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Anexo - Parte 2/2

B.71. ESTUDIOS DE SENSIBILIZACION CUTANEA IN VITRO RELATIVOS AL
FENOMENO CLAVE DE LA ACTIVACION DE LAS CELULAS DENDRITICAS EN LA
RUTA DE RESULTADOS ADVERSOS (AOP) DE LA SENSIBILIZACION CUTANEA

INTRODUCCION GENERAL

Método de ensayo basado en el fendmeno clave de la activacion de las células dendriticas

1. Un sensibilizante cutdneo es una sustancia que induce una respuesta alérgica por contacto
con la piel, tal como se define en el Sistema Globalmente Armonizado de clasificacion y
etiquetado de productos quimicos de las Naciones Unidas (SGA de las Naciones Unidas)
(1) y en el Reglamento (UE) n.° 1272/2008, sobre clasificacion, etiquetado y envasado de
sustancias y mezclas (CLP) de la Unidén Europea'. Existe un acuerdo general sobre los
principales fenémenos biologicos subyacentes a la sensibilizacion cutdnea. El
conocimiento actual de los mecanismos quimicos y bioldgicos asociados a la
sensibilizacion cutdnea se ha resumido como una ruta de resultados adversos (AOP,
Adverse Outcome Pathway) en el marco del programa AOP de la OCDE (2), empezando
por el fendmeno iniciador molecular y pasando por fendmenos intermedios hasta llegar al
efecto adverso, a saber, la dermatitis alérgica de contacto. En este caso, el fendmeno
iniciador molecular (es decir, el primer fendémeno clave) es la unién covalente de
sustancias electrofilicas a los centros nucleofilicos de las proteinas de la piel. El segundo
fendbmeno clave en esta AOP tiene lugar en los queratinocitos e incluye respuestas
inflamatorias, asi como cambios en la expresion génica relacionada con rutas especificas
de comunicacion celular, tales como las rutas dependientes del elemento de respuesta
antioxidante/electrofilo (ARE, antioxidant/electrophile response element). EIl tercer
fendomeno clave es la activacion de las células dendriticas (DC, dendritic cells),
normalmente evaluada por la expresion de marcadores especificos de superficie celular,
quimiocinas y citocinas. El cuarto fenomeno clave es la activacion y proliferacion de las
células T, que se evaltia indirectamente en el ensayo con ganglios linfaticos locales
(LLNA, Local Lymph Node Assay) de muridos (3).

! Reglamento (CE) n.° 1272/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de diciembre de 2008, sobre
clasificacion, etiquetado y envasado de sustancias y mezclas y por el que se modifican y derogan las Directivas
67/548/CEE y 1999/45/CE y se modifica el Reglamento (CE) n.° 1907/2006 (DO L 353 de 31.12.2008, p. 1).
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2. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo (TG) 442E de la
OCDE (2017). Describe los ensayos in vitro que abordan los mecanismos descritos en el
fendmeno clave de la activacion de las células dendriticas en la AOP de la sensibilizacion
cutdnea (2). El método de ensayo comprende los ensayos que deben utilizarse para
justificar la discriminacion entre los sensibilizantes cutdneos y los no sensibilizantes de
conformidad con el SGA de las Naciones Unidas y el CLP.

Los ensayos descritos en el presente método de ensayo son los siguientes:

- Ensayo de activacion de la linea celular humana (h-CLAT)),
- Ensayo de activacion de la linea celular U937 (U-SENS™),
- Ensayo del gen marcador de la interleucina-8 (ensayo IL-8 Luc).

3. Los ensayos incluidos en el presente método de ensayo y las TG de la OCDE
correspondientes pueden diferir en relacion con el procedimiento utilizado para generar los
datos y los resultados medidos, pero pueden utilizarse de forma indiscriminada para
satisfacer los requisitos de los paises en cuanto a los resultados de los ensayos relativos al
fendmeno clave de la activacion de las células dendriticas en la AOP de la sensibilizacion
cutanea, beneficiandose al mismo tiempo de la aceptacion mutua de datos de la OCDE.

