dosis;

— Discusién de la interpretacién global de los datos sobre la base de los resultados, incluidas la conclusion de si
la sustancia problema ha provocado neurotoxicidad para el desarrollo y el NOAEL.
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Pardmetros de la cohorte 3:

— Titulos de anticuerpos de tipo IgM en el suero (sensibilizacién a SRBC o a KLH) o unidades de PFC en el bazo
en respuesta a la IgM (sensibilizacién a SRBC);

— El comportamiento del ensayo de respuesta de anticuerpos dependiente de linfocitos T (TDAR) debe confir-
marse como parte del proceso de optimizacién por el laboratorio que establezca el ensayo por primera vez, y
periddicamente (por ejemplo, una vez al afio) por todos los laboratorios;

— Discusién de la interpretacion global de los datos sobre la base de los resultados, incluidas la conclusion de si
la sustancia problema ha provocado inmunotoxicidad para el desarrollo y el NOAEL.

Discusion de los resultados

Conclusiones, incluidos los valores del NOAEL para efectos sobre los padres y sobre la progenie

También debe incluirse la eventual informacion no obtenida durante el estudio, pero que sea ttil para la interpre-
tacion de los resultados (por ejemplo, semejanzas con los efectos de agentes neurotéxicos conocidos).

Interpretacion de los resultados

80. Un estudio ampliado de toxicidad para la reproduccién en una generacion proporciona informacién sobre los
efectos de la exposicion continuada a una sustancia durante todas las fases del ciclo reproductivo, seglin sea nece-
sario. En particular, el estudio proporciona informacién sobre el aparato reproductor, y sobre el desarrollo, el
crecimiento, la supervivencia y los pardmetros funcionales de las crias hasta el DPN 90.

81. La interpretacion de los resultados del estudio debe tener en cuenta toda la informacién disponible sobre la
sustancia, incluidas las propiedades fisicoquimicas, toxicocinéticas y toxicodindmicas, la informacién disponible
pertinente sobre andlogos estructurales, y los resultados de estudios de toxicidad realizados previamente con la
sustancia problema (por ejemplo, toxicidad aguda, toxicidad tras administracién continuada, estudios del meca-
nismo y estudios para evaluar si se producen diferencias cualitativas y cuantitativas importantes en las propiedades
metabdlicas in vivo o in vitro de una especie a otra). Si es posible, los resultados de la autopsia macroscépica y del
pesaje de los érganos deben interpretarse a la luz de las observaciones realizadas en otros estudios con administra-
cién continuada. La disminucién del crecimiento de los descendientes podria considerarse en relacién con la
influencia de la sustancia problema sobre la composicién de la leche (29).

Cohorte 2 (neurotoxicidad para el desarrollo)

82.  Los resultados de los estudios neuroconductuales y neuropatoldgicos deben interpretarse en el contexto de todas
las observaciones realizadas, utilizando un planteamiento basado en la ponderacién de las pruebas con el juicio
de los expertos. Deben ser objeto de discusion las pautas de las eventuales observaciones conductuales o morfolé-
gicas, asi como las pruebas de una relacién dosis-respuesta. Debe incluirse en esta caracterizacion la evaluacion de
la neurotoxicidad para el desarrollo, incluidos los estudios epidemioldgicos o los informes de casos humanos, y
los estudios con animales de experimentacion (por ejemplo, datos de toxicocinética, informacién sobre la relacién
estructura-actividad, datos de otros estudios de toxicidad). La evaluacién de los datos debe incluir una discusion
de la significacion tanto bioldgica como estadistica. La evaluacion debe incluir la eventual relacion que pueda
existir entre las alteraciones neuropatoldgicas y conductuales observadas. Para obtener orientaciones sobre la inter-
pretacion de los resultados de neurotoxicidad para el desarrollo, véanse el método de ensayo B.53 (35) y Tyl et al.,
2008 (31).

Cohorte 3 (inmunotoxicidad para el desarrollo)

83.  La supresion o el refuerzo de la funcién inmunoldgica segin lo evaluado mediante el ensayo TDAR (respuesta de
anticuerpos dependiente de linfocitos T) debe valorarse en el contexto de todas las observaciones realizadas. La
significacién del resultado del ensayo TDAR puede reforzarse con el apoyo de otros efectos sobre indicadores rela-
cionados con factores inmunoldgicos (por ejemplo, estudio de las células de la médula sea, el pesaje y el examen
histopatoldgico de los tejidos linféticos, la distribucién de las subpoblaciones de linfocitos). Los efectos estable-
cidos mediante el ensayo TDAR pueden ser menos significativos en caso de que se observen otros efectos toxicos
a menores concentraciones de exposicion.

84. Debe consultarse el documento de orientacién de la OCDE 43 para obtener ayuda en la interpretaciéon de los
resultados de neurotoxicidad y toxicidad para la reproduccion (26).
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Apéndice 1

Medidas y observaciones recogidas en la bateria de observaciones funcionales (cohorte 2A)

En la jaula de alo;e'lm1ento y en campo Con la manipulacién Fisiologicas
abierto
Postura Facilidad para sacar al animal Temperatura
Movimientos clonicos y tonicos invo- | Facilidad de manipulacién Peso corporal
luntarios
Cierre palpebral Tono muscular Reflejo pupilar
Piloereccién Respuesta a la aproximacion Tamario de la pupila
Salivacién Respuesta al contacto
Lagrimeo Respuesta auditiva
Vocalizaciones Respuesta al pellizco de la cola
Encabritamiento Reflejo de enderezamiento
Anomalias de la marcha Ensanchamiento del pie al tomar
contacto con el suelo
Nivel de alerta Fuerza de prension de las patas delan-
teras
Estereotipias Fuerza de prension de las patas
traseras
Comportamientos andmalos
Manchas
Anomalias respiratorias
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Apéndice 2

Definiciones
Sustancia: Sustancia o mezcla.

Sustancia problema: Toda sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.
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B.57. ENSAYO DE ESTEROIDOGENESIS EN CELULAS H295R

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 456 (2011). La OCDE
lanzé en 1998 una actividad muy prioritaria para revisar las directrices existentes y elaborar nuevas directrices
sobre los ensayos de cribado y finales de posibles alteradores endocrinos. El “OECD Conceptual Framework for
the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals” (Marco conceptual de la OCDE para el ensayo y
evaluacion de los alteradores endocrinos) de 2002 comprende cinco niveles, cada uno de los cuales corresponde a
un nivel diferente de complejidad bioldgica (1). El ensayo de esteroidogénesis en células H295R in vitro (ensayo
H295R) descrito en el presente método de ensayo utiliza una linea celular de adrenocarcinoma humano (células
NCI-H295R) y constituye un ensayo in vitro de nivel 2 que aporta datos sobre el mecanismo y que puede utilizarse
con fines de cribado y de asignacién de prioridades. La elaboracién y la normalizacion del ensayo para el cribado
de efectos de las sustancias sobre la esteroidogénesis, especificamente la produccién de 17f-estradiol (E2) y de
testosterona (T), se llevaron a cabo en un proceso multifdsico. El ensayo H295R estd optimizado y validado (2)(3)

(#)5)-

2. El objetivo del ensayo de esteroidogénesis H295R es detectar sustancias que afecten a la produccién de E2 y de T.
El ensayo H295R se propone identificar sustancias xenobi6ticas cuyo sitio diana sean los componentes endégenos
que constituyen la ruta bioquimica intracelular iniciada con la secuencia de reacciones a partir del colesterol para
producir E2 o T. El ensayo H295R no tiene por objeto identificar sustancias que afecten a la esteroidogénesis
actuando sobre el eje hipotdlamo-hipéfisis-génadas (HPG). Su finalidad es proporcionar una respuesta de tipo
SIINO en lo que se refiere a la posibilidad de que una sustancia induzca o inhiba la produccién de Ty E2; sin
embargo, es posible obtener resultados cuantitativos en algunos casos (véanse los puntos 53 y 54). Los resultados
del ensayo se expresan como cambios relativos en la produccién hormonal, respecto a los controles de disolvente.
El ensayo no pretende ofrecer informacién sobre el mecanismo especifico relativo a la interacciéon de la sustancia
problema con el sistema endocrino. Se han realizado investigaciones con la linea celular para identificar los
efectos sobre ciertas enzimas y hormonas intermedias, tales como la progesterona (2).

3. Las definiciones y abreviaturas utilizadas en el presente método de ensayo se recogen en el apéndice. En los apén-
dices I-II del documento de la OCDE “Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to Identify
Modulators of Testosterone and Estradiol Production” se incluye un protocolo detallado con instrucciones sobre
cémo preparar las soluciones, cultivar las células y realizar diversos aspectos del ensayo (4).

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

4. Hay cinco enzimas diferentes que catalizan seis reacciones diferentes de la biosintesis de hormonas esteroideas
sexuales. La conversion enzimdtica de colesterol en pregnenolona por la enzima CYP11A, que es del grupo del
citocromo P450 (CYP) y que separa la cadena lateral del colesterol, constituye la etapa inicial de una serie de reac-
ciones bioquimicas que culmina en la sintesis de los productos finales esteroideos. En funcién del orden de las
dos reacciones siguientes, el proceso de esteroidogénesis se divide en dos caminos, la via de los A’-hidroxieste-
roides y la via de los A*-cetoesteroides, que convergen en la produccién de androstenodiona (figura 1).

5. La androstenodiona se convierte en testosterona (T) por la acciéon de la 17f-hidroxiesteroide-deshidrogenasa
(17B-HSD). La testosterona es tanto un producto intermedio como una hormona final. En los machos, la T puede
convertirse en dihidrotestosterona (DHT) por la 5a-reductasa, que se encuentra en las membranas celulares, la
membrana nuclear y el reticulo endopldsmico de los tejidos diana de la accién androgénica, como la prostata y
las vesiculas seminales. La DHT es significativamente mds potente como andrdgeno que la Ty también se consi-
dera una hormona final. El ensayo H295R no mide la DHT (véase el punto 10).

6.  La enzima de la via esteroidogénica que convierte las sustancias androgénicas en sustancias estrogénicas es la
aromatasa (CYP19). Esta transforma la T en 17f-estradiol (E2) y la androstenodiona en estrona. Tanto el E2 como
la T se consideran hormonas finales de la via esteroidogénica.

7. La especificidad de la actividad lidsica de la CYP17 difiere en cuanto a los sustratos intermedios en las distintas
especies. En la especie humana, la enzima favorece los sustratos de la via de los A*-hidroxiesteroides (pregneno-
lona), mientras que en la rata se ven favorecidos los sustratos de la via de los A*-cetoesteroides (progesterona)
(19). Tales diferencias en la actividad lidsica de la CYP17 pueden explicar algunas diferencias segtin las especies en
cuanto a la respuesta a sustancias que alteran la esteroidogénesis in vivo (6). Se ha comprobado que las células
H295 reflejan muy bien la expresién enzimdtica suprarrenal y el patrén de produccién de esteroides de los
adultos de nuestra especie (20), pero se sabe que expresan enzimas tanto de la via de los AS-hidroxiesteroides
como de la de los A*-cetoesteroides para la sintesis de andrégenos (7)(11)(13)(15).
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Figura 1

Via esteroidogénica de las células H295R

LYPHIA LYPt7 oIz

Colesterol Pregnenolona 17a-OH-Pregnenolona

Ay LYP17

Testosterona  Estrona

\ 17p-Estradiol

J/

Aldosterona

Nota:

Las enzimas estdn en cursiva, las hormonas, en negrita, y las flechas indican la direccién de la sintesis. El fondo
gris indica vias/productos de la categorfa de los corticoesteroides. Las vias/productos de la categoria de los
esteroides sexuales estdn en el circulo. CYP = citocromo P450; HSD = hidroxiesteroide-deshidrogenasa;
DHEA = deshidroepiandroesterona.

8. Lalinea celular de adrenocarcinoma H295R humano es util como modelo in vitro para la investigacién de efectos
sobre la sintesis de hormonas esteroideas (2)(7)(8)(9)(10). La linea celular H295R expresa los genes que codifican
todas las enzimas clave para la esteroidogénesis indicadas mds arriba (11)(15) (figura 1). Se trata de una caracterfs-
tica tnica porque la expresion in vivo de estos genes es especifica de ciertos tejidos y de ciertas fases del desarrollo,
y lo normal es que no haya un solo tejido o una sola fase del desarrollo que exprese todos los genes que parti-
cipan en la esteroidogénesis (2). Las células H295R tienen caracteristicas fisioldgicas de las células suprarrenales
sin diferenciacion zonal de los fetos humanos (11). Las células representan un sistema in vitro tnico, ya que tienen
la capacidad de producir todas las hormonas esteroideas que se encuentran en la corteza suprarrenal y en las
génadas de los adultos, lo que permite realizar ensayos sobre los efectos en la sintesis de corticoesteroides y en la
produccién de hormonas esteroideas sexuales, como los andrégenos y los estrogenos, aunque el ensayo estd vali-
dado solo para detectar Ty E2. Los cambios detectados por el sistema de ensayo en forma de alteracién de la
produccién de T y E2 pueden ser resultado de una multitud de distintas interacciones de las sustancias problema
con las funciones de la esteroidogénesis que se expresan en las células H295R. Entre estas se incluyen la modula-
cién de la expresion, de la sintesis o de la funcién de las enzimas que participan en la produccion, transformacién
o eliminacién de las hormonas esteroideas (12)(13)(14). La inhibicién de la produccién hormonal puede deberse a
una unién competitiva directa a una enzima de la via, al impacto sobre cofactores tales como el NADPH (fosfato
de nicotinamida-adenin-dinucledtido) y el cAMP (monofosfato de adenosina ciclico), o al incremento del metabo-
lismo de los esteroides o a la supresion de la expresion génica de algunas enzimas de la via de la esteroidogénesis.
Aunque la inhibicién puede ser funcién de procesos tanto directos como indirectos relacionados con la produc-
cién de hormonas, la induccién tiene normalmente un cardcter indirecto; puede deberse, por ejemplo, a la altera-
cién de cofactores como el NADPH y el cAMP (como en el caso de la forskolina), a la reduccién del metabolismo
de los esteroides (13) o a la activacion de la expresion génica de la esteroidogénesis.

