6. Evaluacion de la posible toxicidad
de los alimentos obtenidos de plantas
de ADN recombinante

Introduccion

La evaluacion de riesgos también toma en consideracion la estimacion y evaluacion del nivel y
la frecuencia de la ingesta de alimentos obtenidos de plantas de ADN recombinante. De ese
modo se tiene en cuenta con qué frecuencia y en qué medida estaria expuesta la poblacién a
sustancias expresadas recientemente como proteinas, metabolitos o compuestos endégenos
cuyo nivel en los alimentos ha sido alterado debido al gen insertado (o a otros efectos no
intencionales que se producen como consecuencia de la modificacién genética).

Las pruebas toxicolégicas convencionales que se han adaptado a patrtir de las elaboradas
inicialmente para las sustancias quimicas (es decir, aditivos alimentarios, plaguicidas y
contaminantes de los alimentos) pueden constituir un enfoque adecuado para establecer la
inocuidad de sustancias recientemente expresadas. Se puede establecer el NSEO (nivel sin
efectos [adversos] observados) de la nueva sustancia y posteriormente el coeficiente de
seguridad relativo al nivel de exposicién previsto de la poblacién en general. Por consiguiente, el
coeficiente de seguridad se aplica para obtener una ingesta diaria admisible o tolerable. Si se
van a emprender estos estudios, deberian proyectarse en funcién de la identidad y funcién
biolégica de las sustancias estudiadas.

Sin embargo, los estudios toxicolégicos convencionales sobre la inocuidad de alimentos
enteros no son significativos en la practica porque los alimentos son mezclas complejas de
compuestos que se caracterizan por una gran variacion en su composicion y valor nutritivo.
Por lo tanto, puede resultar muy dificil detectar los posibles efectos adversos y relacionarlos de
manera concluyente con una determinada caracteristica del alimento. Las dificultades que
presenta la aplicacién de los enfoques toxicolégicos tradicionales a las plantas de ADN
recombinante han conducido a la elaboracién del concepto de equivalencia sustancial. Este
enfoque conceptual reconoce que el objetivo de la evaluaciéon no es establecer la inocuidad
absoluta, sino determinar si los alimentos obtenidos de plantas de ADN recombinante son o no
tan inocuos como sus homoélogos convencionales.

Enfoque conceptual de los estudios de toxicidad

El enfoque conceptual para la evaluacion de las posibles propiedades toxicas de los alimentos
requiere la caracterizacién bioquimica del nuevo producto obtenido a partir del elemento

de ADN insertado mediante estudios de digestibilidad in vitro, la determinacién de la similitud
de la secuencia de aminoacidos con toxinas conocidas y estudios de toxicidad oral aguda
basados en un modelo animal. Si de estos estudios se puede inferir que habré un efecto a

largo plazo, serd necesario realizar pruebas complementarias de toxicidad crénica y
subcroénica. Los estudios de digestibilidad in vitro se llevan a cabo para establecer la

resistencia del nuevo producto a los acidos, simulando con ello las condiciones de los fluidos
gdstricos e intestinales. La secuencia de los seis aminoéacidos amino-terminales se compara con
la secuencia amino-terminal de toxinas conocidas para determinar si son similares. Si son
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15 Se han elaborado
Directrices para los
estudios de la toxicidad
oral en distintos foros
internacionales, un
ejemplo son las
Directrices de la OCDE
para los ensayos de
productos quimicos.

Evaluacién de la posible toxicidad

PARRAFO 34 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
Las técnicas de acidos nucleicos in vitro permiten
la introduccién de ADN que puede determinar la sin-
tesis de nuevas sustancias en las plantas. Tales nue-
vas sustancias pueden ser componentes convencio-
nales de los alimentos vegetales, como proteinas,
grasas, carbohidratos o vitaminas que resultan nue-
vos en el contexto la planta de ADN recombinante
en cuestion, aunque también podrian incluir nue-
vos metabolitos que son producto de la actividad de
enzimas generadas por la expresién del ADN intro-
ducido.

PARRAFO 35 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
La evaluacién de la inocuidad debe tomar en cuen-
ta la naturaleza quimicay la funcién de la nueva sus-
tancia expresada e identificar la concentracion de la
misma en las partes comestibles de la planta de ADN
recombinante, incluyendo las variaciones y los valo-
res medianos. También, se debera considerar la expo-
sicion corriente en la dieta y los posibles efectos en
ciertos subgrupos de la poblacion.