Antecedentes y principios de los ensayos incluidos en el método de ensayo basado en el
fenomeno clave

4. Tradicionalmente, la evaluacion de la sensibilizacién cutanea se hacia con animales de
laboratorio. Los métodos cldsicos con cobayas, como el ensayo de maximizacion con
cobayas (GMPT, Guinea Pig Maximisation Test) de Magnusson y Kligman y el ensayo de
Buehler (método de ensayo B.6) (4), estudian tanto la fase de induccion como la de
desencadenamiento de la sensibilizacion cutdnea. Los ensayos con muridos, el ensayo con
ganglios linfaticos locales (LLNA, Local Lymph Node Assay) (método de ensayo B.42) (3)
y sus dos modificaciones no radiactivas, el LLNA: DA (método de ensayo B.50) (5) y el
LLNA: BrdU-ELISA (método de ensayo B.51) (6), evaluan todos la respuesta de
induccion exclusivamente, y también han conseguido su reconocimiento, ya que presentan
una ventaja en relacion con los ensayos con cobayas en términos de bienestar animal, junto
con una medicidn objetiva de la fase de induccion de la sensibilizacidon cuténea.

5. Recientemente se han adoptado para contribuir a la evaluacion del potencial de peligro de
sensibilizacion cutdnea de los productos varios métodos de ensayo in chemico e in vitro de
base farmacodindmica relativos al primer fendémeno clave (método de ensayo B.59; Ensayo
directo de reactividad peptidica) (7) y el segundo fendmeno clave (método de ensayo B.60;
M¢étodo de ensayo de la luciferasa ARE-Nrf2) (8) de la AOP de la sensibilizacidon cutdnea.
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6. Los ensayos descritos en el presente método de ensayo cuantifican el cambio en la
expresion de los marcadores de superficie celular asociados al proceso de activacion de los
monocitos y DC tras la exposicidon a sensibilizantes (por ejemplo, CD54, CD86), o los
cambios en la expresion de la IL-8, citocina asociada a la activacion de las DC. Se ha
comunicado que ciertos sensibilizantes cutaneos inducen la expresion de marcadores de
membrana celular como, por ejemplo, CD40, CD54, CD80, CD83 y CD86, ademas de
inducir la produccion de citocinas proinflamatorias, como la IL-1P y la TNF-a, y de varias
quimiocinas, como la IL-8 (CXCL8) y la CCL3 (9) (10) (11) (12), asociadas con la
activacion de las DC (2).

7. Sin embargo, como la activacion de las DC representa por si sola un fendémeno clave de la
AOQP de la sensibilizacion cutanea (2) (13), la informacién generada con los ensayos que
miden los marcadores de la activacion de las DC solas puede no ser suficiente para
concluir sobre la presencia o la ausencia de potencial de sensibilizacion cutdnea de los
productos. Por consiguiente, se proponen los datos generados con los ensayos descritos en
el presente método de ensayo como ayuda para discriminar entre los sensibilizantes
cutaneos (es decir, la categoria 1 del SGA de las Naciones Unidas y del CLP) y los no
sensibilizantes, cuando se utilicen en los enfoques integrados de ensayos y evaluacion
(IATA, Integrated Approaches to Testing and Assessment), junto con otros datos
complementarios pertinentes derivados, por ejemplo, de ensayos in vitro relativos a otros
fenémenos clave de la AOP de la sensibilizacion cutanea, asi como métodos que no sean
de ensayo, incluida la extrapolacion a partir de analogos quimicos (13). Se han publicado
ejemplos de la utilizacion de los datos obtenidos con estos ensayos en enfoques definidos,
es decir, enfoques normalizados tanto en relaciébn con el conjunto de fuentes de
informacion utilizadas como en el procedimiento aplicado a los datos para obtener
asignaciones (13), y pueden emplearse como elementos ttiles en el marco de los IATA.