9.  El ensayo H295R ofrece varias ventajas:

— Permite la deteccién tanto de incrementos como de disminuciones de la produccién de Ty de E2.

— Permite la evaluacién directa del efecto potencial de una sustancia sobre la viabilidad celular y la citotoxicidad.
Esta es una caracteristica importante, ya que permite discriminar entre los efectos debidos a la citotoxicidad y
los debidos a la interaccién directa de las sustancias con las vias esteroidogénicas, lo cual no es posible en
sistemas de tejidos explantados que estdn compuestos por mdltiples tipos de células con sensibilidades y
funcionalidades diferentes;
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— No exige la utilizacién de animales;
— La linea celular H295R estd disponible en el comercio.

10.  Las limitaciones principales del ensayo son las siguientes:

— Su capacidad metabdlica es desconocida, pero probablemente es bastante limitada; por lo tanto, es probable
que las sustancias que tienen que activarse metabdlicamente pueden pasarse por alto en este ensayo.

— Dado que proceden del tejido suprarrenal, las células H295R poseen las enzimas capaces de producir gluco y
mineralocorticoides, asi como hormonas sexuales; por tanto, los efectos sobre la produccion de gluco y mine-
ralocorticoides pueden influir en los niveles de Ty E2 observados en este ensayo.

— Aqui no se mide la DHT, por lo que no se espera que se detecten las sustancias que inhiben la 5a-reductasa,
en cuyo caso puede utilizarse el ensayo de Hershberger (16).

— El ensayo H295R no detecta las sustancias que interfieren con la esteroidogénesis por afectar al eje hipotd-
lamo-hipdfisis-gonadas (HPG), ya que esto solo puede estudiarse en animales intactos.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

11.  El objetivo del ensayo es la deteccién de las sustancias que afectan a la produccién de Ty de E2. La T es también
un producto intermedio de la via que lleva al E2. El ensayo puede detectar sustancias que caracteristicamente
inhiben o inducen enzimas de la via de la esteroidogénesis.

12.  El ensayo suele efectuarse en condiciones normales de cultivo celular, en placas de cultivo de 24 pocillos. También
pueden utilizarse placas de otros tamafios para realizar el ensayo; sin embargo, la siembra y las condiciones expe-
rimentales deben adaptarse en consecuencia para mantener el cumplimiento de los criterios de comportamiento.

13.  Tras un periodo de aclimatacion de 24 h en placas con mdltiples pocillos, se exponen las células durante 48 h a
siete concentraciones de la sustancia problema, al menos por triplicado. Como controles, negativo y positivos, se
aplican el disolvente y un inhibidor y un inductor de la producciéon de hormonas conocidos, a una concentracién
fijada. Al final del periodo de exposicion, se retira el medio de cada pocillo. Se analiza la viabilidad celular en cada
pocillo inmediatamente después de retirar el medio. Las concentraciones de las hormonas en el medio pueden
medirse utilizando una serie de métodos, incluidos equipos disponibles en el comercio para la medicién de
hormonas, o técnicas instrumentales como la cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (LC-MS). Los
datos se expresan como el factor multiplicador del cambio respecto al control del disolvente y como la concentra-
cién con efecto minimo observado (LOEC). Si el ensayo es negativo, la mayor concentracion utilizada en el ensayo
se recoge como la concentracion sin efecto observado (NOEC). Las conclusiones sobre la capacidad de una
sustancia para afectar a la esteroidogénesis deben basarse, como minimo, en dos tandas de ensayos indepen-
dientes. La primera tanda de ensayos puede servir para determinar la gama de concentraciones, que se ajustan
posteriormente para las tandas 2 y 3, en su caso, si se detectan problemas de solubilidad o de citotoxicidad, o si
la actividad de la sustancia parece estar al final de la gama de concentraciones empleada en el ensayo.

PROCEDIMIENTO DE CULTIVO

Linea celular

14. Las células NCI-H295R se pueden conseguir comercialmente de la American Type Culture Collection (ATCC)
previa firma de un acuerdo de transferencia de material (ATM) (!).

Introduccién

15. Debido a los cambios en la capacidad de produccién de E2 de las células al aumentar la edad o el niimero de
pases (2), es necesario que las células se cultiven segin un protocolo especifico, antes de utilizarse, y hay que
anotar el nimero de pases desde la descongelacion de las células, asi como el nimero de pases al que las células
se han congelado y colocado en nitrgeno liquido para su almacenamiento. El primer ndmero indica el nimero
real de pases celulares y el segundo niimero es el de pases al que las células se han congelado y almacenado. Por
ejemplo, unas células congeladas después del pase 5, y que luego se han descongelado y resembrado tres veces
(4 pases contando las células recién descongeladas como pase 1) después de haberse cultivado de nuevo se etique-
tarfan como pase 4.5. En el apéndice I del informe de validacién se ilustra un ejemplo del sistema de
numeracion (4).

16.  Se utiliza un medio de partida como base para los medios suplementado y de congelacién. El medio suplemen-
tado es un componente necesario para el cultivo de las células. El medio de congelacion estd concebido especifica-

mente para permitir la congelacion de las células para su almacenamiento a largo plazo sin problemas. Antes de

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA, [http:/[www.lgcstandards-atcc.org/].
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su utilizacion, debe analizarse el suero Nu-serum (o un suero comparable de propiedades similares del que se haya
demostrado que sirve para producir datos que cumplen los requisitos de control de calidad y de comportamiento
del ensayo), que es un componente de los medios suplementados, en cuanto a sus concentraciones de base de T
y de E2. En el apéndice II del informe de validacién se describe la preparacién de estas soluciones (4).

17.  Tras el inicio de un cultivo de células H295R a partir de un lote original de la ATCC, hay que cultivar las células a
lo largo de cinco pases (es decir, hay que resembrarlas 4 veces). Las células del pase 5 se congelan en nitrégeno
liquido para su almacenamiento. Antes de congelar las células, se cultiva una muestra de células del pase 4 ante-
rior en una placa de control de calidad (véanse los puntos 36 y 37) para verificar si la produccién basal de
hormonas y la respuesta a las sustancias de control positivo cumplen los criterios de control de calidad del
ensayo, definidos en el cuadro 5.

18.  Las células H295R deben cultivarse, congelarse y almacenarse en nitrégeno liquido para asegurarse de que siempre
hay células del pasofedad apropiado disponibles para su cultivo y utilizacién. El nimero maximo de pases tras
poner en cultivo un lote nuevo (') o congelado () de células aceptable para su uso en el ensayo H295R no debe
superar los 10. Por ejemplo, los pases aceptables para los cultivos de células de un lote congelado en el pase 5
van de 4.5 a 10.5. Con las células cultivadas a partir de estos lotes congelados, debe seguirse el procedimiento
contemplado en el punto 19. Estas células deben cultivarse durante al menos cuatro (4) pases adicionales
(pase 4.5) antes de utilizarse en el ensayo.

Cultivo de células a partir de material congelado

19.  El procedimiento para cultivar células a partir de material congelado debe utilizarse en los casos en que se toma
un lote nuevo de células de su almacenamiento en nitrogeno liquido para su cultivo y utilizacién en el ensayo.
Los detalles de este procedimiento son los indicados en el apéndice 1II del informe de validacion (4). Las células se
retiran de su almacenamiento en nitrégeno liquido, se descongelan rdpidamente, se colocan en medio suplemen-
tado en un tubo de centrifuga, se centrifugan a temperatura ambiente, se vuelven a suspender en medio suplemen-
tado, y se transfieren a un matraz de cultivo. El medio debe cambiarse el dia siguiente. Las células H295R se
cultivan en estufa a 37 °C en atmoésfera de aire con un 5 % de CO,, y el medio se renueva 2-3 veces por semana.
Cuando las células presentan una confluencia del 85-90 % aproximadamente, deben resembrarse. La resiembra de
las células es necesaria para garantizar su salud y crecimiento y para mantenerlas con vistas a la realizacién de
bioensayos. Las células se lavan tres veces con solucién salina amortiguadora de fosfato (PBS, sin Ca?* ni Mg?* y se
liberan del matraz de cultivo mediante la adicion de una enzima adecuada de separaciéon como, por ejemplo, la
tripsina, en PBS (sin Ca?* ni Mg?*). Inmediatamente después de que las células se hayan desprendido del matraz
de cultivo, debe detenerse la accion de la enzima con la adicién de medio suplementado en la proporcién de
tres veces el volumen que se ha utilizado para el tratamiento enzimatico. Las células se ponen en un tubo de
centrifuga y se centrifugan a temperatura ambiente, el sobrenadante se elimina y el precipitado de células se vuelve
a suspender en medio suplementado. Se coloca en el nuevo matraz de cultivo la cantidad apropiada de suspensién
de células. La cantidad de suspensién de células debe ajustarse de forma que las células se hagan confluentes en el
plazo de 5 a 7 dias. La proporcién recomendada de subcultivo es de 1:3 a 1:4. La placa debe etiquetarse cuidado-
samente. Las células estdn entonces dispuestas para utilizarse en el ensayo y las células excedentarias deben conge-
larse en nitrégeno liquido como se describe en el punto 20.

Congelacion de las células H295R (preparacién para su almacenamiento en nitrégeno liquido)

20. A fin de preparar las células H295R para su congelacion, el procedimiento descrito anteriormente para resembrar
las células debe seguirse hasta la etapa de nueva suspension del precipitado de células del fondo del tubo de centri-
fuga. En este caso, el precipitado de células se vuelve a suspender en medio de congelacién. La suspensién se
transfiere a un tubo criogénico, etiquetado de forma apropiada, y se congela a — 80 °C durante 24 horas, tras lo
cual el tubo criogénico se transfiere a nitrogeno liquido para su almacenamiento. Los detalles de este procedi-
miento son los indicados en el apéndice III del informe de validacion (4).

Siembra en placas y preincubacién de las células para el ensayo

21.  El niimero necesario de placas de 24 pocillos, preparadas como se indica en el punto 19, dependerd del niimero
de sustancias que se hayan de someter al ensayo y de la confluencia de las células en los matraces de cultivo.
Como norma general, un solo matraz de cultivo (75 ¢cm?) de células con una confluencia del 80-90 % propor-
ciona bastantes células para poblar de 1 a 1,5 placas (de 24 pocillos) con una densidad objetivo de 200 000
a 300 000 células por ml de medio, que resulta en una confluencia aproximada del 50-60 % en los pocillos al
cabo de 24 horas (figura 2). Esta es normalmente la densidad celular 6ptima para la produccién de hormonas en
el ensayo. Con densidades superiores, se altera el patrén de produccién de Ty de E2. Antes de realizar el ensayo
por primera vez, se recomienda probar diferentes densidades de indculo, entre 200 000 y 300 000 células por
ml, y seleccionar para el resto de los experimentos la densidad que procure una confluencia del 50-60 % en el
pocillo al cabo de 24 horas.

(") Por “lote nuevo” se entiende un lote de células recién recibido de la ATCC.
() Por “lote congelado” se entiende el de células que se han cultivado y congelado previamente en un laboratorio distinto de la ATCC.
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Figura 2

Microfotografias de células H295R con una densidad de inéculo del 50 % en una placa de cultivo de
24 pocillos a las 24 horas, tomadas en el borde (A) y en el centro (B) de un pocillo

22.  Con pipeta, se retira el medio del matraz de cultivo, y las células se lavan 3 veces con PBS estéril (sin Ca?
ni Mg?*). Se afiade una solucién enzimdtica (en PBS) para desprender las células del matraz de cultivo. Tras un
tiempo adecuado para que las células se desprendan, debe detenerse la accién de la enzima con la adicién de
medio suplementado en la proporcion de tres veces el volumen que se ha utilizado para el tratamiento enzimd-
tico. Las células se ponen en un tubo de centrifuga, se centrifugan a temperatura ambiente, el sobrenadante se
elimina y el precipitado de células se vuelve a suspender en medio suplementado. La densidad celular se calcula
utilizando, por ejemplo, un hemocitémetro o un contador celular. La suspensiéon celular debe diluirse hasta
obtener la deseada densidad de siembra en placa y mezclarse bien para conseguir una densidad celular homo-
génea. Las células deben ponerse en las placas a razén de 1 ml de la suspension celular por pocillo, y las placas y
pocillos deben etiquetarse. Las placas sembradas se incuban a 37 °C en atmosfera de aire con 5 % de CO, durante
24 horas para que las células puedan adherirse a los pocillos.

REQUISITOS DE CONTROL DE CALIDAD

23.  Es fundamental que se pongan en los pocillos los voliimenes exactos de las soluciones y muestras al realizar el
ensayo, ya que estos voliimenes determinan las concentraciones utilizadas para calcular los resultados del ensayo.

24.  Antes de iniciar el cultivo celular y cualesquiera otras pruebas posteriores, cada laboratorio debe demostrar la
sensibilidad de su sistema de medicién de hormonas (puntos 29-31).

25.  Sise van a aplicar sistemas de medicién de hormonas que utilizan anticuerpos, debe analizarse antes de iniciar el
ensayo el potencial de las sustancias problema para interferir con el sistema de medicién aplicado para cuantificar
la Ty el E2 como se indica en el punto 32.
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26. El DMSO es el disolvente recomendado para este ensayo. Si se utiliza otro disolvente, debe determinarse lo
siguiente:

— la solubilidad de la sustancia problema, de la forskolina y del procloraz en el disolvente, asi como
— la citotoxicidad en funcién de la concentracién de disolvente.

Se recomienda que la concentracién maxima permisible de disolvente no supere una dilucién de 10 veces la
menor concentracion citotoxica del disolvente.

27.  Aantes de llevar a cabo el ensayo por primera vez, el laboratorio debe realizar un experimento de evaluacién de la
aptitud, en el que se demuestre que el laboratorio es capaz de mantener y lograr unos cultivos celulares adecuados
y las condiciones experimentales necesarias para los ensayos de sustancias, como se describe en los puntos 33-35.