PARRAFO 36 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
Debera facilitarse la informacién que garantice que
no se han transferido genes que forman parte de toxi-
nas o antinutrientes conocidos, presentes en los orga-
nismos donantes, a plantas de ADN recombinante
que normalmente no expresan tales caracteristicas
toxicas o antinutritivas. Garantizar esto es especial-
mente importante en los casos en que una planta de
ADN recombinante se elabora de manera diferente
con respecto a la planta donante, ya que las técnicas
convencionales de elaboracién de alimentos asocia-
das a los organismos donantes pueden desactivar,
degradar o eliminar los antinutrientes o las sustan-
cias toxicas.

PARRAFO 37 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
Por los motivos enunciados en la Seccién 3, puede
que no se considere necesario efectuar estudios toxi-
coldgicos convencionales cuando la sustancia en
cuestion, u otra estrechamente relacionada con ella,

tomando en cuenta su funcién y exposicion ha teni-
do un consumo inocuo en los alimentos. En otros
casos puede ser necesario efectuar estudios toxico-
l6gicos convencionales u otros estudios con la nueva
sustancia.

PARRAFO 38 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
En el caso de las proteinas, la evaluacion de la toxi-
cidad potencial debera concentrarse en la analogia
ente las secuencias de aminoéacidos de la proteina
examinada y de toxinas y antinutrientes proteicos
conocidos (por €j., inhibidores de la proteasa, lecti-
nas) asi como en la estabilidad térmica o durante la
elaboracion y la degradaciéon en modelos apropia-
dos y representativos de los sistemas géstricos e intes-
tinal. Se podran llevar a cabo estudios apropiados de
la toxicidad orall5> en aquellos casos en que la pro-
teina esté presente en el alimento, no sea similar a
proteinas que han tenido un consumo inocuo en los
alimentos o no haya tenido previamente un consu-
mo alimentario inocuo, tomando en consideracion
su funcién biolégica siempre que se conozca.

PARRAFO 39 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
Se debera evaluar caso por caso la toxicidad poten-
cial de sustancias no proteicas que no han tenido un
consumo inocuo en alimentos, tomando en consi-
deracion la identidad y la funcién biolégica de la sus-
tancia en la planta y la exposicion dietética a la misma.
Los tipos de estudios que han de realizarse pueden
incluir estudios de metabolismo, toxicocinética, toxi-
cidad subcroénica, toxicidad/carcinogénesis cronica,
y toxicidad en la reproducciéon y el desarrollo, segtn
el enfoque toxicoldgico tradicional.

PARRAFO 40 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
Esto puede requerir el aislamiento de la nueva sus-
tancia procedente de la planta de ADN recombinan-
te o bien la sintesis o produccién de la misma a par-
tir de una fuente alternativa, en cuyo caso se debe-
ré4 demostrar que el material es equivalente desde el
punto de vista bioquimico, estructural y funcional al
producido en la planta de ADN recombinante.

similares en grado significativo, es posible que el nuevo producto obtenido a partir del gen

insertado sea una toxina. El nuevo producto se somete entonces a estudios de toxicologia

subcrénica con el fin de establecer el coeficiente de seguridad para el consumo con relacién

a la exposicion de la poblacion en general.

En los parrafos 34 a 40 de las Directrices del Codex se describe el enfoque conceptual para

la evaluacién de la toxicidad de una sustancia introducida.

Métodos utilizados para establecer la ausencia

de toxicidad

En los pérrafos 34 a 40 de las Directrices del Codex se describen los métodos utilizados para

establecer si la nueva sustancia obtenida a partir del gen insertado es o no una toxina y los

requisitos necesarios para ello. En los estudios de toxicidad se necesitan grandes cantidades de

proteinas purificadas expresadas por el transgén. La cantidad que se puede obtener del tejido de

la planta no suele ser suficiente, por lo que normalmente se extraen proteinas de

microorganismos GM (como Escherichia coli) para que expresen la proteina en grandes
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PARRAFO 10 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
El uso de modelos animales para establecer los efec-
tos finales toxicoldgicos es un elemento fundamen-
tal en la evaluacion de riesgos de muchos compues-
tos, como por ejemplo los plaguicidas. Sin embar-
go, en la mayoria de los casos la sustancia que debe
someterse a prueba esta bien caracterizada, tiene
una pureza conocida, no posee un valor nutricional
particular, y por lo general comporta una exposicion
baja de los seres humanos. Resulta, por tanto, rela-
tivamente sencillo administrar tales compuestos a
animales, en dosis superiores en varios 6érdenes de
magnitud a los niveles previstos de exposicion de los
seres humanos, con miras a determinar los posibles
efectos nocivos importantes para las personas. De
esta manera se podran estimar, en la mayoria de los
casos, los niveles de exposicion en los que no se
observan efectos adversos, y fijar limites maximos
seguros mediante la aplicacion de factores de segu-
ridad apropiados.