8. Los ensayos descritos en este método de ensayo no pueden utilizarse solos, ni para
clasificar los sensibilizantes cutdneos en las subcategorias 1A y 1B definidas por el SGA
de las Naciones Unidas y el CLP, en el caso de las autoridades que apliquen estas dos
subcategorias facultativas, ni para asignar la potencia a efectos de las decisiones de
evaluacion de la seguridad. Sin embargo, dependiendo del marco normativo, los resultados
positivos generados con estos métodos pueden utilizarse por si solos para clasificar un
producto en la categoria 1 del SGA de las Naciones Unidas y del CLP.
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9. En este método de ensayo se utiliza el término “producto problema” para referirse a lo que
se somete a ensayo', y no esta relacionado con la aplicabilidad de los ensayos al estudio de
sustancias de un solo componente, sustancias de componentes multiples y/o mezclas.
Actualmente, se dispone de informacion limitada sobre la aplicabilidad de los ensayos a las
sustancias de componentes multiples / mezclas (14) (15). Sin embargo, los ensayos son
técnicamente aplicables a las sustancias de componentes multiples y mezclas. No obstante,
antes de la utilizacion de este método de ensayo con una mezcla para obtener datos con
fines normativos, debe considerarse si podria proporcionar resultados adecuados a tal fin y,
en caso afirmativo, por qué’. Dichas consideraciones no son necesarias cuando los
requisitos normativos estipulan que la mezcla debe someterse a ensayo. Por otra parte, al
ensayar sustancias de componentes multiples o mezclas, deben tenerse en cuenta las
posibles interferencias de componentes citotéxicos con las respuestas obtenidas.

! En junio de 2013, la reunién conjunta de la OCDE acordé que, en la medida de lo posible, en las directrices
de ensayo de la OCDE nuevas y actualizadas se debia respetar un uso mas coherente del término «producto
problemay para describir lo que se somete a ensayo.

2 Esta frase se propuso y se aprob6 en la reunion del WNT de abril de 2014.
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Apéndice 1

SENSIBILIZACION CUTANEA IN VITRO: ENSAYO DE ACTIVACION DE LA LINEA
CELULAR HUMANA (H-CLAT)

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

1.

El ensayo h-CLAT cuantifica los cambios en la expresion de los marcadores de superficie
celular asociados al proceso de activacion de los monocitos y de las células dendriticas
(DC) (es decir, CD86 y CD54), en la linea celular de la leucemia monocitica humana
(THP-1), tras la exposicion a sensibilizantes (1) (2). Los niveles de expresion medidos en
los marcadores de superficie celular CD86 y CD54 se utilizan a continuaciéon para
justificar la discriminacion entre los sensibilizantes cutaneos y los no sensibilizantes.

El ensayo h-CLAT se ha evaluado en un estudio de validacion coordinado por el
laboratorio de referencia de la Unién Europea para las alternativas a los ensayos con
animales (EURL ECVAM), con posterior revision por pares independientes en el Comité
Cientifico Consultivo del ECVAM (ESAC). Teniendo en cuenta todas las pruebas
disponibles y las aportaciones de los reguladores y de las partes interesadas, el EURL
ECVAM recomendé que el h-CLAT se utilizara como parte de un enfoque IATA para
justificar la discriminacion entre sensibilizantes y no sensibilizantes a efectos de la
clasificacion de los peligros y el etiquetado (3). En la bibliografia se recogen ejemplos del
uso de datos del h-CLAT en combinacién con otra informacion (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10)

(11).