28.  Cuando se inicie un ensayo con un lote nuevo de células, debe aplicarse el procedimiento a una placa de control
antes de utilizar el lote nuevo, a fin de evaluar el comportamiento de las células, como se describe en los
puntos 36 y 37.

Comportamiento del sistema de medicion de hormonas

Sensibilidad, exactitud, precision y reactividad cruzada con la matriz de muestra

29.  Cada laboratorio puede utilizar el sistema de mediciéon de hormonas que prefiera para el andlisis de la produccién
de Ty de E2 por las células H295R siempre que cumpla los criterios de comportamiento, incluido el limite de
cuantificacion (LC). Los valores de este limite son, en principio, 100 pg/ml para Ty 10 pg/ml para E2, estable-
cidos segtin los niveles hormonales basales observados en los estudios de validacién. No obstante, puede ser apro-
piado aplicar niveles superiores o inferiores en funcién de los niveles hormonales basales obtenidos en el labora-
torio que realice el ensayo. Antes de iniciar la placa de control de calidad y las tandas de ensayo, el laboratorio
debe demostrar que el sistema hormonal que se va a utilizar puede medir las concentraciones hormonales en el
medio suplementado, con la suficiente exactitud y precision para cumplir los criterios de control de calidad espe-
cificados en los cuadros 1 y 5, mediante el andlisis del medio suplementado al que se ha afiadido un control
interno de hormona. Al medio suplementado se le deben afiadir al menos tres concentraciones de cada hormona
(por ejemplo, 100, 500 y 2 500 pg/ml de T; 10, 50 y 250 pg/ml de E2; o también, como concentraciones
afladidas mds bajas de Ty de E2, pueden usarse las concentraciones mds bajas posibles segtn los limites de detec-
cién del sistema de medicién hormonal elegido), y a continuacién se analiza. Las concentraciones hormonales
medidas en muestras no extraidas no deben alejarse mds del 30 % de las concentraciones nominales, y la variacion
entre mediciones replicadas de la misma muestra no debe superar el 25 % (véanse también en el cuadro 8 criterios
adicionales de control de calidad). Si se cumplen estos criterios de control de calidad, se supone que el sistema
seleccionado de medicién hormonal es suficientemente exacto, preciso y no presenta reactividad cruzada con los
componentes del medio (matriz de la muestra) de modo que pudiera preverse una influencia significativa sobre el
resultado del ensayo. En tal caso, no es necesario proceder a ninguna extraccién de las muestras antes de realizar
las mediciones hormonales.

30. En caso de que no se cumplan los criterios de control de calidad de los cuadros 1 y 8, puede estar dindose un
efecto matricial significativo, y debe llevarse a cabo un experimento con medio al que se ha afiadido la hormona
y luego se ha sometido a extraccién. En el apéndice II del informe de validacion se describe un ejemplo de proce-
dimiento de extraccion (4). Las mediciones de las concentraciones hormonales en las muestras extraidas deben
hacerse por triplicado (). Si se puede demostrar que, previa extraccién, los componentes del medio no interfieren
con el método de deteccion de las hormonas segiin lo definido por los criterios de control de calidad, todos los
experimentos posteriores deben realizarse utilizando muestras extraidas. Si los criterios de control de calidad no
pueden cumplirse ni siquiera después de efectuar la extraccion, es que el sistema de medicién hormonal utilizado
no es adecuado para los fines del ensayo de esteroidogénesis H295R, y hay que emplear un método alternativo de
deteccién hormonal.

Curva patron

31.  Las concentraciones hormonales de los controles de disolvente (CD) deben situarse en la porcion lineal de la curva
patrén. Es preferible que los valores de CD queden cerca del centro de la porcion lineal para garantizar que
puedan medirse la induccién y la inhibicion de la sintesis de las hormonas. Las diluciones del medio (o extractos)
que hayan de medirse deben seleccionarse en consecuencia. La relacion lineal debe determinarse mediante un
método estadistico adecuado.

Prueba de interferencia de las sustancias

32.  Si para medir las hormonas van a utilizarse sistemas con intervencion de anticuerpos, tales como los ensayos de
inmunoadsorcién enzimdtica (ELISA) y los radioimmunoandlisis (RIA), debe probarse cada sustancia en cuanto a
su posible interferencia con el sistema de medicién hormonal que vaya a emplearse, antes del inicio de los ensayos
propiamente dichos de la sustancia [apéndice IIl del informe de validacién (4)], ya que algunas sustancias pueden
interferir con estos sistemas (17). Si se produce una interferencia, esto es, un aumento > 20 % de la produccién
basal de hormonas T y/o E2, segiin lo determinado por el andlisis hormonal, debe llevarse a cabo la prueba de

(") Nota: Si es necesario realizar la extraccion, se efectiian tres mediciones replicadas de cada extracto. Cada muestra se extrae una sola
vez.



21.8.2014 Diario Oficial de la Unién Europea L 247/87

interferencia del sistema de medicion hormonal con la sustancia [tal como se describe en la seccién 5.0 del apén-
dice TIT del informe de validacién (4)] con todas las diluciones de la solucién madre de la sustancia problema, a
fin de identificar la dosis umbral a partir de la que se produce una interferencia significativa (> 20 %). Si la interfe-
rencia es inferior al 30 %, es posible corregir los resultados para tener en cuenta la interferencia. Si la interferencia
es superior al 30 %, los datos correspondientes a esas concentraciones son invélidos y hay que descartarlos. En
caso de que haya interferencia significativa de una sustancia problema con un sistema de medicién hormonal a
mds de una concentracién no citotdxica, debe utilizarse un sistema de medicion hormonal diferente. Con el fin de
evitar la interferencia de las sustancias contaminantes, se recomienda que se extraigan las hormonas del medio
utilizando un disolvente adecuado; pueden encontrarse posibles métodos en el informe de validacién (4).

Cuadro 1

Criterios de comportamiento de los sistemas de medicién hormonal

Parametro Criterio

Sensibilidad del método de medicion | Limite de cuantificaciéon (LC)
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml ()

Eficacia de la extraccion hormonal Las tasas de recuperacion medias (a partir de mediciones triplicadas) de
(solo cuando haga falta efectuar la las cantidades afiadidas de hormona no deben desviarse en mds del
extraccion) 30 % de la cantidad afiadida.

Interferencia con la sustancia (solo No debe haber reactividad cruzada importante (= 30 % de la produccion

para sistemas que utilizan anticuerpos) | basal de la hormona respectiva) con ninguna de las hormonas produ-
cidas por las células (°) ().

(") Nota: Los limites del método de medicion se basan en los valores de producciéon hormonal basal que se recogen en el cuadro
5, y son funcién del comportamiento. Si se puede conseguir una mayor produccion hormonal basal, el limite puede ser
mayor..

(*) Algunos anticuerpos contra la Ty el E2 pueden presentar reaccién cruzada con la androstenodiona y la estrona, respectiva-
mente, en un porcentaje mayor. En tales casos, no es posible determinar exactamente los efectos sobre la 17f-HSD. Sin
embargo, los datos pueden seguir proporcionando informacién dtil en relacién con los efectos sobre la produccién de estré-
genos o de andrégenos en general. En estos casos, los datos deben expresarse como respuestas androgénicas/estrogénicas,
mas que como E2 y T.

(9 Entre estas figuran las siguientes: colesterol, pregnenolona, progesterona, 11-desoxicorticosterona, corticosterona, aldoste-
rona, 17a-pregnenolona, 17a-progesterona, desoxicortisol, cortisol, DHEA, androstenodiona, estrona.

Prueba de competencia del laboratorio

33.  Antes de ensayar sustancias desconocidas, el laboratorio debe demostrar que tiene capacidad para mantener y
lograr unos cultivos celulares adecuados y las condiciones experimentales necesarias para la correcta realizacién
del ensayo, efectuando la prueba de competencia del laboratorio. Dado que el comportamiento de un ensayo estd
relacionado directamente con el personal del laboratorio que lo lleva a cabo, estos procedimientos deben repetirse
parcialmente si se produce algtin cambio en el personal del laboratorio.

34.  Esta prueba de competencia se efectuard en las mismas condiciones recogidas en los puntos 38 a 40, exponiendo
las células a siete concentraciones crecientes de inductores e inhibidores fuertes, moderados y débiles, asi como a
una sustancia negativa (véase el cuadro 2). En concreto, las sustancias que deben utilizarse son las siguientes: el
inductor fuerte forskolina (n° CAS 66575-29-9); el inhibidor fuerte procloraz (n° CAS 67747-09-5); el inductor
moderado atrazina (n° CAS 1912-24-9); el inhibidor moderado aminoglutetimida (n° CAS 125-84-8); el inductor
débil (produccién de E2) e inhibidor débil (produccién de T) bisfenol A (n° CAS 80-05-7); y la sustancia negativa
gonadotropina coriénica humana (HCG) (n° CAS 9002-61-3), como se indica en el cuadro 2. Se utilizan placas
separadas para todas las sustancias siguiendo el formato indicado en el cuadro 6. En cada tanda diaria debe
incluirse una placa de control de calidad (cuadro 4, puntos 36-37) para las sustancias de la prueba de compe-
tencia.

Cuadro 2

Sustancias de la prueba de competencia y concentraciones de exposicién

Sustancia de la prueba de

. Concentraciones de ensayo [pM]
competencia

Procloraz 0@, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10

Forskolina 0, 0,03,0,1,0,3,1, 3,10, 30
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Sustancia de la pr.ueba de Concentraciones de ensayo [pM]
competencia
Atrazina 0®,003,01,1, 3,10, 30, 100
Aminoglutetimida 0 (), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100
Bisfenol A 0@®,0,03,01,1, 3,10, 30, 100
HCG 0®,0,03,01,1, 3,10, 30, 100

(%) Control de disolvente (DMSO) (0), 1 ul DMSO/pocillo

Las células H295R deben exponerse a las sustancias de la prueba de competencia en placas de 24 pocillos durante
la prueba de competencia del laboratorio. Las unidades de concentraciéon son pM para las dosis de todas las
sustancias de la prueba. Las sustancias deben aplicarse disueltas en DMSO al 0,1 % v/v por pocillo. Todas las
concentraciones de la prueba deben ensayarse en pocillos por triplicado (cuadro 6). Se utilizan placas separadas
para cada sustancia. En cada tanda diaria se incluye una placa de control de calidad.

35.  Deben efectuarse el analisis de la viabilidad celular y los analisis hormonales segtin lo establecido en los puntos 42
a 46. El valor umbral (concentracién minima con efecto observado, LOEC) y la decisién sobre la clasificacién

deben comunicarse y compararse con los valores del cuadro 3. Los datos se consideran aceptables si cumplen el
valor umbral de LOEC y la clase de decision del cuadro 3.

Cuadro 3

Valores umbrales (LOEC) y clases de decision para las sustancias de la prueba de competencia

LOEC [pM] Clase de decision
Ne CAS
T E2 T E2

Procloraz 67747-09-5 <0,1 <10 + (9) (Inhibicién) | + (Inhibicién)
Forskolina 66575-29-9 <10 <0,1 + (Induccién) + (Induccién)
Atrazina 1912-24-9 <100 <10 + (Induccion) + (Induccién)
Aminogluteti- 125-84-8 <100 < 100 + (Inhibici6n) + (Inhibici6n)
mida

Bisfenol A 80-05-7 <10 <10 + (Inhibici6n) + (Inducci6n)
HCG 9002-61-3 N. a. N. a. Negativa Negativa

() +, positiva

N a., no aplicable ya que no debe haber cambios tras la exposicién a concentraciones no citotéxicas del control negativo.

Placa de control de calidad

36. La placa de control de calidad se utiliza para verificar el comportamiento de las células H295R en condiciones
normales de cultivo, y para establecer una base de datos histéricos de las concentraciones hormonales en los
controles de disolvente y en los controles positivos y negativos, asi como otras medidas de control de calidad a lo
largo del tiempo.

— El comportamiento de las células H295R debe evaluarse utilizando una placa de control de calidad para cada
lote nuevo de la ATCC o después de utilizar por primera vez una poblacion congelada de células, salvo que se
haya efectuado con ese lote de células la prueba de competencia del laboratorio (puntos 32-34).

— Una placa de control de calidad proporciona una evaluacién completa de las condiciones del ensayo (por
ejemplo, viabilidad de las células, controles de disolvente, controles negativos y positivos, asi como variabi-
lidad intra e inter-ensayos) cuando se estudian las sustancias, y debe formar parte de cada tanda del ensayo.

37.  La prueba de control de calidad se efecta en una placa de 24 pocillos, con los mismos procedimientos de incuba-
cién, administracion, viabilidad celular/citotoxicidad, extraccién hormonal y andlisis hormonal que se describen
en los puntos 38 a 46 para las sustancias problema. La placa de control de calidad incluye blancos, controles del
disolvente y dos concentraciones de un inductor (forskolina, 1, 10 pM) y de un inhibidor (procloraz, 0,1, 1 uM)
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38.

39.

conocidos de la sintesis de E2 y de T. Ademds, se utiliza MeOH en determinados pocillos como control positivo
del ensayo de viabilidad o de citotoxicidad. En el cuadro 4 se recoge una descripcién detallada del disefio de la
placa. En el cuadro 5 se indican los criterios que debe cumplir la placa de control de calidad. Tanto los pocillos de
control de disolvente como los pocillos en blanco deben respetar el nivel minimo de produccién hormonal basal
de Ty de E2.

Cuadro 4

Disefio de la placa de control de calidad para comprobar el comportamiento de las células H295R sin
exponer y de las células expuestas a un inhibidor (PRO = procloraz) y a un inductor (FOR = forskolina)
conocidos de la produccién de E2 y de T. Una vez terminado el experimento de exposicioén y tras haber
retirado el medio, se afiade una solucién de metanol al 70 % a todos los pocillos de MeOH para servir de

control positivo de la citotoxicidad [véase el ensayo de citotoxicidad en el apéndice III del informe de

validacion (4)]
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1

2

3

4

5

6

A Blanco (9

Blanco (9

Blanco (?)