PARRAFO 11 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
Los estudios en animales no pueden aplicarse auto-
maticamente a la comprobacién de los riesgos aso-
ciados a alimentos enteros, que constituyen mez-
clas complejas de compuestos caracterizadas a
menudo por grandes variaciones en su composi-
cién y valor nutricional. A causa de su masay efec-
to de saciedad sélo es posible, generalmente, sumi-
nistrarlos a los animales en multiplos bajos de las
cantidades que podrian estar presentes en la dieta
de los seres humanos. Ademas, un factor funda-

Evaluacién de la posible toxicidad

mental que se deberd tener en cuenta en la realiza-
cién de estudios en animales sobre ciertos alimen-
tos, es el valor y equilibrio nutricional de las dietas
utilizadas, para evitar inducir efectos nocivos que
no dependen directamente del propio material. Por
consiguiente, detectar los posibles efectos nocivos
y vincularlos de manera categérica con una carac-
teristica individual del alimento puede ser suma-
mente dificil. Si la caracterizacion del alimento indi-
ca que los datos disponibles no son suficientes para
una completa evaluacién de la inocuidad, podrian
requerirse estudios en animales, disefiados adecua-
damente, con alimentos completos. Otra conside-
racién importante para establecer la necesidad de
estudios en animales es si resulta apropiado some-
ter a los animales de laboratorio a tales ensayos
cuando es improbable que éstos proporcionen infor-
maciones significativas.

PARRAFO 12 DE LAS DIRECTRICES DEL CODEX.
En vista de las dificultades para aplicar a alimentos
enteros los procedimientos tradicionales de ensayo
toxic6logo y evaluacion de riesgos, se hace necesa-
rio un enfoque mas especifico para evaluar la ino-
cuidad de los alimentos derivados de plantas alimen-
tarias, incluidas las de ADN recombinante. Para abor-
dar este problema se ha elaborado un método mul-
tidisciplinario de evaluacion de la inocuidad que toma
en cuenta los cambios intencionales o no intencio-
nales que pueden producirse en la planta o en los
alimentos derivados de ésta aplicando el concepto
de equivalencia sustancial.

cantidades. En estos casos, se debe demostrar la equivalencia bioquimica y funcional entre la

version obtenida mediante bacterias y la expresada por la planta.

Habitualmente, se llevan a cabo estudios de alimentaciéon en animales para establecer la

ausencia de toxicidad aguda y subcrénica. No obstante, dichos estudios tienen limitaciones

reconocidas. Es importante comprender que, si bien los estudios de alimentaciéon en animales

cuidadosamente realizados que demuestran una ausencia de efecto en resultados fisiol6gicos

seleccionados pueden ser ttiles, no ofrecen garantias absolutas de
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inocuidad debido a las salvedades habituales que se deben tener en cuenta
al extrapolar los resultados de animales a seres humanos. Se considera que
los resultados constituyen una “confirmacién” y una “garantia de
inocuidad” y son un componente adicional de la evaluacion general de la
inocuidad cuando las circunstancias lo justifiquen.

En los parrafos 10 a 12 de las Directrices del Codex se examinan las
ventajas y limitaciones de los estudios con animales que se deben tener en
cuenta para establecer la inocuidad de los alimentos obtenidos de plantas
de ADN recombinante:

Los estudios de alimentacién que utilizan alimentos enteros en
lugar de compuestos aislados pueden resultar adecuados cuando hay
cambios significativos en la composicién del alimento obtenido de
plantas de ADN recombinante; véase el parrafo 53 de las Directrices
del Codex.

Los aspectos éticos y la necesidad de estudios de alimentacién en
animales son cuestiones que se deben replantear continuamente con el fin
de evitar cualquier sufrimiento innecesario a los animales. La Consulta