Se ha demostrado que el h-CLAT puede transferirse a laboratorios con experiencia en
técnicas de cultivo celular y andlisis de citometria de flujo. El nivel de reproducibilidad de
las asignaciones que cabe esperar del ensayo es del orden del 80 % dentro de un
laboratorio y entre laboratorios (3) (12). Los resultados obtenidos en el estudio de
validacion (13) y otros estudios publicados (14) indican en general que, en comparacion
con los resultados del LLNA, la exactitud de la distincion de los sensibilizantes cutaneos
(es decir, categoria 1 del SGA de las Naciones Unidas y del CLP) frente a los no
sensibilizantes es del 85 % (N = 142), con una sensibilidad del 93 % (94/101) y una
especificidad del 66 % (27/41) [sobre la base de un nuevo analisis por el EURL ECVAM
(12), considerando todos los datos existentes y no teniendo en cuenta los resultados
negativos correspondientes a productos con un valor de log Kow superior a 3,5, como se
describe en el punto 4]. Es mas probable que las asignaciones negativas falsas con el
ensayo h-CLAT afecten a los productos que muestran una potencia de sensibilizacion
cutdnea baja o moderada (es decir, subcategoria 1B del SGA de las Naciones Unidas y del
CLP) que a los productos que presentan una potencia de sensibilizacion cutanea elevada
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(es decir, subcategoria 1A del SGA de las Naciones Unidas y del CLP) (4) (13) (15). En
conjunto, esta informacion indica la utilidad del método del h-CLAT para contribuir a la
identificacion del peligro de sensibilizacion cutanea. Sin embargo, los valores de la
exactitud aqui indicados para el h-CLAT utilizado como ensayo unico solo son indicativos,
ya que el ensayo debe considerarse en combinacion con otras fuentes de informacion en el
contexto de un enfoque IATA y de conformidad con las disposiciones de los puntos 7 y 8
de la introduccion general. Ademads, a la hora de evaluar los métodos de ensayo de la
sensibilizacion cutdnea sin animales, debe tenerse en cuenta que el ensayo LLNA y otros
ensayos con animales pueden no reflejar plenamente la situacion en los seres humanos.

Sobre la base de los datos actualmente disponibles, se ha demostrado que el h-CLAT es
aplicable a productos problema que abarcan diversos grupos funcionales organicos,
mecanismos de reaccion, potencias de sensibilizacion cutanea (determinada en estudios in
vivo) y propiedades fisicoquimicas (3) (14) (15). El método h-CLAT es aplicable a los
productos problema solubles o que forman una dispersion estable (es decir, un coloide o
una suspension en la que el producto problema no sedimenta ni se separa del disolvente o
vehiculo para formar distintas fases) en un disolvente o vehiculo adecuado (véase el
punto 14). Los productos problema con un valor de log Kow superior a 3,5 tienden a
producir resultados falsos negativos (14). Por tanto, no deben tenerse en cuenta los
resultados negativos con productos problema cuyo valor de log Kow es superior a 3,5. Sin
embargo, los resultados positivos obtenidos con productos problema cuyo valor de
log Kow es superior a 3,5 podrian seguir utilizandose para justificar la identificacion del
producto problema como sensibilizante cutaneo. Por otra parte, debido a la limitada
capacidad metabolica de la linea celular utilizada (16) y debido a las condiciones
experimentales, pueden obtenerse también resultados negativos en el h-CLAT (15) con los
pro-haptenos (es decir, sustancias que requieren activacion enzimadtica, por ejemplo
mediante enzimas P450) y los pre-haptenos (es decir, productos activados por oxidacion),
en particular con una baja velocidad de oxidacion. Los productos problema fluorescentes
pueden evaluarse con el h-CLAT (17); sin embargo, los productos problema muy
fluorescentes que emiten a la misma longitud de onda que el isotiocianato de fluoresceina
(FITC) o que el yoduro de propidio (PI), pueden interferir con la deteccion por citometria
de flujo y, por tanto, no pueden evaluarse correctamente utilizando anticuerpos conjugados
con el FITC o PI. En tal caso, pueden utilizarse otros anticuerpos marcados con
fluorocromos u otros marcadores de citotoxicidad, segin corresponda, siempre que se
demuestre que proporcionan resultados similares a los de los anticuerpos marcados con
FITC (véase el punto 24) o PI (véase el punto 18), por ejemplo sometiendo a ensayo las
sustancias utilizadas para la prueba de la competencia recogidas en el apéndice 1.2. A la
luz de lo anterior, los resultados negativos deben interpretarse en el contexto de las
limitaciones indicadas y junto con otras fuentes de informacion en el marco de los
enfoques IATA. En los casos en que haya pruebas que demuestren la inaplicabilidad del
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método h-CLAT a otras categorias especificas de productos problema, no debera utilizarse
este método con tales categorias especificas.