Blanco (9
(+ MeOH) ()

Blanco (?)
(+ MeOH) ()

Blanco (9
(+ MeOH) ()

B | DMSO ()
1l

DMSO ()
1l

DMSO (9
1l

DMSO (9
1ul
(+ MeOH) ()

DMSO ()

1ul
(+ MeOH) (°)

DMSO ()
1l
(+ MeOH) (°)

C| FOR1uM

FOR 1 pM

FOR 1 pM

PRO 0,1 M

PRO 0,1 pM

PRO 0,1 M

D | FOR 10 puM

FOR 10 uM

FOR 10 pM

PRO 1 pM

PRO 1 pM

PRO 1 pM

(%) Las células de los pocillos en blanco solo reciben medio (es decir, sin disolvente).
(") El metanol (MeOH) se afiade después de que haya terminado la exposicion y se haya retirado el medio de estos pocillos.
(9 Control del disolvente DMSO (1 pl/pocillo).

Cuadro 5

Criterios de comportamiento de la placa de control de calidad

T E2

> 2,5 veces el limite de
cuantificacion

> 5 veces el limite de cuan-
tificacién

Produccién hormonal basal en el control del disol-
vente (CD)

Induccién (10 pM de forskolina) > 1,5 veces el CD > 7,5 veces el CD

Inhibicién (1 uM de procloraz) < 0,5 veces el CD < 0,5 veces el CD

PROCEDIMIENTO DE EXPOSICION A LAS SUSTANCIAS

Las células preincubadas se retiran de la estufa (punto 21) y se observan al microscopio para asegurarse de que
estdn en buenas condiciones (fijacion, morfologia) antes de la administracién de la sustancia.

Las células se colocan en una campana de bioseguridad y se retira el medio suplementado, que se sustituye por
medio suplementado nuevo (1 ml/pocillo). El DMSO es el disolvente preferido para este método de ensayo. Sin
embargo, si existen razones para utilizar otros disolventes, deberd describirse la justificacién cientifica. Se exponen
las células a la sustancia problema afiadiendo 1 pl de la solucién adecuada en DMSO [véase el apéndice II del
informe de validacién (4)] por ml de medio suplementado (volumen del pocillo). Asi se consigue una concentra-
cion final del 0,1 % de DMSO en los pocillos. Para garantizar una mezcla adecuada, en general es preferible que
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la solucién adecuada de la sustancia problema en DMSO se mezcle con medio suplementado para obtener la
concentracién final deseada en relacién con cada dosis, y la mezcla se afiade a cada pocillo inmediatamente
después de la retirada del medio viejo. Si se utiliza esta opcidn, la concentracién de DMSO (0,1 %) debe ser la
misma en todos los pocillos. Los pocillos con las dos mayores concentraciones se someten a evaluacién visual
utilizando una lupa binocular para detectar la posible formacién de precipitados o turbidez, la cual indicarfa que
la sustancia de ensayo no se ha disuelto completamente. Si se observan estas condiciones (turbidez, formacién de
precipitados), se examinardn también los pocillos que contengan las concentraciones inmediatamente inferiores
(y asi sucesivamente) y se excluirdn del andlisis y evaluacién posteriores las concentraciones a las que la solucién
no sea completa. La placa se vuelve a poner en la estufa a 37 °C en atmdsfera de aire con 5 % de CO, durante
48 horas. En el cuadro 6 se indica el disefio de la placa de la sustancia problema. Las soluciones 1-7 indican la
distribucién de las dosis de la sustancia problema en orden creciente.

Cuadro 6

Esquema de las dosis para la exposicion de las células H295R a las sustancias problema en una placa de

24 pocillos
1 2 3 4 5 6
A DMSO DMSO DMSO Solucién 4 Solucién 4 Solucién 4
B Solucién 1 Solucién 1 Solucién 1 Solucién 5 Solucién 5 Solucién 5
C Solucién 2 Soluci6n 2 Solucién 2 Solucién 6 Solucién 6 Solucién 6
D Solucién 3 Solucion 3 Solucién 3 Solucién 7 Soluci6én 7 Solucién 7

40.  Tras 48 horas de exposicion, se retiran las placas de la estufa y cada pocillo se observa al microscopio para ver las
condiciones de las células (fijacién, morfologia, grado de confluencia) y los eventuales signos de citotoxicidad. El
medio de cada pocillo se divide en dos porciones iguales (de unos 490 pl cada una) que se transfieren a dos tubos
distintos, etiquetados de la forma adecuada (una de las alicuotas servird de muestra de reserva de cada pocillo).
Para evitar que las células se desequen, el medio se va retirando al ritmo de una fila o columna a la vez y se va
sustituyendo con medio para el ensayo de viabilidad celular/citotoxicidad. Si no se va a medir inmediatamente la
viabilidad celular/citotoxicidad, hay que afiadir a cada pocillo 200 pl de PBS con Ca?* y Mg?". Los medios se
congelan a — 80 °C hasta que se proceda a analizar las concentraciones hormonales (véanse los puntos 44-46). Si
bien la Ty el E2 en el medio mantenido a — 80 °C son estables en general durante al menos 3 meses, es necesario
documentar la estabilidad de las hormonas durante el almacenamiento en cada laboratorio.

41. Inmediatamente después de retirar el medio, se determina la viabilidad celular/citotoxicidad de cada placa de expo-
sicién.

Determinaciéon de la viabilidad celular

42.  Para determinar el impacto potencial de la sustancia problema sobre la viabilidad celular puede utilizarse el ensayo
de viabilidad celular/citotoxicidad que se prefiera. El ensayo debe ser capaz de proporcionar una medida real del
porcentaje de células viables presentes en un pocillo, 0 ha de demostrarse que es directamente comparable a una
funcién lineal del ensayo Live/Dead® [véase el apéndice Il del informe de validacién (4)]. Un ensayo alternativo
del que se ha demostrado que funciona igual de bien es el ensayo del MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol- 2-il)-
2,5-difenil-tetrazolio] (18). La evaluacién de la viabilidad celular utilizando los métodos anteriormente mencio-
nados es una medici6n relativa que no tiene necesariamente una relacién lineal con el nimero absoluto de células
de un pocillo. Por lo tanto, el analista debe llevar a cabo en paralelo una evaluacién visual subjetiva de cada
pocillo, y han de tomarse fotos digitales de los controles de disolvente y de las dos mayores concentraciones no
citotdxicas, fotos que deben conservarse para permitir la evaluacién posterior de la densidad celular real, en caso
de que fuera necesario. Si la inspeccién visual o el ensayo de viabilidad celular/citotoxicidad parecen indicar un
aumento del ntimero de células, habrd que verificar dicho aumento aparente. Si se confirma el aumento del
nimero de células, este extremo debe reflejarse en el informe del ensayo. La viabilidad celular se expresard en rela-
cién con la respuesta media en los controles de disolvente, que se considera el 100 % de células viables, y se
calcula de la forma adecuada segin el ensayo de viabilidad celular/citotoxicidad que se haya empleado. Con el
ensayo del MTT se podrd utilizar la férmula siguiente:
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% células viables = (respuesta en el pocillo — respuesta media en los pocillos tratados con MeOH [= mortalidad
del 100 %]) + (respuesta media en los pocillos de control del disolvente — respuesta media en los pocillos tratados
con MeOH [= mortalidad del 100 %])

43, No deben incluirse en el andlisis final de los datos los pocillos con una viabilidad inferior al 80 %, respecto a la
viabilidad media de los controles de disolvente (= viabilidad del 100 %). Hay que evaluar cuidadosamente la inhi-
bicién de la esteroidogénesis que se dé en presencia de una citotoxicidad de casi el 20 %, para asegurarse de que
la citotoxicidad no es la causa de la inhibicion.

Andlisis hormonal

44.  Cada laboratorio puede utilizar el sistema de medicion hormonal que prefiera para el anlisis de la Ty del E2. Las
alicuotas de medio de reserva de cada grupo de tratamiento pueden utilizarse para preparar diluciones a fin de
llevar la concentracién a la porcién lineal de la curva patrén. Como se indica en el punto 29, cada labora-
torio debe demostrar la conformidad de su sistema de medicién hormonal (por ejemplo, ELISA, RIA, LC-MS,
LC-MS/MS) con los criterios de control de calidad analizando medio suplementado al que se ha afiadido un patrén
interno de hormona antes de efectuar las tandas de control de calidad o de llevar a cabo el ensayo de las sustan-
cias problema. A fin de garantizar que los componentes del sistema de ensayo no interfieren con la medicién de
las hormonas, es posible que se tengan que extraer estas de los medios antes de medirlas (véase el punto 30 sobre
las condiciones que hacen necesaria la extracciéon de las hormonas). Se recomienda llevar a cabo la extraccion
siguiendo los procedimientos del apéndice III del informe de validacion (4).

45.  Si se utiliza un equipo de ensayo comercial para medir la produccién de hormonas, el andlisis de estas debe reali-
zarse segun lo especificado en los manuales proporcionados por el fabricante del equipo de ensayo. La mayoria de
los fabricantes tienen un procedimiento original para efectuar dichos andlisis. Las diluciones de las muestras deben
ajustarse de manera que las concentraciones hormonales previstas para los controles de disolvente caigan en el
centro del intervalo lineal de la curva patrén del ensayo concreto de que se trate [apéndice III del informe de vali-
dacién (4)]. Deben rechazarse los valores que queden fuera de la porcién lineal de la curva patrén.

46.  Las concentraciones hormonales finales se calculardn de la manera siguiente:

Ejemplo:

Extraccion: 450 pl de medio

Reconstitucion en: 250 pl de amortiguador del ensayo

Dilucién en el ensayo: 1:10 (para llevar la muestra al intervalo lineal de la curva patrén)

Concentracién hormonal en el ensayo: | 150 pg/ml (ya ajustada a la concentracién por ml de muestra analizada)

Recuperacién: 89 %
Concentracién hormonal final = (concentraciéon hormonal (por ml) + recuperacién) (factor de dilucion)
Concentracion hormonal final = (150 pg/ml) = (0,89) x (250 /450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Seleccién de las concentraciones de ensayo

47.  Debe llevarse a cabo un minimo de dos tandas independientes del ensayo. Salvo que se disponga de informacion
anterior, por ejemplo sobre los limites de solubilidad o sobre la citotoxicidad, que permita seleccionar las concen-
traciones de ensayo, se recomienda que las concentraciones de la sustancia problema en la tanda inicial estén sepa-
radas por intervalos logaritmicos, siendo 10 M la concentracién méxima. Si la sustancia es soluble, y no es
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citotoxica a ninguna de las concentraciones ensayadas, y la primera tanda ha sido negativa para todas las concen-
traciones, hay que confirmar entonces con otra tanda aplicando las mismas condiciones que en la primera (cuadro
7). Si los resultados de la primera tanda son dudosos (es decir, si el factor multiplicador del cambio es estadistica-
mente significativo respecto al control de disolvente solo a una concentracién) o positivos (es decir, el factor
multiplicador del cambio es estadisticamente significativo a dos o mds concentraciones adyacentes), debe repetirse
el ensayo tal como se indica en el cuadro 7, afinando las concentraciones de ensayo seleccionadas. Las concentra-
ciones de ensayo de las tandas dos y tres (en su caso) deben ajustarse en funcién de los resultados de las concen-
traciones extremas de la tanda inicial que hayan provocado efectos utilizando un intervalo semilogaritmico entre
concentraciones (por ejemplo, si con la serie original de 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1 000 uM se han inducido
efectos a 1 y 10 uM, las concentraciones usadas en la segunda tanda deberan ser 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 uM),
salvo que haya que emplear concentraciones inferiores para conseguir una LOEC. En este tltimo caso, deben utili-
zarse en la segunda tanda por lo menos cinco concentraciones por debajo de la menor concentracién estudiada
en la primera tanda, aplicando una escala semilogaritmica. Si esta segunda tanda no confirma los resultados de la
primera (es decir, no se encuentra significaciéon estadistica a la concentracién de ensayo que anteriormente ha
dado resultado positivo, con un incremento de concentracién de £ 1), se realizard un tercer ensayo utilizando las
condiciones de ensayo originales. Los resultados dudosos de la primera tanda se consideran negativos si el efecto
observado no puede confirmarse en ninguna de las dos tandas siguientes. Los resultados dudosos se consideran
positivos (hay efecto) si la respuesta puede confirmarse en al menos una tanda mds con un incremento de concen-
tracién de £ 1 (véase en el punto 55 el procedimiento de interpretacion de los datos).

Cuadro 7

Matriz de decisiones segin las situaciones posibles

21.8.2014

Tanda 1 Tanda 2 Tanda 3 Decision
Situacion Decisién Situacion Decision Situacion Positiva Negativa
Negativa Confirmar (3 Negativa Parar X
Negativa Confirmar (3) Positiva Afinar (V) Negativa X
Dudosa (9 Afinar () Negativa Confirmar (%) Negativa X
Dudosa (9 Afinar () Negativa Confirmar () Positiva X
Dudosa (9 Afinar () Positiva X
Positiva Afinar () Negativa Confirmar (%) Positiva X
Negativa Confirmar (%) Positiva Afinar (V) Positiva X
Positiva Afinar () Positiva Parar X

%) Confirmar la tanda anterior con el mismo disefio experimental.

) Hacer otra tanda con intervalos semilogaritmicos de concentracién, englobando la concentracién que habfa dado resultados
significativamente diferentes en el experimento anterior.

(9 El factor multiplicador del cambio es estadisticamente diferente de forma significativa respecto al resultado del CD a una sola
concentracion.

Control de calidad de la placa de ensayo

Ademds de los criterios de la placa de control de calidad, deben cumplirse otros criterios de calidad (indicados en
el cuadro 8) que se refieren a la variacion aceptable entre pocillos replicados, experimentos replicados, la linea-
lidad y la sensibilidad de los sistemas de medicion de hormonas, la variabilidad entre mediciones replicadas de
hormonas de la misma muestra, y el porcentaje de recuperacién de las hormonas afiadidas, tras la extraccién del
medio (en su caso, véase el punto 30 en cuanto a los requisitos de la extraccién). Para ser considerados en una
evaluacion posterior, los datos deben quedar dentro de los intervalos aceptables definidos para cada pardmetro. Si
dichos criterios no se cumplen, la hoja de célculo debe recoger que la muestra en cuestiéon no cumplia los criterios
de control de calidad, y la muestra debe volver a analizarse o bien se elimina del conjunto de datos.
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Cuadro 8

Bandas y/o variaciones (%) aceptables de los parimetros de la placa de ensayo del ensayo H295R.