PARRAFO 53 DE LAS DIRECTRICES
DEL CODEX. Algunos alimentos podri-
an requerir ensayos adicionales. Por
ejemplo, quizas se justifique la realiza-
cién de estudios de alimentacion en ani-
males, para alimentos derivados de plan-
tas de ADN recombinante, si se prevé
un cambio en la biodisponibilidad de
los nutrientes o si la composicién no es
comparable a la del alimento conven-
cional. Por otra parte, los alimentos des-
tinados a producir beneficios para la
salud podrian requerir estudios especi-
ficos, ya sea nutricionales, toxicol6gi-
cos o de otra indole. Si la caracteriza-
cién del alimento indica que los datos
disponibles no son suficientes para una
evaluacion cabal de la inocuidad, se
podrian pedir estudios en animales, ade-
cuadamente disenados, con el alimen-
to entero.
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16 Consulta mixta
FAO/OMS de expertos
sobre alimentos obteni-
dos por medios biotec-
nolégicos, Tema 6:
Pruebas de inocuidad
de los aditivos y conta-
minantes alimentarios
y evaluacién a largo
plazo de los alimentos
producidos por medios
biotecnolégicos. 29 de
mayo—2 de junio de
2000.

Evaluacién de la posible toxicidad

Recuadro 6.1. Necesidad de estudios en animales (FAO/OMS, 2000)

Si la caracterizacion del alimento indica que los datos
disponibles no son suficientes para realizar una eva-
luacién a fondo de la inocuidad, quiza sea necesario
realizar ensayos en animales. Esto es particularmente
cierto cuando se prevé que el alimento va a hacer una
importante contribucién alimentaria, si no hay historia
alguna de consumo del nuevo producto génico o si la
modificacién afecta a varias rutas metabdlicas.

Cuando el alimento genéticamente modificado se
distingue de su homdélogo tradicional por la presencia
de uno o varios nuevos genes y sus productos, quiza
sea posible aislarlos y estudiarlos como se hace en los
ensayos convencionales de la toxicidad de aditivos ali-
mentarios.

No obstante, es indispensable garantizar que el
material ensayado sea equivalente desde los puntos de
vista bioquimico y funcional al producido en el alimen-
to genéticamente modificado. Esto permite aumentar
la sensibilidad de las pruebas de toxicidad en compa-
racion con el caso en el que los productos de los vege-
tales genéticamente modificados han sido administra-
dos directamente, y evita algunos de los artefactos que
pueden presentarse en las pruebas de toxicidad en ali-
mentos enteros. Sin embargo, esta estrategia sélo puede
aplicarse si el analisis detallado previo no revela cam-
bios significativos distintos de los esperados. En caso
contrario, puede ser necesario ensayar el alimento ente-
ro. Cuando se realizan pruebas en animales con el ali-
mento entero, por lo general debe utilizarse éste tal y
como lo consume el ser humano. El tipo de estudio en
animales habria de ser examinado en cada caso. Ademas
de investigar los efectos toxicolégicos potenciales, tam-
bién puede ser necesario recurrir a los estudios en ani-
males si la modificacién genética afecta directa o indi-
rectamente al contenido o la biodisponibilidad de los
nutrientes.

Cuando se considera necesario realizar estudios toxi-
colégicos para evaluar la inocuidad del alimento con-
sumido a largo plazo en la dieta, suele considerarse
que el estudio subcroénico de 90 dias de duracion es el
minimo requerido para probar la inocuidad del consu-

mo repetido de un alimento en la dieta. Quiza esto haya
de ir precedido por un estudio piloto de corta duracién
para garantizar que la dieta sea aceptable para la espe-
cie del ensayo y que los niveles de incorporacién de la
sustancia ensayada sean apropiados, por ejemplo, que
la dieta de control que contiene el nivel equivalente de
comparador no produce efectos derivados de los nive-
les normales de toxicantes naturales presentes en ali-
mentos tradicionales que se consideran inocuos. La
dosis mas alta utilizada en cualquier estudio en ani-
males deberia ser la méxima que pueda conseguirse
sin provocar desequilibrios nutricionales, mientras que
la dosis mas baja utilizada debe ser comparable a la
ingesta humana prevista.

La necesidad de pruebas toxicolégicas adicionales
debe examinarse caso por caso teniendo en cuenta los
resultados del estudio a 90 dias y otros estudios. Por
ejemplo, los cambios de tipo proliferativo en los teji-
dos durante el estudio a 90 dias pueden indicar la nece-
sidad de realizar un estudio de toxicidad a mas largo
plazo.

El valor de los ensayos toxicolégicos convenciona-
les en la evaluacion de alimentos enteros, inclusive los
alimentos genéticamente modificados, es limitado.
Basandose en los niveles maximos del alimento ente-
ro que pueden incorporarse a las dietas experimenta-
les, como se ha indicado previamente, puede calcular-
se un margen de seguridad basado en la ausencia o en
la naturaleza de los efectos adversos y la exposicion
humana probable. Los disefios experimentales mejora-
dos deben tener en cuenta la necesidad de dietas ani-
males que sean adecuadas desde el punto de vista nutri-
cional, con lo que se evitara parte de los ensayos inde-
bidos de alimentos o productos.