Tal como se ha descrito anteriormente, el método h-CLAT sirve para justificar la
discriminacion entre los sensibilizantes cutdneos y los no sensibilizantes. No obstante,
puede contribuir también a la evaluacidn de la potencia sensibilizante (4) (5) (9) cuando se
utiliza en enfoques integrados, como los enfoques IATA. Sin embargo, es necesario seguir
trabajando, preferentemente a partir de datos con seres humanos, para determinar de qué
modo los resultados del h-CLAT pueden informar sobre la evaluacion de la potencia.

En el apéndice 1.1 se dan las definiciones pertinentes.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

7.

El método h-CLAT es un ensayo in vitro que cuantifica los cambios de la expresion de los
marcadores de superficie celular (es decir, CD86 y CD54) de la linea celular THP-1 de la
leucemia monocitica humana, tras una exposicion de 24 horas al producto problema. Estas
moléculas de superficie son marcadores tipicos de la activacion de las células THP-1
monociticas y pueden imitar la activacion de las DC, la cual desempeia un papel
fundamental en la estimulacion de las células T. Los cambios en la expresion de los
marcadores de superficie se miden mediante citometria de flujo tras la tincion celular
mediante anticuerpos marcados con fluorocromo. También se lleva a cabo
simultdneamente una medicion de la citotoxicidad con el fin de evaluar si a
concentraciones subcitotoxicas se produce un incremento de la expresion de los
marcadores de superficie. Se calcula la intensidad de la fluorescencia relativa de los
marcadores de superficie en comparacion con el control del disolvente o de vehiculo y se
utiliza en el modelo de asignacion (véase el punto 26), a fin de justificar la discriminacioén
entre sensibilizantes y no sensibilizantes.

DEMOSTRACION DE LA COMPETENCIA

8.

Antes de proceder al uso sistemdtico del ensayo descrito en el presente apéndice del
método de ensayo B.71, los laboratorios deben demostrar su competencia técnica,
utilizando las diez sustancias recomendadas al efecto en el apéndice 1.2. Por otra parte, los
usuarios del ensayo deben mantener una base de datos historicos que contenga los
generados en los controles de reactividad (véase el punto 11) y con los testigos positivos y
el control del disolvente/vehiculo (véanse los puntos 20 a 22), y utilizar estos datos para
confirmar que la reproducibilidad del ensayo en su laboratorio se mantiene a lo largo del
tiempo.
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PROCEDIMIENTO

9.

Este ensayo se basa en el protocolo n.° 158 de servicio de la base de datos de h-CLAT
sobre métodos alternativos a la experimentacion con animales (DB-ALM) (18) que
constituye el protocolo utilizado para el estudio de validacién coordinado por el EURL
ECVAM. Se recomienda que se siga este protocolo cuando se aplique y utilice el método
h-CLAT en el laboratorio. A continuacion se recoge una descripcion de los principales
componentes y procedimientos del método h-CLAT, que comprende dos etapas: ensayo de
determinacion de la dosis y medicion de la expresion de los marcadores CD86/CD54.

Preparacion de las células

10. Para llevar a cabo el método h-CLAT debe utilizarse la linea celular de la leucemia

11.

monocitica humana, THP-1. Se recomienda que las células (TIB-202™) se obtengan de un
banco de células adecuado, como la American Type Culture Collection.