LDC: limite de cuantificacién del sistema de medicion hormonal. CV: coeficiente de variacion; CD: control del
disolvente; DPM: desintegraciones por minuto

Comparacién T E2

Produccién basal de hormona en los CD Factor multiplicador > 5 veces > 2,5 veces
respecto al LDC

Experimentos de exposicion — CV de los CD Concentraciones absolutas <30 % <30 %
dentro de una placa (pocillos replicados)

Experimentos de exposicion — CV de los CD Factor multiplicador del <30 % <30 %
entre placas (experimentos replicados) cambio
Sistema de medicién hormonal —Sensibilidad Factor de reduccién detec- > 5 veces > 2,5 veces

table respecto al CD

Sistema de medicién hormonal — CV de de las Concentraciones absolutas <25% <25%
medidas replicadas de los CD (%)

Extraccién del medio — Recuperacién del DPM > 65 % del valor nominal
patrén interno de *H (en su caso)

(%) Se refiere a las medidas replicadas de la misma muestra.

ANALISIS DE LOS DATOS E INFORME

Andlisis de los datos

49.  Para evaluar el aumento/descenso relativo de la produccién hormonal alterada quimicamente, los resultados deben
normalizarse teniendo en cuenta el valor medio de los controles de disolvente de cada placa de ensayo, y los resul-
tados se expresan como cambios respecto al control de disolvente de cada placa de ensayo. Todos los datos se
deben expresar como media * 1 desviacion tipica (DT).

50. Deben incluirse en el andlisis de datos tan solo los datos hormonales de los pocillos donde la citotoxicidad haya
sido inferior al 20 %. Los cambios relativos deben calcularse de la manera siguiente:

Cambio relativo = (concentracién hormonal en cada pocillo) + (concentracién hormonal media en todos los
pocillos de control del disolvente).

51.  Si la inspeccion visual del pocillo o el ensayo de viabilidad celular/citotoxicidad descrito en el punto 42 parecen
indicar un aumento del nimero de células, habrd que verificar dicho aumento aparente. Si se confirma el aumento
del nimero de células, este extremo debe reflejarse en el informe del ensayo.

52.  Antes de llevar a cabo andlisis estadisticos, deben evaluarse las hipétesis de normalidad y de homogeneidad de la
varianza. La normalidad debe evaluarse utilizando graficos de probabilidad normal u otro método estadistico
apropiado (por ejemplo, la prueba de Shapiro-Wilk). Si los datos (factor multiplicador del cambio) no se distri-
buyen normalmente, debe intentarse su transformacion para aproximarlos a una distribucién normal. Si los datos
se distribuyen normalmente o se aproximan a una distribucién normal, las diferencias entre los grupos a los que
se han administrado las concentraciones de sustancia problema y los grupos de control del disolvente deben anali-
zarse mediante una prueba paramétrica (por ejemplo, la prueba de Dunnett) tomando la concentracion como
variable independiente y la respuesta (factor multiplicador del cambio) como dependiente. Si los datos no se distri-
buyen normalmente, debe utilizarse una prueba no paramétrica adecuada (por ejemplo, la prueba de Kruskal
Wallis, la prueba de rango de muchos a uno de Steel). Las diferencias se consideran significativas a p < 0,05. Las
evaluaciones estadisticas se hacen sobre la base de los valores medios de cada pocillo, que representan puntos de
datos replicados independientes. Se prevé que, debido al amplio espaciado entre las dosis en la primera tanda
(escala logaritmica), en muchos casos no serd posible describir una relacién clara entre concentracion y respuesta
cuando las dos dosis mayores se encuentren en la porcién lineal de la curva sigmoidea. Por lo tanto, para la
primera tanda o para cualquier otro conjunto de datos en los que se dé esta condicién (por ejemplo, en los casos
en que no pueda estimarse una eficacia méaxima) se aplicard un andlisis estadistico de variable fijada de tipo [, tal y
como se describe anteriormente.
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53.  Si hay mds de dos puntos de datos en la porcion lineal de la curva y si pueden calcularse las eficacias maximas
(como se prevé con algunas segundas tandas que se llevan a cabo utilizando espaciados semilogaritmicos entre las
concentraciones de exposicién), deben utilizarse célculos con probit, logit u otros modelos adecuados de regresion
para calcular las concentraciones eficaces (por ejemplo, CE50 y CE20).

54.  Los resultados se deben dar en forma de gréficos (grificos de barras que representen la media + 1 DT) y de
cuadros (LOEC/NOEC, direccién del efecto, y magnitud de la respuesta maxima que forma parte de la banda de
dosis-respuesta de los datos) (en la figura 3 se ofrece un ejemplo). La evaluacion de los datos se considera vélida
solo si se basa al menos en dos tandas llevadas a cabo de forma independiente. Un experimento o tanda se consi-
dera independiente si se ha llevado a cabo en una fecha diferente, utilizando un nuevo conjunto de soluciones y
de controles. El intervalo de concentraciones utilizadas en las tandas 2 y 3 (en su caso) puede adaptarse sobre la
base de los resultados de la tanda 1 para definir mejor la banda de dosis-respuesta que contiene el LOEC (véase el
punto 47).

Figura 3

Ejemplo de presentacién y evaluacion de los datos obtenidos durante la realizacion del ensayo H295R en
forma de grifico y de cuadro.

Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas respecto al control de disolvente (p < 0,05). LOEC:
concentracién minima con efecto observado; Factor multiplicador maximo del cambio: magnitud maxima de la
respuesta observada a cualquier concentracion respecto a la respuesta media del control de disolvente (= 1)
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Letrozol 0,001 0,15 veces

Procedimiento de interpretacién de los datos

55.  Se considera que una sustancia problema es positiva si el factor multiplicador de la induccién es estadisticamente
diferente (p < 0,05) respecto al control del disolvente a dos concentraciones adyacentes en al menos dos tandas
independientes (cuadro 7). La sustancia problema se considera negativa a raiz de dos tandas negativas indepen-
dientes, o de tres tandas cuando dos de ellas son negativas y una es dudosa o positiva. Si los datos generados en
tres experimentos independientes no cumplen los criterios de decisién que figuran en el cuadro 7, no es posible
interpretar los resultados experimentales. Los resultados correspondientes a concentraciones que superen los
limites de solubilidad o a concentraciones citotdxicas no deben incluirse en la interpretacién de los resultados.

Informe del ensayo

56. El informe del ensayo debe incluir la informacién siguiente:

Instalacion de ensayo

— Nombre de la instalacién y ubicacion;
— Director y demds personal del estudio, con sus responsabilidades en el mismo;

— Fechas de inicio y final del estudio;
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Sustancia problema, reactivos y controles

— Identidad (nombre/n° CAS, segiin proceda), origen, niimero de lote, pureza, proveedor y caracterizacion de la
sustancia problema, de los reactivos y de los controles;

— Naturaleza fisica y propiedades fisicoquimicas pertinentes de la sustancia problema;

— Condiciones de almacenamiento y método y frecuencia de la preparacion de las sustancias problema, de los
reactivos y de los controles;

— Estabilidad de la sustancia problema;

Células

— Fuente y tipo de células;
— Numero de pases (c6digo de pases) de las células utilizadas en el ensayo;

— Descripcion de los procedimientos de mantenimiento de los cultivos celulares;

Requisitos previos al ensayo, en su caso

— Descripcion y resultados de la prueba de interferencia del sistema de medicién hormonal con la sustancia
problema;

— Descripcion y resultados de las mediciones de la eficacia de la extraccion hormonal;
— Curvas patrén y de calibracion de todos los ensayos analiticos que se van a realizar;

— Limites de deteccién correspondientes a los ensayos analiticos seleccionados;

Condiciones del ensayo

— Composicién de los medios;

— Concentracion de la sustancia problema;

— Densidad celular (concentraciones celulares estimadas o medidas a las 24 y a las 48 horas);
— Solubilidad de la sustancia problema (limite de solubilidad, si se ha determinado);

— Tiempo y condiciones de incubacion;

Resultados del ensayo

— Datos en bruto de cada pocillo de los controles y de las sustancias problema-cada medida replicada, en la
forma de los datos originales proporcionados por el instrumento utilizado para medir la produccién hormonal
(por ejemplo, DO, unidades de fluorescencia, DPM, etc.);

— Validacion de la normalidad o explicacién de la transformacion de los datos;

— Respuestas medias + 1 desviacion tipica de cada pocillo medido;

— Datos de citotoxicidad (concentraciones de ensayo que han causado citotoxicidad);

— Confirmacién de que se han cumplido los requisitos en materia de control de calidad (CC);

— Cambio relativo en comparacién con el control de disolvente corregido para tener en cuenta la citotoxicidad;

— Grifico de barras que indique el cambio relativo (factor multiplicador del cambio) en cada concentracién, la
desviacion tipica y la significacion estadistica segin se describe en los puntos 49-54;

Interpretacion de los datos
— Aplicacién del procedimiento de interpretacion de los datos a los resultados y discusién de las observaciones;
Discusion

— ¢Aporta indicios el estudio en lo que respecta a la posibilidad de que los datos de T/E2 puedan estar influidos
por efectos indirectos sobre las vias de los gluco y mineralocorticoides?

Conclusiones
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Apéndice

DEFINICIONES

Confluencia: Cobertura o proliferacién que pueden tener las células en el medio de cultivo.

Sustancia: Sustancia o mezcla.

CV: Coeficiente de variacion, que es la relacion entre la desviacion tipica de una distribucién y su media aritmética.

CYP: Mono-oxigenasas del citocromo P450, que son una familia de genes y de enzimas codificadas por estos, y que
participan en la catdlisis de una amplia variedad de reacciones bioquimicas, entre las que se incluyen la sintesis y el meta-
bolismo de las hormonas esteroideas.

DPM: Desintegraciones por minuto. Es el niimero de dtomos presentes en una determinada cantidad de material radiac-
tivo cuya desintegracion se detecta en un minuto.

E2: El 17p-estradiol, que es el estrogeno mds importante de los mamiferos.

Células H295R: Células de adrenocarcinoma humano que tienen las caracteristicas fisioldgicas de las células suprarre-
nales sin diferenciacién zonal de los fetos humanos y que expresan todas las enzimas de la via de la esteroidogénesis.
Pueden conseguirse de la ATCC.

Medio de congelacién: Se utiliza para congelar las células y mantenerlas congeladas. Consiste en el medio de partida al
que se ha afiadido BD NuSerum y dimetil-sulf6xido.

Intervalo lineal: Rango dentro de la curva patrén de un sistema de mediciéon hormonal en el que los resultados son
proporcionales a la concentracion del analito presente en la muestra.

LDC: Significa “limite de cuantificacién” y es la cantidad mds pequefia de una sustancia cuya presencia puede distinguirse
de su ausencia (valor en blanco), dentro de un limite de confianza establecido. A los efectos de este método, el LDC suele
estar definido por el fabricante de los sistemas de ensayo, si no se especifica lo contrario.

LOEC: Concentracién minima con efecto observado, que es la concentracién mds baja a la cual la respuesta del ensayo
es estadisticamente diferente de la del control del disolvente.

NOEC: Concentracién sin efecto observado, que es la mayor concentracién estudiada si el ensayo no proporciona
respuesta positiva.

Pase: Niimero de veces que se resiembran las células después de la iniciacién de un cultivo a partir de un material conge-
lado. Al primer pase que procede del material congelado se le asigna el niimero 1. Las células que se resiembran una vez
se etiquetan como de pase 2, etc.

PBS: Soluci6n salina amortiguadora de fosfato de Dulbecco.
Control de calidad (abreviado a CC): Medidas necesarias para garantizar la obtencién de datos vélidos.

Placa de control de calidad: Placa de 24 pocillos que contiene dos concentraciones de los controles positivos y nega-
tivos para supervisar el comportamiento de un lote nuevo de células o aportar los controles positivos del ensayo cuando
se estudian sustancias problema.

Tanda: Experimento independiente que se caracteriza por un nuevo conjunto de soluciones y de controles.

Medio de partida: Base para la preparacion de los demds reactivos. Consiste en una mezcla 1:1 del medio de Eagle
modificado por Dulbecco y de mezcla nutritiva F-12 de Ham (DMEM/F12) en solucién amortiguadora HEPES 15 mM
sin rojo de fenol ni bicarbonato de sodio. El bicarbonato de sodio se afiade como amortiguador, véase el apéndice II del
informe de validacion (4).

Medio suplementado: Medio de partida mds BD Nu-Serum e ITS+ premium mix; véase el apéndice Il del informe de
validacion (4).

Esteroidogenesis: Via de sintesis que lleva del colesterol a las distintas hormonas esteroideas. Varios intermedios de la
sintesis esteroidea, como la progesterona y la testosterona, son importantes hormonas por si mismas, pero también
sirven de precursores de otras hormonas que se sintetizan mds adelante en la via.

T: Testosterona, uno de los dos mds importantes andrégenos de los mamiferos.
Sustancia problema: Toda sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.

Placa de ensayo: Placa en la que las células H295R se exponen a las sustancias problema. Las placas de ensayo
contienen el control del disolvente y la sustancia problema a siete niveles de concentracion por triplicado.

Tripsina 1X: Solucién diluida de la enzima tripsina, que es una serina-proteasa pancredtica, utilizada para liberar las
células de una placa de cultivo celular; véase el apéndice III del informe de validacion (4).
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B.58. ENSAYOS DE MUTACION GENICA EN CELULAS §OMATICAS Y REPRODUCTORAS DE ROEDORES
TRANSGENICOS

INTRODUCCION

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 488 (2013). Hay métodos
de ensayo de la UE para una amplia gama de ensayos de mutacion in vitro que permiten detectar mutaciones
génicas o cromosémicas. Se dispone de métodos de ensayo para algunos pardmetros in vivo (es decir, aberraciones
cromoséOmicas y sintesis de ADN no programada); sin embargo, estos no miden las mutaciones génicas. Los
ensayos de mutacion en roedores transgénicos (RTG) satisfacen la demanda de ensayos in vivo de mutaciones
génicas que sean practicos y estén ampliamente disponibles.