Se ha sugerido que el uso de marcadores biol6gi-
cos de los efectos precoces podria aumentar el valor
de diagnoéstico y la sensibilidad de los ensayos de toxi-
cidad en los alimentos (Schilter et al., 1996). No obs-
tante, seré necesario distinguir bien entre los efectos
adaptativos y los efectos toxicos cuando se aplique este
criterio.

Recuadro 6.2. Estudios toxicolégicos de alimentos producidos por medios biotecnolégicos

(FAO/OMS, 2000)

Cuando un alimento producido por medios biotecnolégicos se dife-
rencia de un alimento convencional en unas pocas caracteristicas
bien definidas, éstas pueden centrar el proceso de evaluacién de
la inocuidad y establecer qué pruebas son necesarias. Desde el
punto de vista toxicoldgico, la evaluacién se centrara en estas pocas
caracteristicas bien definidas. Cabe la posibilidad de aislar y estu-
diar las diferencias en un gen nuevo 0 en unos pocos genes nue-
vos y sus productos de forma analoga a como se hace en las prue-
bas convencionales de toxicidad de los aditivos alimentarios. Las
pruebas convencionales de toxicidad de estos nuevos genes y sus
productos consisten normalmente en un estudio normalizado de la
toxicidad subcrénica de 14 dias de duracién (OCDE, 1995: Directriz
407). Normalmente, la sustancia que se va a probar en un estudio
normalizado de la toxicidad subcrénica de 14 dias se suministra a
ratas de laboratorio en dosis correspondientes a un gran margen
de inocuidad. EI NSEO representaria el nivel maximo que se puede
incorporar a las dietas experimentales sin que se produzcan efec-

tos adversos, lo que se podria traducir en el coeficiente de seguri-
dad para la exposicién humana al producto. Los estudios en seres
humanos deberian contribuir al proceso de evaluacion, y se podri-
an llevar a cabo cuando los estudios in vivo en animales demues-
tran que no hay efectos no intencionales ni irreversiblesl6.

Se deberia adoptar un enfoque por etapas en lo que respecta a
estos estudios para descubrir la tolerancia hasta los niveles maxi-
mos de ingesta potencial. Su finalidad es disponer de estudios cli-
nicos controlados de confirmacién antes de afrontar las mayores
complejidades de la liberaciéon general. Es conveniente que los
estudios en seres humanos se realicen lo antes posible, dentro de
unos limites éticos, para seleccionar los estudios en animales y evi-
tar que éstos sean amplios pero improcedentes. Las observaciones
obtenidas de estudios en animales y seres humanos pueden demos-
trar que el alimento es inocuo para el uso al que esta destinado o
revelar indicios imprevistos que exijan una investigacién mas deta-
Ilada para confirmar la inocuidad del alimento.
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Recuadro 6.3. Aspectos técnicos de los estudios de toxicidad subcrénica

(FDA, 2003)*

Los estudios de toxicidad subcrénica en roedores sue-
len durar entre 90 dias (3 meses) y 12 meses. Normalmente
se utilizan para ayudar a predecir las dosis adecuadas
de la sustancia de prueba en futuros estudios de toxi-
cidad crénica, con el fin de establecer los NSEO para
puntos finales toxicolégicos o para disefar los futuros
estudios de toxicidad a largo plazo en roedores y otras
especies de manera que hagan especial hincapié en
los érganos seleccionados como objetivo. No se pue-
den utilizar para determinar el potencial carcinogéni-
co de una sustancia de prueba.

Es fundamental que todos los estudios de laborato-
rio no clinicos se lleven a cabo conforme a las directri-
ces internacionalmente reconocidas!fy a la reglamen-
tacion sobre buenas practicas de laboratorio (BPL)18.
A continuacién se examinan otros factores que se deben
tener en cuenta.

Animales de laboratorio

El cuidado, mantenimiento y estabulacién de los ani-
males de laboratorio se debe realizar siguiendo las direc-
trices del documento Guide for the care and use of labo-
ratory animals19.

Al seleccionar la especie, la cepay el sexo se debe
tener en cuenta la sensibilidad general de los anima-
les de laboratorio. Hay que tomar en consideracion la
sensibilidad de determinados érganos y tejidos de los
animales de laboratorio a la sustancia toxica que se va
a someter a prueba cuando se selecciona la especie,
la cepa y la subcepa de los roedores para estudios de
toxicidad. La seleccion de cepas endogémicas, exogéa-
micas o hibridas de roedores para los estudios de toxi-
cidad se debera basar en las preguntas cientificas a las
que hay que responder. Por otra parte, los animales de
laboratorio deberén proceder de colonias sanas y bien
caracterizadas, dado que una informacién reciente ha
seflalado problemas de supervivencia en algunas cepas
de ratas, y los animales de laboratorio se deberan selec-
cionar de forma que el estudio tenga la duracién reco-
mendada.

La edad de los animales de laboratorio puede influir
en los resultados. Las pruebas se deberan realizar con
animales jévenes y el suministro de la dosis debera
comenzar inmediatamente después del destete, tras
un periodo de aclimatacién de al menos 5 dias, y en el
caso de los roedores no més tarde de las 6 u 8 sema-
nas de edad.

En el estudio se debera utilizar un nimero igual de
machos y hembras de cada especie y cepa. En los estu-
dios de toxicidad subcrénica, los grupos experimental y
de control deberan constar, como minimo, de 20 roedo-
res de cada sexo por grupo. Estas recomendaciones ayu-
daréan a garantizar que sobreviva hasta el final del estu-
dio un nimero de animales suficiente para que la eva-
luacion de los efectos toxicoldgicos sea significativa.

Se debera estabular a un animal en cada jaula para
evitar los siguientes problemas.

Si hay més de un animal en una jaula, no se puede
establecer con exactitud la eficiencia de la alimenta-
cion (la relacion entre el alimento consumido y el peso
corporal adquirido).

Es imposible determinar si una disminucién del peso
corporal se debe a una menor apetecibilidad o a la toxi-
cidad mediada por la sustancia.

Si no se enjaulan individualmente, se pueden per-
der 6rganos y tejidos de animales moribundos y muer-
tos como consecuencia del canibalismo.

La dieta suministrada a los animales debe ser iso-
calérica y contener los mismos niveles de nutrientes
(por ejemplo, fibra y micronutrientes) tanto en el grupo
tratado como en el de control20. Si las variables de la
dieta no se controlan adecuadamente, puede haber un
desequilibrio nutricional o una carencia calérica que
podrian complicar la interpretaciéon de los resultados
del estudio de toxicidad y alterar las conclusiones y la
reproducibilidad de los estudios.

Se debera asignar cada animal al grupo de control
o al tratado con el compuesto de forma aleatoria y estra-
tificada, con el fin de reducir al minimo el sesgo y garan-
tizar la comparabilidad de las variables pertinentes en
el grupo tratado y el de control (por ejemplo, la media
y los intervalos de peso corporal). Si se van a utilizar
otras caracteristicas para la distribucién aleatoria, se
debera describir y justificar esa caracterizacion. Se
debera reunir a los animales de todos los grupos para
el estudio el mismo dia; si esto no es posible debido al
gran nimero de animales con que cuenta un estudio,
se pueden ir reuniendo a lo largo de algunos dias. Si
se elige hacerlo a lo largo de varios dias, se debera ana-
lizar cada dia una parte preseleccionada de los anima-
les de control y de experimentacion para que se man-
tenga la coincidencia.

Disefio del experimento

Los animales deberén estar expuestos a la sustancia
de prueba 7 dias a la semana durante un minimo de
90 dias consecutivos (3 meses).

La via de administracién de la sustancia de prueba
deberé ser la indicada para la exposicién humana nor-
mal. Si se utilizan vias alternativas, se debe ofrecer una
justificacién. Las posibles vias de administracién se
describen mas abajo.

La sustancia se debera suministrar en la dieta si se
prevé que la exposicion humana se produzca a través
del consumo de alimentos sélidos o de una combina-
cion de alimentos sélidos y liquidos. No se deberé per-
mitir que los animales consuman de forma selectiva la
dieta basica o la sustancia de prueba en la dieta. Hay
que tener cuidado para garantizar que los procesos que
se utilizan para granular el alimento, como el calenta-
miento, no afectan a la sustancia de prueba.