2. Los ensayos de mutacién en RTG han sido objeto de una extensa revision (24)(33). Utilizan ratas y ratones trans-
génicos que contienen mdltiples copias de vectores lanzadera de plidsmidos o de bacteriéfagos, integradas en los
cromosomas. Los transgenes contienen genes marcadores para la deteccion de diversos tipos de mutaciones indu-
cidas in vivo por las sustancias problema.

3. Las mutaciones que se producen en los roedores se detectan a través de la recuperacion del transgén y del andlisis
del fenotipo del gen marcador en un hospedador bacteriano que carece de dicho gen marcador. Los ensayos de
mutacién génica en RTG miden las mutaciones inducidas en genes genéticamente neutros recuperados de practi-
camente cualquier tejido de los roedores. Estos estudios, por tanto, soslayan muchas de las actuales limitaciones
relativas al estudio de las mutaciones génicas in vivo en genes enddgenos (por ejemplo, la gama limitada de tejidos
adecuados para el andlisis, la seleccion positiva/negativa frente a las mutaciones).

4. La ponderacion de las pruebas sugiere que los transgenes responden a los mutigenos de manera similar a la de
los genes enddgenos, especialmente por lo que se refiere a la deteccién de sustituciones de un par de bases, despla-
zamiento del marco de lectura, y pequefias deleciones e inserciones (24).

5. Los talleres internacionales sobre ensayos de genotoxicidad (International Workshops on Genotoxicity Testing,
IWGT) han refrendado la inclusion de los ensayos de mutacién génica en RTG para la deteccién in vivo de
mutaciones génicas, y han recomendado un protocolo para su aplicacién (15)(29). El presente método se basa en
estas recomendaciones. En apoyo del presente protocolo se pueden encontrar mds analisis en (16).

6.  Se prevé que en el futuro se pueda combinar un ensayo de mutaciéon génica en RTG con un estudio de toxicidad
por administracién continuada (método de ensayo B. 7 del presente anexo). Sin embargo, hacen falta datos para
garantizar que la sensibilidad de los ensayos de mutacién génica en RTG no se ve afectada por la diferencia del
plazoentre el final del periodo de administracion y el momento del muestreo, plazo que es de un dia en el estudio
de toxicidad por administracién continuada, mds breve que el plazo de tres dias utilizado en los ensayos de
mutacién génica en RTG. También hacen falta datos que indiquen que el comportamiento del ensayo por adminis-
traciéon continuada no se ve afectado negativamente por utilizar una cepa de roedores transgénicos en lugar de
una cepa de roedores tradicionales. Cuando se disponga de estos datos, se actualizard el presente método de
ensayo.

7. Las definiciones de los términos clave figuran en el apéndice.

CONSIDERACIONES INICIALES

8. Los ensayos de mutacion génica en RTG de los que se dispone de suficientes datos para avalar su utilizacién en el
presente método de ensayo son los siguientes: ratén con el bateridfago lacZ (Muta™Mouse); ratén con el plasmido
lacZ; rat6én y rata gpt delta (gpt y Spi); ratén y rata lacl (Big Blue®), llevados a cabo en condiciones normales.
Ademds, el ensayo de seleccion positiva cIl puede utilizarse para evaluar las mutaciones en los modelos Big Blue®
y Muta™Mouse. La mutagénesis en los modelos de RTG se evaliia normalmente como la frecuencia de mutantes;
cuando sea preciso, sin embargo, el andlisis molecular de las mutaciones puede proporcionar informacién
adicional (véase el punto 24).

9.  Estos ensayos de mutacion génica in vivo en roedores estdn especialmente indicados para evaluar el peligro muta-
génico, ya que las respuestas de los ensayos dependen del metabolismo in vivo, de la farmacocinética, de los
procesos de reparacion del ADN, y de la sintesis de ADN translesion, si bien dichos factores pueden variar segiin
la especie, segtin el tejido y segtin los tipos de lesiones del ADN. Un ensayo in vivo de mutacion génica es util para
ahondar en el estudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitro, y para el seguimiento de los resul-
tados de ensayos que utilizan otros pardmetros in vivo (24). Ademds de estar asociada como causa de la induccién
del cancer, la mutacién génica es un pardmetro importante para la prediccién de enfermedades distintas del cdncer
basadas en mutaciones en tejidos somdticos (12)(13), asi como de enfermedades transmitidas por las células
germinales.
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10.  Si hay indicios de que la sustancia problema o un metabolito relevante no va a alcanzar ninguno de los tejidos de
interés, no es apropiado llevar a cabo un ensayo de mutacién génica en RTG.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

11.  En los ensayos descritos en el punto 8, el gen diana procede de una bacteria o de un bacteriéfago y el medio para
recuperarlo del ADN genémico del roedor es la incorporacién del transgén a un vector de lanzadera de bacterio-
fagos \ o de pladsmidos. El procedimiento implica la extraccién de ADN gendmico del tejido del roedor de interés,
el tratamiento in vitro del ADN genémico (es decir, la encapsidacion de los vectores A, o la ligadura y electropora-
cién de plasmidos para recuperar el vector de lanzadera), y la posterior deteccion de las mutaciones en hospeda-
dores bacterianos en condiciones adecuadas. Los ensayos emplean transgenes neutros que son ficilmente recupe-
rables de la mayor parte de los tejidos.

12.  El experimento de mutacién génica en RTG de base implica el tratamiento de los roedores con una sustancia a lo
largo de un plazo. Las sustancias pueden administrarse por cualquier via adecuada, incluida la implantacién (por
ejemplo, ensayos de productos sanitarios). El plazo total durante el cual se administra la sustancia a un animal se
denomina periodo de administracion. La administracion suele ir seguida de un periodo de tiempo, antes del sacri-
ficio de los animales, durante el cual no se administra la sustancia y en el cual se fijan las lesiones de ADN no
reparadas convirtiéndose en mutaciones estables. En la bibliografia, este periodo recibe diversas denominaciones,
como tiempo de manifestacion, tiempo de fijacion o tiempo de expresion; este periodo termina en el momento
del muestreo (15)(29). Después de que se sacrifique el animal, se aisla el ADN gendmico del tejido o tejidos de
interés y se purifica.

13.  Normalmente se agregan los datos obtenidos con un solo tejido por animal a partir de multiples encapsidaciones/
ligaduras, y la frecuencia de mutantes se evalda en general utilizando un total de entre 10° y 107 unidades forma-
doras de calvas o formadoras de colonias. Cuando se utilicen métodos de seleccion positiva, el total de unidades
formadoras de calvas se determinard con un conjunto separado de placas no selectivas.

14.  Se han elaborado métodos de seleccion positiva para facilitar la deteccion de mutaciones en el gen gpt [ratén y
rata gpt delta, fenotipo gpt (20)(22)(28)] y en el gen lacZ [Muta™Mouse o ratén con el pldsmido lacZ (3)(10)(11)
(30)], mientras que las mutaciones del gen lacl en animales Big Blue® se detectan mediante un método no selec-
tivo que identifica las mutaciones mediante la generacion de calvas de color (azul). También se dispone de una
metodologia de seleccion positiva para detectar las mutaciones puntuales que se producen en el gen cII del vector
de lanzadera del bacteriéfago N [ratén o rata Big Blue®, y Muta™Mouse (17)] y las mutaciones de delecion en los
genes \ red y gam [seleccion Spi- en ratén y rata gpt delta (21)(22)(28)]. La frecuencia de mutantes se calcula
dividiendo el nimero de calvas/pldsmidos que contienen mutaciones en el transgén por el nimero total de
calvas/plasmidos recuperados de la misma muestra de ADN. En los estudios de mutacion génica en RTG, el paré-
metro comunicado es la frecuencia de mutantes. Ademds, la frecuencia de mutacién puede determinarse como la
fraccién de células que portan mutaciones independientes; este calculo requiere que se apliquen correcciones para
tener en cuenta la expansion clonal secuenciando los mutantes recuperados (24).

15.  Las mutaciones objeto de puntuacién en los ensayos de mutacién puntual en lacl, lacZ, cIl and gpt consisten prin-
cipalmente en mutaciones de sustitucién de un par de bases, en mutaciones de desplazamiento del marco de
lectura y en pequeias inserciones y deleciones. La proporcién relativa de estos tipos de mutacion entre las
mutaciones espontdneas es similar a la observada en el gen Hprt enddgeno. Las grandes deleciones solo se
detectan con los ensayos de seleccion de Spi- y del plasmido lacZ (24). Las mutaciones de interés son las
mutaciones in vivo que se producen en el ratén o en la rata. Las mutaciones in vitro y ex vivo, que pueden darse
durante la recuperacion, replicacién o reparacién de los bacteriéfagos/pldsmidos, son relativamente raras, y en
algunos sistemas pueden identificarse especificamente, o excluirse del sistema de hospedador bacteriano/seleccion
positiva.

DESCRIPCION DEL METODO

Preparativos
Seleccién de la especie animal

16.  Actualmente se dispone de una variedad de modelos para la deteccién de mutaciones génicas en ratones transgé-
nicos, y estos sistemas ya se han utilizado mds ampliamente que los modelos de ratas transgénicas. Cuando la rata
sea un modelo claramente mds adecuado que el ratén (por ejemplo, para investigar el mecanismo de la carcinogé-
nesis de un tumor que solo se ha visto en ratas, para establecer una correlacion con un estudio de toxicidad en
ratas, o si se sabe que el metabolismo de las ratas es més representativo del metabolismo humano), debe conside-
rarse la utilizacién de modelos de ratas transgénicas.
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Condiciones de alojamiento y alimentacion

17. Lo ideal es que el local de los animales de experimentacion esté a una temperatura de 22 °C (¢ 3 °C). Aunque la
humedad relativa debe ser, como minimo, del 30 % y preferentemente no superar el 70 %, salvo durante la
limpieza del local, debe procurarse que esté comprendida entre el 50 y el 60 %. La iluminacién debe ser artificial,
con una secuencia diaria de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Puede proporcionarse una dieta alimentaria
corriente para animales de laboratorio y agua a voluntad. La eleccién de la dieta puede verse influida por la nece-
sidad de garantizar una mezcla conveniente de la sustancia problema si se administra por esta via. Los animales
deben alojarse en grupos pequefios (no mds de cinco animales juntos) del mismo sexo si no se espera una
conducta agresiva. Los animales pueden alojarse por separado, si estd justificado cientificamente.

Preparacion de los animales

18.  Se asignan aleatoriamente a los grupos de control y de tratamiento animales sanos, adultos jévenes, maduros
sexualmente (8-12 semanas de edad al inicio del tratamiento). Los animales se identifican inequivocamente y se
aclimatan a las condiciones del laboratorio durante al menos cinco dias. Las jaulas se colocan de manera que los
posibles efectos debidos a la puesta de los animales en las mismas sean minimos. La variacién del peso de los
animales al empezar el estudio ha de ser minima y no debe exceder de + 20 % del peso medio de cada sexo.

Preparacion de las dosis

19.  Las sustancias problema sélidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehiculos adecuados, o mezclarse
con la dieta o con el agua de bebida, antes de su administracién a los animales. Las sustancias problema liquidas
pueden administrarse directamente o diluirse antes de la administracién. En lo que respecta a la exposicién por
inhalacién, las sustancias problema pueden administrarse en forma de gas, de vapor o de aerosol sélido o liquido,
dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas. Han de emplearse preparaciones recientes de la sustancia
problema, salvo que haya datos de estabilidad que demuestren que es posible conservarlas.

Condiciones del ensayo
Disolvente o vehiculo

20. El disolvente o vehiculo no debe producir efectos toxicos a los volimenes de dosis empleados, y no debe haber
ninguna sospecha de que reaccione quimicamente con la sustancia problema. Si se emplean disolventes o vehicu-
los poco conocidos, debe disponerse de informacién de referencia que avale su compatibilidad. Siempre que sea
posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilizacién de un disolvente o vehiculo acuoso.

Controles positivos

21. Normalmente deben utilizarse animales de control positivo en paralelo. Sin embargo, en el caso de laboratorios
que hayan demostrado su competencia (véase el punto 23) y utilicen estos ensayos sistemdaticamente, para
confirmar el éxito del método es posible incluir en cada estudio el ADN de animales de control positivo tratados
anteriormente. Este ADN de experimentos anteriores debe obtenerse de la misma especie y de los mismos tejidos
de interés, y estar almacenado correctamente (véase el punto 36). Cuando se utilicen controles positivos en para-
lelo, no es necesario administrarlos por la misma via que la sustancia problema; sin embargo, debe tenerse la
certeza de que los controles positivos inducen mutaciones en uno o varios de los tejidos de interés para la
sustancia problema. Las dosis de las sustancias de control positivo deben seleccionarse de manera que generen
efectos débiles o moderados que sirvan para evaluar criticamente el comportamiento y la sensibilidad del ensayo.
En el cuadro 1 se incluyen ejemplos de sustancias de control positivo y algunos de sus tejidos diana.