Se puede administrar la sustancia de prueba disol-
viéndola en agua para beber o bien mediante encap-
sulacion o intubacion oral (sonda) si se prevé que la
exposicion humana se produzca mediante la inges-
ta diaria de una Unica gran dosis y no mediante la
ingesta continua de pequefias dosis. La administra-
cién con sonda se debera llevar a cabo aproximada-
mente a la misma hora todos los dias, y el volumen
maximo de soluciéon que se administre por esta via
en una dosis dependera del tamafio del animal de
laboratorio. En el caso de los roedores, el volumen
no deberd sobrepasar 1 ml/100 g de peso corporal
y cuando se trate de sustancias grasas no debera
sobrepasar los 0,4 ml/100g de peso corporal. Si se
divide la cantidad suministrada en dosis méas peque-
fias, se deberan administrar todas ellas en un peri-
odo de 6 horas. (Continta)

17 OECD Guideline
for the testing of
chemicals, repeated
dose 90-day oral toxi-
city study in rodents,
407, septiembre de
1998.

18 QECD Principles of
Good Laboratory
Practice, Directiva
87/18/CEE, Directiva
88/320/CEE

19 National Research
Council Institute of
Laboratory Animal
Resources. 1996.
Guide for the care and
use of laboratory ani-
mals. Washington, DC,
National Academy
Press.

20 Nutrient require-
ments of laboratory
animals, 4th Revised
Edition, Subcommittee
on Laboratory Animal
Nutrition, Committee
on Animal Nutrition,
Board on Agriculture,
National Research
Council, 1995.
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Recuadro 6.3 (cont.)

Grupos de dosis

Se deberan utilizar al menos tres niveles de dosis de
la sustancia de prueba por sexo (un nivel de dosis por
grupo); no obstante, lo ideal seria utilizar cuatro o cinco
niveles de dosis de la sustancia de prueba. Se debera
incluir un grupo de control coincidente. Los niveles
adecuados de dosis para los estudios de toxicidad sub-
crénica se pueden establecer sobre la base de la infor-
macién obtenida en estudios de toxicidad aguda a corto
plazo.

Seleccion de dosis de tratamiento

En los estudios de toxicidad se deberan utilizar como

minimo tres niveles de dosis de la sustancia de prue-

ba y un grupo de control coincidente. Los tres niveles
de dosis administrados deberan atenerse a las siguien-
tes directrices:

e |a dosis alta debera ser lo suficientemente elevada
para inducir una respuesta a la sustancia téxica en
los animales de laboratorio;

e |a dosis intermedia debera ser lo suficientemente
elevada para causar efectos téxicos minimos en los
animales de laboratorio, como alteraciones en los
niveles enzimaticos o un pequefio descenso en el
aumento de peso corporal;

® |a dosis baja no debera inducir una respuesta a la
sustancia téxica en los animales de laboratorio.

Controles

Es necesario que haya un grupo de control coinciden-
te de animales de laboratorio. En los estudios de ali-
mentacién se debera suministrar a este grupo de con-
trol la dieta basica.

Se debera suministrar a los animales del grupo de
control una cantidad igual al volumen méaximo del por-
tador o vehiculo de la sustancia de prueba suministra-
do a los otros grupos. Se debera disponer de informa-
cioén sobre la toxicidad del portador o vehiculo para
garantizar que no se ponen en peligro los resultados
del estudio.

Observacion y pruebas clinicas: observacion

de los animales de laboratorio

Durante el tiempo que dure el estudio se deberan obser-
var los signos generales de efectos farmacolégicos y
toxicolégicos, morbilidad y mortalidad en todos los ani-
males al menos una o dos veces al dia. El intervalo nor-
mal entre observaciones debera ser de al menos 6 horas.

Se deberan llevar registros individuales de cada animal
y documentar el momento de inicio, las caracteristicas
y el progreso de todos los efectos observados, a ser posi-
ble utilizando un sistema de puntuacion. Las evalua-
ciones clinicas no deberan valorar inicamente los efec-
tos farmacoldgicos y toxicolégicos generales, sino tam-
bién trastornos neurolégicos, cambios en el comporta-
miento, disfuncién autonémica y otros signos de toxi-
cidad que afecten al sistema nervioso. Entre los signos
observados se deberan incluir, sin limitarse a ello, cam-
bios en la piel, el pelo, los ojos y las mucosas, la pre-
sencia de secreciones y excreciones y otras pruebas de
actividad autonémica. Ademas, se deberan registrar
cambios en la postura y la respuesta al manejo, asi
como la aparicién de accesos ténicos o clénicos, movi-
mientos estereotipicos o comportamiento extrafio. Se
deberé registrar el desarrollo de tumores, sobre todo en
los estudios a largo plazo. En el curso de un estudio
los indicios farmacolégicos o de toxicidad pueden suge-
rir la necesidad de realizar pruebas clinicas adiciona-
les o de ampliar los exdmenes post mortem.