Cuadro 1

Ejemplos de sustancias de control positivo y algunos de sus tejidos diana

Sustancia de control Nombre EINECS Tejido diana de la mutacién

positivo y n° CAS y n° EINECS Caracteristicas Ratas Ratones
N-etil-N-nitrosourea N-etil-N-nitrosourea Mutdgeno de accién Higado, Médula ésea, colon,
[Ne CAS: 759-73-9] [212-072-2] directa pulmén epitelio del colon, intes-

tino, higado, pulmones,
bazo, rifiones, células
de la granulosa del
ovario, células germi-
nales masculinas
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Sustancia de control Nombre EINECS Caracterfsticas Tejido diana de la mutacién
positivo y n° CAS y n° EINECS Ratas Ratones

Carbamato de etilo | Uretano Mutdgeno, requiere Médula dsea, parte

(uretano) [200-123-1] metabolismo pero anterior del estémago,

[Ne CAS: 51-79-6] tiene solo efectos intestino delgado,

débiles higado, pulmones, bazo
2,4-Diaminotolueno 4-Metil-m-fenilendia- | Mutdgeno, requiere Higado Higado

[n° CAS 95-80-7] mina metabolismo, también

[202-453-1] positivo en el ensayo
Spi

Benzole|pireno Benzo[def]criseno Mutdgeno, requiere Higado, Médula dsea, mama,

[n° CAS 50-32-8] [200-028-5] metabolismo epiplones | colon, parte anterior
del estémago, estdmago
glandular, higado,
corazén, pulmones,
células germinales
masculinas

Controles negativos

22.  Deben incluirse controles negativos en cada momento de muestreo, tratados tnicamente con el disolvente o ve-
hiculo, pero por lo demds de la misma manera que los grupos de tratamiento. Si no se tienen datos de control,
histéricos o publicados, que indiquen que el disolvente/vehiculo elegido no induce ningtin efecto perjudicial ni
mutagénico, deben incluirse también en cada momento de muestreo controles sin tratar, a fin de establecer que es
aceptable el control del vehiculo.

Verificacion de la competencia del laboratorio

23.  Debe establecerse la competencia en estos ensayos demostrando la capacidad de reproducir los resultados
previstos a partir de los datos publicados (24) en relacién con: 1) la frecuencia de mutantes con sustancias de
control positivo (incluidas las respuestas débiles) como las que figuran en el cuadro 1, con no mutdgenos, y con
controles del vehiculo; y 2) la recuperacién de transgenes a partir del ADN gendmico (por ejemplo, eficacia de la
encapsidacion).

Secuenciacion de los mutantes

24. A efectos normativos, no es necesario secuenciar el ADN de los mutantes, en particular en caso de que se obtenga
un resultado positivo o negativo claro. Sin embargo, los datos de secuenciacion pueden ser dtiles si se observa
una elevada variacién entre individuos. En estos casos, la secuenciacion puede utilizarse para excluir la posibilidad
de “botes” o sucesos clonales determinando la proporcién de mutantes individuales de un tejido concreto. La
secuenciacion de unos diez mutantes por tejido y por animal debe ser suficiente para determinar simplemente si
los mutantes clonales contribuyen a la frecuencia de mutantes; puede ser necesario llegar a secuenciar 25 mutantes
para corregir matemdticamente la frecuencia de mutantes en cuanto a la clonalidad. También puede pensarse en
realizar la secuenciaciéon de mutantes cuando se encuentren pequefios aumentos de la frecuencia de mutantes (es
decir, que esta sea muy poco superior a los valores del control sin tratar). La presencia de un efecto mutagénico
puede verse reforzada si se encuentran diferencias en el espectro de mutantes entre las colonias mutantes de los
animales tratados y las de los animales sin tratar (29). Asimismo, los espectros de mutacién pueden ser dtiles para
elaborar hipdtesis sobre mecanismos. Cuando la secuenciaciéon vaya a incluirse como parte del protocolo del
estudio, debe ponerse especial cuidado en el disefio de dichos estudios, en particular en lo que se refiere al
nimero de mutantes secuenciados por muestra, para alcanzar una potencia adecuada de acuerdo con el modelo
estadistico utilizado (véase el punto 43).

PROCEDIMIENTO

Niimero y sexo de los animales

25.  El nimero de animales de cada grupo debe determinarse previamente de forma que sea suficiente para propor-
cionar la potencia estadistica necesaria a fin de detectar, como minimo, una duplicacién de la frecuencia de
mutantes. Los grupos consistirdn en un minimo de cinco animales; no obstante, si la potencia estadistica es insufi-
ciente, debe aumentarse el niimero de animales en la medida necesaria. Normalmente deben utilizarse animales
machos. Puede haber casos en que esté justificado utilizar solo hembras; por ejemplo, cuando se realicen pruebas
de medicamentos especificos para mujeres, o cuando se investigue el metabolismo especifico de la mujer. Si
existen diferencias importantes entre sexos en términos de toxicidad o metabolismo, serd necesario utilizar tanto
machos como hembras.
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Periodo de administracién

26.  Sobre la base de observaciones que demuestran que las mutaciones se acumulan con cada tratamiento, es necesa-
rio aplicar un régimen de administracién continuada, con tratamientos diarios durante un perfodo de 28 dias. En
general, esto se considera aceptable tanto para producir una acumulacién suficiente de mutaciones debidas a
mutdgenos débiles, como para conseguir un tiempo de exposiciéon adecuado que permita detectar las mutaciones
en los 6rganos de proliferacion lenta. Otros regimenes de tratamiento pueden ser apropiados para algunas evalua-
ciones; en tal caso, tienen que justificarse cientificamente en el protocolo. Los tratamientos no deben ser mds
breves que el tiempo necesario para la completa induccién de todas las enzimas de metabolizacién pertinentes, y
los tratamientos mds cortos pueden requerir el uso de mltiples momentos de muestreo que sean idéneos para
6rganos con diferentes velocidades de proliferacion. En cualquier caso, toda la informacién disponible (por
ejemplo, sobre toxicidad general o sobre metabolismo y toxicocinética) debe utilizarse para justificar un protocolo,
especialmente cuando este no se atiene a las citadas recomendaciones normales. Si bien pueden incrementar la
sensibilidad, el recurrir a tratamientos de mds de 8 semanas de duracion debe explicarse de forma clara y justifi-
cada, ya que los tratamientos largos pueden provocar un aparente incremento de la frecuencia de mutantes debido
a la expansion clonal (29).

Dosis

27.  Las dosis deben basarse en los resultados de un estudio de determinacién de la gama de dosis en el que se deter-
mine la toxicidad general utilizando la misma via de exposicion, o bien en los resultados de estudios anteriores de
toxicidad subaguda. Para la determinacion de la gama de dosis pueden utilizarse animales no transgénicos de la
misma cepa de roedores. En el ensayo principal, a fin de obtener informacién sobre la relacién dosis-respuesta,
para que el estudio sea completo debe incluir un grupo de control negativo (véase el punto 22) y un minimo de
tres dosis debidamente espaciadas, excepto en caso de que se haya utilizado la dosis limite (véase el punto 28). La
dosis superior debe representar la dosis maxima tolerada (DMT). Esta DMT se define como la dosis que produce
signos de toxicidad tales que, si se administrara una dosis superior segtin el mismo protocolo de administracion,
resultarfa probablemente letal. Las sustancias que tienen actividades bioldgicas especificas a dosis bajas no tdxicas
(tales como las hormonas y los mitogenos) y las sustancias que presentan saturacion de las propiedades toxicoci-
néticas pueden constituir excepciones para los criterios de determinacién de las dosis y deben evaluarse caso por
caso. La gama de dosis utilizada deberd abarcar desde la toxicidad maxima hasta una toxicidad escasa o nula.

Prueba limite

28.  Silos experimentos destinados a determinar la gama de dosis, o los datos existentes procedentes de cepas relacio-
nadas de roedores, indican que un régimen de tratamiento con, como minimo, la dosis limite (véase mds adelante)
no produce efectos toxicos observables, y si no es previsible que se produzca genotoxicidad sobre la base de los
datos de sustancias estructuralmente relacionadas, entonces podrd no considerarse necesario realizar un estudio
completo con tres niveles de dosis. Para un periodo de administraciéon de 28 dias (es decir, 28 tratamientos
diarios), la dosis limite es de 1 000 mg/kg peso corporal al dia. Para periodos de administracion de 14 dias o
menos, la dosis limite es de 2 000 mg/kg peso corporal al dia (las posologias que se aparten del régimen de
28 tratamientos diarios deben justificarse cientificamente en el protocolo; véase el punto 26).

Administracién de las dosis

29. La sustancia problema suele administrarse por via oral forzada mediante sonda géstrica o con una cdnula de intu-
bacién adecuada. En general, a la hora de disefiar el ensayo debe tenerse en cuenta la via prevista de exposicién
humana. Por consiguiente, puede ser aceptable, siempre que se justifique, utilizar otras vias de exposicion (tales
como el agua de bebida, la inyeccién subcutdnea o intravenosa, la via topica, la inhalacién, la administracién
intratraqueal, los alimentos, o la implantacién). No se recomienda la inyeccidn intraperitoneal, ya que no es una
via fisioldgicamente pertinente para la exposicion humana. El volumen maximo de liquido que puede adminis-
trarse de una sola vez por via oral forzada o por inyeccion depende del tamafio del animal utilizado. El volumen
no debe superar los 2 ml/100 g de peso corporal. El uso de voliimenes superiores a este deberd justificarse.
Excepto en el caso de sustancias irritantes o corrosivas que provoquen normalmente efectos exacerbados a
concentraciones superiores, la variabilidad del volumen de ensayo debe reducirse al minimo ajustando la concen-
tracion para que el volumen sea constante en todas las dosis.

Momento del muestreo
Células somdticas

30. El momento del muestreo es una variable critica, ya que viene determinado por el periodo necesario para que las
mutaciones queden fijadas. Este perfodo depende de cada tejido y parece estar relacionado con la velocidad de
renovacion de la poblacién celular; asi, la médula 6sea y el intestino responden rdpidamente, mientras que
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el higado es mucho mds lento. Un compromiso adecuado para la medicién de la frecuencia de mutantes en tejidos
que proliferan tanto deprisa como despacio es el de 28 tratamientos diarios consecutivos (como se indica en el
punto 26), con la realizacién del muestreo tres dias después del dltimo tratamiento, aunque la frecuencia méxima
de mutantes puede no manifestarse en estas condiciones en los tejidos de proliferacién lenta. Si son de particular
importancia los tejidos de proliferacién lenta, puede ser mds adecuado hacer el muestreo después, a los 28 dias de
haber acabado el periodo de administracién de 28 dias (16)(29). En estos casos, el momento del muestreo poste-
rior sustituirfa al muestreo a los tres dias, y exigirfa una justificacion cientifica.

Células germinales

31. Los ensayos con RTG son adecuados para el estudio de la induccién de mutaciones génicas en células germinales
masculinas (7)(8)(27), en las que estdn bien definidos el calendario y la cinética de la espermatogénesis (27).
El bajo niimero de 6vulos disponible para el analisis, incluso después de una superovulacion, y el hecho de que
no haya sintesis de ADN en el ovocito, impiden la determinaciéon de mutaciones en las células germinales feme-
ninas utilizando ensayos transgénicos (31).

32.  Los momentos del muestreo para las células germinales masculinas deben seleccionarse de forma que se tomen
muestras de la gama de tipos de células expuestas a lo largo de todo el desarrollo de las células germinales, y que
la fase diana del muestreo haya recibido una suficiente exposicién. El tiempo necesario para que las células germi-
nales en desarrollo pasen de la fase de espermatogonios a la de esperma maduro que alcanza el conducto defe-
rente/cola del epididimo es de unos 49 dias en el caso del ratén (36) y de unos 70 dias en el de la rata (34)(35).
Tras una exposicion de 28 dias con un plazo posterior de tres dias antes de realizar el muestreo, el esperma
acumulado recogido del conducto deferente/cola del epididimo (7)(8) representa a la poblacién de células
expuestas durante aproximadamente la segunda mitad de la espermatogénesis, que incluye los periodos meidtico y
postmeidtico, pero no el periodo de espermatogonio o célula precursora. Para tomar muestras adecuadas de
células del conducto deferente/cola del epididimo que eran espermatogonios durante el periodo de exposicion,
hace falta un muestreo adicional cuando hayan pasado al menos siete semanas (ratones) o diez semanas (ratas)
desde el final del tratamiento.

33.  Las células extraidas de los tdbulos seminiferos después de un régimen de 28 + 3 dias comprenden una poblacion
mixta enriquecida con todas las fases de las células germinales en desarrollo (7)(8). El muestreo de estas células
para la deteccién de mutaciones génicas no proporciona una evaluacion tan precisa de las fases en las que se
inducen las mutaciones de las células germinales como la que puede conseguirse con el muestreo de los esperma-
tozoides del conducto deferente/cola del epididimo (ya que las células germinales recogidas de los tibulos son de
diversos tipos, y habra algunas células somadticas que contaminen a esta poblacién celular). Sin embargo, el mues-
treo de las células de los tibulos seminiferos ademds del de los espermatozoides del conducto deferente/cola del
epididimo después de solo un régimen de muestreo de 28 + 3 dias incluirfa en cierta medida las células expuestas
durante la mayoria de las fases del desarrollo de las células germinales, y podria ser util para detectar ciertos muté-
genos de las células germinales.

Observaciones

34.  Debe hacerse una observacién clinica general al menos una vez al dia, preferentemente a la misma hora cada dia
y teniendo en cuenta el perfodo més agudo de los efectos previstos tras la administracion. Se registrard el estado
de salud de los animales. Al menos dos veces al dia, se debe observar la posible morbilidad y mortalidad de todos
los animales. Deben pesarse todos los animales al menos una vez por semana y en el momento del sacrificio. El
consumo de alimentos debe medirse al menos semanalmente. Si la sustancia problema se administra con el agua
de bebida, debe medirse el consumo de agua cada vez que se cambie el agua y al menos una vez por semana. Los
animales que presenten signos de toxicidad excesiva pero no letal deben sacrificarse antes de que termine el
periodo del ensayo (23).