Datos sobre peso corporal e ingesta alimentaria

Los animales de laboratorio se deberan pesar al menos
una vez a la semana. El consumo de alimentos (o de
agua, si la sustancia de prueba se administra en el agua
para beber) se debera medir todas las semanas duran-
te un estudio de toxicidad subcrénica.

Pruebas clinicas

Se deberan realizar las siguientes pruebas: examen
oftalmolégico, perfiles hematoldgicos, pruebas clinicas
quimicas, analisis de orina, reconocimiento y pruebas
de neurotoxicidad y estudios inmunotoxicolégicos.

Examenes necropsico y microscopico

Todos los animales de laboratorio deberian ser someti-
dos a los siguientes examenes: necropsia completa,
medicion del peso de los érganos, preparacion de teji-
dos para un examen microscépico, evaluaciéon micros-
copica e histopatologia de los érganos linfaticos.

*Referencia: US FDA. 2003. Toxicological principles
for the safety assessment of food ingredients: Red Book
2000, November 2003. IV.C.4a. Subchronic toxicity
studies with rodents. Food and Drug Administration,
Center for Food Safety and Applied Nutrition, Department
of Health and Human Services.

mixta FAO/OMS de expertos sobre alimentos obtenidos por medios biotecnolégicos de 2000
(Aspectos relativos a la inocuidad de los alimentos de origen vegetal modificados
genéticamente, Seccién 4.2, parrafo 4.2.2) ofrecié un provechoso debate sobre la necesidad de
estudios en animales (Recuadro 6.1).

Habitualmente se considera que el minimo requerido para probar la inocuidad del
consumo repetido de alimentos obtenidos de plantas de ADN recombinante en la dieta es un
estudio de 90 dias de duracién sobre la toxicidad subcrénica en roedores. La Consulta mixta
FAO/OMS de expertos sobre alimentos obtenidos por medios biotecnolégicos de 2000 (Pruebas
de inocuidad de los aditivos y contaminantes alimentarios y evaluacion a largo plazo de los
alimentos producidos por medios biotecnoldgicos, pagina 4) ofrecié un provechoso debate
sobre los estudios de toxicidad subcrénica (resumido en el Recuadro 6.2).
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El documento elaborado por el Organismo de Productos Alimenticios y Farmacéuticos de
los Estados Unidos sobre los principios toxicolégicos de la evaluacién de la inocuidad de los
ingredientes alimentarios (US FDA, 2003) también puede ser una referencia ttil en lo
concerniente a los aspectos técnicos de los estudios de toxicidad subcrénica (resumido en el
Recuadro 6.3.).

Estudios de toxicidad crdnica

En los estudios de toxicidad crénica es necesario administrar a largo plazo la sustancia de
prueba, normalmente en la dieta o el agua y, en ocasiones, mediante una sonda. Estos estudios
se proyectan para detectar, en el 6rgano u érganos seleccionados, los posibles efectos
acumulativos que dependen de la relacion dosis-respuesta. Se debera determinar caso por caso
la necesidad de realizar estudios de toxicidad crénica a largo plazo, y Gnicamente si los
resultados de los estudios de 90 dias u otros estudios sobre alimentacién indican que hace falta
considerar la toxicidad desde una perspectiva a mas largo plazo.

Garantia de calidad

Es muy importante que el proceso de organizacién y las condiciones en que se planifican,
realizan, vigilan y registran los estudios de laboratorio, asi como las condiciones en que se
elaboran sus informes, sean conformes con los principios de las buenas practicas de laboratorio
(BPL). Se deben aplicar los principios de las BPL a las pruebas que se realizan a las sustancias
quimicas con el fin de obtener datos sobre sus propiedades y su inocuidad para la salud
humana o el medio ambiente. En los estudios toxicologicos es fundamental cerciorarse de que
los datos utilizados para estimar la inocuidad son de una calidad aceptable para todas las partes.
También es importante establecer la relacion entre los cambios en los parametros fisiolégicos
medidos y las dosis del compuesto sometido a prueba a que estan expuestos los animales. Por
lo tanto, es fundamental que los datos sean de buena calidad y propicien una interpretacion
exacta de la toxicidad y la estimacién del NSEO del compuesto sometido a prueba. Basandose
en esa interpretacion, se puede establecer el coeficiente de seguridad estimando los niveles
maximos a que puede estar expuesta la poblacién humana sin que se observen efectos
adversos para la salud. Por otra parte, cualquier diferencia que se observe en los parametros
fisiol6gicos medidos entre los animales tratados y no tratados debe ser sometida a un andlisis
estadistico para establecer los limites de confianza de dichas diferencias.
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