Recogida de tejidos

35.  Debe definirse claramente la justificacién de la recogida de tejidos. Teniendo en cuenta que es posible estudiar la
induccién de mutaciones en practicamente cualquier tejido, la seleccion de los tejidos que van a recogerse ha de
basarse en el motivo de la realizacion del estudio y en los eventuales datos disponibles sobre mutagenicidad, carci-
nogenicidad o toxicidad de la sustancia problema. Entre los factores importantes que deben considerarse estdn la
via de administraciéon (sobre la base de la probable via o vias de exposicién humana), la distribucién tisular
prevista y el posible mecanismo de accién. A falta de informacién de base, deben recogerse varios tejidos somd-
ticos que puedan ser de interés. Estos deben ser representativos de tejidos de proliferacién rédpida, de los de proli-
feracion lenta y de los del lugar de contacto. Por otra parte, deben recogerse espermatozoides del conducto defe-
rente/cola del epididimo y células germinales en desarrollo de los tabulos seminiferos (como se describe en los
puntos 32 y 33), y reservarse por si en el futuro es necesario hacer estudios de mutagenicidad en células germi-
nales. Debe obtenerse el peso de los 6rganos y, en el caso de los érganos grandes, hay que recoger la misma zona
de todos los animales.
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Almacenamiento de tejidos y ADN

36. Los tejidos (o sus homogeneizados) deben conservarse a una temperatura igual o inferior a — 70 °C y usarse para
aislar el ADN en el plazo de cinco afios. Lo ideal es que el ADN aislado, conservado en refrigeracion a 4 °C en
solucién amortiguadora adecuada, se utilice en el plazo de un afio para el andlisis de las mutaciones.

Seleccién de tejidos para andlisis de mutantes

37.  La seleccion de tejidos debe basarse en las consideraciones siguientes: 1) la via de administracion o el lugar de
primer contacto (por ejemplo, el estdmago glandular si la administracién es oral, el pulmén si la administracién
se hace por inhalacion, o la piel si se utiliza la aplicacién tdpica); y 2) los pardmetros farmacocinéticos observados
en los estudios de toxicidad general, que indican la eliminacién, la retencion o la acumulacién en los tejidos, o los
6rganos diana de la toxicidad. Cuando se realicen estudios de seguimiento de estudios de carcinogenicidad, deben
tenerse en cuenta los tejidos diana de la carcinogenicidad. La seleccién de los tejidos para el andlisis debe maxi-
mizar la deteccién de sustancias que sean mutdgenos de accion directa in vitro, las rdpidamente metabolizadas, las
muy reactivas o poco absorbidas, o aquellas cuyo tejido diana esté determinado por la via de administracion (6).

38. A falta de informacién de base y teniendo en cuenta el lugar de contacto debido a la via de administracion, debe
evaluarse la mutagenicidad en el higado y, al menos, en un tejido que se divida rdpidamente (por ejemplo, el esté-
mago glandular o la médula 6sea). En la mayoria de los casos, los requisitos anteriores pueden cumplirse anali-
zando dos tejidos seleccionados cuidadosamente, pero en algunos casos pueden ser necesarios tres o mds. Si hay
razones para una preocupacion especifica por los efectos sobre las células germinales, incluidas las respuestas
positivas en células somdticas, debe evaluarse la inducciéon de mutaciones en los tejidos de las célulasgerminales.

Métodos de mediciéon

39.  Se dispone de métodos de laboratorio normales o publicados para la deteccion de mutantes con los modelos
transgénicos recomendados: bacteriéfago lambda y pldsmido lacZ (30); ratén lacl (2)(18); ratén gpt delta (22); rata
gpt delta (28); Il (17). Las eventuales modificaciones deben justificarse y documentarse adecuadamente. Pueden
agregarse los datos de las diversas encapsidaciones, y utilizarse para llegar a un nimero adecuado de calvas o
colonias. No obstante, la necesidad de un niimero elevado de reacciones de encapsidacion para alcanzar el niimero
adecuado de calvas puede ser un signo de la mala calidad del ADN. En estos casos, los datos deben considerarse
con precaucion, ya que podrian ser poco fiables. El nimero total éptimo de calvas o colonias por muestra de
ADN se rige por la probabilidad estadistica de detectar un niimero suficiente de mutantes con una determinada
frecuencia de mutantes espontdneos. En general, hace falta un minimo de 125 000 a 300 000 calvas si la
frecuencia de mutantes espontdneos es del orden de 3 x 10-° (15). Para el ensayo con lacl en animales Big Blue®,
es importante demostrar que toda la gama de fenotipos de color mutante puede detectarse mediante la inclusién
de controles de color adecuado en paralelo con cada siembra en placa. Los tejidos y las consiguientes muestras
(elementos) deben procesarse y analizarse utilizando un disefio en bloques, de forma que se procesen juntos los
elementos del grupo de control del vehiculo/disolvente, los del grupo de control positivo (en caso de utilizarse) o
los del ADN de control positivo (en su caso), y los de cada grupo de tratamiento.

DATOS E INFORME

Tratamiento de los resultados

40. Los datos relativos a cada animal se presentardn en forma de cuadro. La unidad experimental es el animal. El
informe debe incluir el niimero total de unidades formadoras de calvas o de unidades formadoras de colonias, el
niimero de mutantes, y la frecuencia de mutantes para cada tejido de cada animal. Si hay varias reacciones de
encapsidacion/rescate, debe indicarse el niimero de reacciones por muestra de ADN. Aunque hay que conservar
los datos de cada una de las reacciones, solo es necesario recoger en el informe el niimero total de unidades
formadoras de calvas o de colonias. Deben comunicarse en el informe los datos sobre toxicidad y los signos
clinicos, segtin lo establecido en el punto 34. Deben presentarse los resultados de las eventuales secuenciaciones
de cada mutante analizado, y deben indicarse los cdlculos de la frecuencia de mutacion resultante para cada
animal y tejido.

Evaluacién estadistica e interpretacion de los resultados

41.  Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo, tales como el aumento en la frecuencia de
mutantes relacionado con la dosis, 0 un claro aumento en la frecuencia de mutantes en un tnico grupo tratado
con la sustancia problema, en comparacion con el grupo de control del disolvente o vehiculo. Deben analizarse al
menos tres grupos tratados con la sustancia problema a fin de obtener datos suficientes para el andlisis de la rela-
cién dosis-respuesta. Si bien la consideracién principal corresponde a la importancia bioldgica de los resultados,
pueden utilizarse métodos estadisticos adecuados como ayuda para evaluar los resultados del ensayo (4)(14)(15)
(25)(26). Las pruebas estadisticas utilizadas deben considerar como unidad experimental al animal.
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42.  Una sustancia problema cuyos resultados no se ajusten a los criterios anteriores en ningln tejido se considerard
no mutagénica en este ensayo. En cuanto a la importancia bioldgica de un resultado negativo, debe confirmarse la
exposicion tisular.

43.  Para los andlisis de secuenciacién del ADN, se dispone de una serie de enfoques estadisticos para ayudar a la inter-
pretacion de los resultados (1)(5)(9)(19).

44.  Para la evaluacidn de la significacién bioldgica de la respuesta puede servir de orientacioén considerar si los valores
observados se encuentran dentro o fuera del rango del control histérico (32).

Informe del ensayo

45.  El informe del ensayo debe incluir la informacion siguiente:

Sustancia problema:

— datos de identificacién y n° CAS, si se conoce;

— origen y niimero de lote, si estd disponible;

— naturaleza fisica y pureza;

— propiedades fisicoquimicas importantes para la realizacién del estudio;

— estabilidad de la sustancia problema, si se conoce;

Disolvente o vehiculo:

— justificacion de la eleccion del vehiculo;
— solubilidad y estabilidad de la sustancia problema en el disolvente o vehiculo, si se conocen;

— preparacién de formulaciones para la administracién con los alimentos, con el agua de bebida o por inhala-
cién;

— determinaciones analiticas de las formulaciones (por ejemplo, estabilidad, homogeneidad, concentraciones
nominales);

Animales de experimentacion:

— especie y cepa utilizadas y justificacién de la eleccidn;
— ntmero, edad y sexo de los animales;
— origen, condiciones de alojamiento, dieta, etc.

— peso de cada animal al principio del ensayo, incluido el intervalo de pesos corporales, la media y la desviacién
tipica de cada grupo;

Condiciones del ensayo:

— datos de los controles positivos y negativos (vehiculo o disolvente);
— datos del estudio de determinacién de la gama de dosis;

— justificacion de la seleccién de las dosis;

— detalles de la formulacién de la sustancia problema;

— datos sobre la administracion de la sustancia problema;

— fundamento de la eleccién de la via de administracion;

— métodos de determinacion de la toxicidad para los animales, incluidos los eventuales andlisis histopatoldgicos
o hematoldgicos y la frecuencia con que se han medido los pesos corporales y se han realizado las observa-
ciones de los animales;

— métodos de comprobacion de que la sustancia problema ha alcanzado el tejido diana, o la circulacion general,
si se obtienen resultados negativos;

— dosis reales (mgfkg peso corporal/dia), calculadas a partir del consumo y de la concentraciéon (ppm) de la
sustancia problema en los alimentos o en el agua de bebida, en su caso;

— datos sobre la calidad de los alimentos y del agua;

— descripcion detallada de las pautas de tratamiento y muestreo y justificacién de las decisiones;
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— método de sacrificio compasivo;
— procedimientos de aislamiento y conservacién de los tejidos;

— métodos de aislamiento del ADN gendmico de los roedores, rescate del transgén desde el ADN gendémico, y
transferencia del ADN transgénico a un hospedador bacteriano;

— origen y niimeros de lote de todas las células, equipos y reactivos (cuando proceda);
— métodos de recuento de mutantes;

— métodos de andlisis molecular de mutantes y su utilizacién para la correcciéon de la clonalidad o para el
célculo de las frecuencias de mutacién, en su caso;

Resultados:

— estado de los animales antes y a lo largo de la prueba, incluidos los signos de toxicidad;
— peso corporal y de los 6rganos en el momento del sacrificio;

— respecto a cada tejido o animal, nimero de mutantes, nimero de calvas o de colonias evaluadas, frecuencia de
mutantes;

— respecto a cada grupo de tejidos o de animales, niimero de reacciones de encapsidacién por muestra de ADN,
nimero total de mutantes, frecuencia media de mutantes, desviacion tipica;

— relacién dosis-respuesta, cuando sea posible;

— respecto a cada tejido o animal, nimero de mutantes independientes y frecuencia media de mutacién, cuando
se haya llevado a cabo el andlisis molecular de las mutaciones;

— datos sobre los controles negativos en paralelo y los histéricos, con las gamas, medias y desviaciones tipicas;
— datos del control positivo en paralelo (o del control positivo de ADN no en paralelo);

— determinaciones analiticas, si se dispone de ellas (por ejemplo, concentraciones de ADN utilizadas para la
encapsidacion, datos de secuenciacion del ADN);

— andlisis estadisticos y métodos aplicados;

Discusion de los resultados

Conclusidn
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Apéndice

DEFINICIONES
Periodo de administraciéon: Periodo total durante el cual se administra la sustancia problema a los animales.

Sustituciéon de un par de bases: Tipo de mutacién que provoca la sustituciéon de una sola base nucleotidica del ADN
por otra base nucleotidica del ADN.

Cépside: Cdpsula de proteina que rodea a una particula virica.

Sustancia: Sustancia o mezcla.

Expansion clonal: Produccién de muchas células a partir de una sola célula (mutante).

Unidad formadora de colonias: Medida del nimero de bacterias viables.

Concatémero: Larga biomolécula continua formada por miltiples copias idénticas unidas en serie.

Sitio cos: Segmento de doce nucledtidos de ADN monocatenario que existe a ambos extremos del genoma bicatenario
del bacteriéfago lambda.

Delecion: Mutacién en la que el genoma pierde uno o varios nucleétidos (secuenciales).
Electroporacion: Aplicacion de impulsos eléctricos para aumentar la permeabilidad de las membranas celulares.
Gen enddgeno: Gen originario del genoma.

Variacion extrabinomial: Variabilidad en las estimaciones repetidas de una proporcién de la poblacién que es mayor
que la que se podria esperar si la poblacién tuviera una distribucién binomial.

Mutaciéon de desplazamiento del marco de lectura: Mutacién genética causada por inserciones o deleciones de un
nimero de nucleétidos que no es divisible exactamente por tres dentro de una secuencia de ADN que codifica para una
proteina o péptido.

Insercién: Adicidén de uno o varios pares de bases nucleotidicas a una secuencia de ADN.

“Bote”: Gran nimero de mutantes obtenidos mediante la expansion clonal de una sola mutacién.

Grandes deleciones: Deleciones en el ADN de mds de varias kilobases (que se detectan eficazmente con los ensayos de
seleccién de Spi -~y del plasmido lacZ).

Ligadura: Unién covalente de dos extremos de las moléculas de ADN mediante una ADN-ligasa.

Mitégeno: Sustancia que estimula a una célula para comenzar la divisién celular, provocando la mitosis (es decir, la
division celular).

Gen neutro: Gen que no se ve afectado por presiones selectivas positivas ni negativas.
Encapsidacion: Sintesis de particulas infecciosas de un fago a partir de una preparacién de proteinas de la cipside y de
la cola del fago y de un concatémero de moléculas de ADN del fago. Se usa comiinmente para encapsidar ADN clonado

en un vector lambda (separado por sitios cos) a fin de integrarlo en particulas lambda infecciosas.

Eficacia de la encapsidacion: Eficacia con la que se recuperan en las bacterias hospedadoras los bacteriéfagos encapsi-
dados.

Unidad formadora de calvas: Medida del niimero de bacteriéfagos viables.

Mutaciéon puntual: Término general que designa a las mutaciones que solo afectan a una pequefia secuencia de ADN y
que incluyen a las pequefias inserciones, deleciones y sustituciones de un par de bases.

Seleccién positiva: Método que permite sobrevivir solo a los mutantes.
Gen marcador: Gen cuyo producto génico mutante se detecta facilmente.

Momento del muestreo: Final del plazo, antes del sacrificio, durante el cual no se administra la sustancia problema y
en el cual se fijan las lesiones de ADN no reparadas convirtiéndose en mutaciones estables.
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Vector de lanzadera: Vector construido de manera que pueda propagarse en dos especies hospedadoras diferentes; en
consecuencia, el ADN insertado en un vector de lanzadera puede ser objeto de examen o de manipulacién en dos tipos
de células diferentes o en dos organismos diferentes.

Sustancia problema: Sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.

Transgénico: Relativo a un organismo cuyo genoma ha sido alterado por la transferencia de uno o varios genes de otra
especie.»
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