Se cultivan células THP-1, a 37 °C, en atmosfera humidificada y con un 5 % de CO», en
medio RPMI-1640, complementado con un 10 % de suero bovino fetal (FBS), 2-
mercaptoetanol 0,05 mM, 100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina.
Puede evitarse el uso de penicilina y de estreptomicina en el medio de cultivo. Sin
embargo, en tal caso, los usuarios deben verificar que la ausencia de antibidticos en el
medio de cultivo no influye en los resultados, por ejemplo sometiendo a ensayo las
sustancias para demostrar la competencia que figuran en el apéndice 1.2. En cualquier
caso, para minimizar el riesgo de contaminacion, deben seguirse buenas practicas de
cultivo celular, independientemente de la presencia o no de antibidticos en el medio de
cultivo celular. Las células THP-1 se siembran sistematicamente cada 2-3 dias a una
densidad de 0,1 a 0,2 x 10° células/ml. Deben mantenerse a densidades de 0,1 a 1,0 x 10°
células/ml. Antes de utilizarse para el ensayo, las células deben ser objeto de un control de
reactividad, que ha de realizarse utilizando los testigos positivos, 2,4-dinitroclorobenceno
(DNCB) (n.° CAS 97-00-7, pureza > 99 %) y sulfato de niquel (NiSO4) (n.° CAS 10101-
97-0, pureza >99 %) y el testigo negativo, acido lactico (LA) (n.° CAS 50-21-5,
pureza > 85 %), dos semanas después de la descongelacion. Tanto el DNCB como el
NiSO4 deben producir una respuesta positiva de los marcadores de superficie celular CD86
y CD54, y el LA debe producir una respuesta negativa de ambos tipos de marcadores. Solo
se pueden utilizar para el ensayo las células que hayan superado el control de reactividad.
Las células pueden propagarse hasta dos meses después de la descongelacion. El nimero
de pases no debe ser superior a 30. El control de reactividad debe realizarse con arreglo a
los procedimientos descritos en los puntos 20 a 24.

12. Para el ensayo, se siembran células THP-1 a una densidad de 0,1 x 10° células/ml 0 0,2 x

10° células/ml, y se precultivan en matraces de cultivo durante 72 horas o durante 48 horas,
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respectivamente. Es importante que la densidad celular en el matraz de cultivo justo
después del periodo de precultivo sea lo mas constante posible en cada experimento
(utilizando una de las dos condiciones de precultivo descritas anteriormente), ya que la
densidad celular en el matraz de cultivo justo después del precultivo podria afectar a la
expresion de CD86/CD54 inducida por alérgenos (19). En el dia del ensayo, se toman
células del matraz de cultivo y se suspenden con medio de cultivo fresco a la concentracion
de 2 x 10° células/ml. A continuacién, se distribuyen las células en una placa de fondo
plano de 24 pocillos con 500 ul (1 x 10° células/pocillo) o una placa de fondo plano de 96
pocillos con 80 ul (1,6 x 10° células/pocillo).

Ensayo de determinacion de la dosis

13.

Se lleva a cabo un ensayo de determinacion de la dosis para determinar la CV75, que es la
concentracion del producto problema que da el 75 % de viabilidad celular (CV) en
comparacion con el control del disolvente/vehiculo. El valor de CV75 se utiliza para
determinar la concentracion de productos problema utilizada en la medicion de la
expresion de CD86/CD54 (véanse los puntos 20-24).

Preparacion de los productos problema y de las sustancias testigo

14.

15.

Los productos problema y las sustancias testigo se preparan el dia del ensayo. Para el
método h-CLAT, los productos problema se disuelven o dispersan de forma estable (véase
también el punto4) en solucién salina o medio, como primeras opciones de
disolvente/vehiculo, o en dimetilsulfoxido (DMSO, >99 % de pureza) como segunda
opcion de disolvente/vehiculo si el producto problema no es soluble o no forma una
dispersion estable en los dos disolventes/vehiculos anteriores, hasta obtener las
concentraciones finales de 100 mg/ml (en solucion salina o medio) o 500 mg/ml (en
DMSO). Podran utilizarse otros disolventes/vehiculos distintos de los descritos
anteriormente si se presenta una justificacion cientifica suficiente. Debe tenerse en cuenta
la estabilidad del producto problema en el disolvente o vehiculo final.

A partir de las soluciones madre de 100 mg/ml (en soluciéon salina o en medio) o
500 mg/ml (en DMSO) de los productos problema, deben efectuarse las siguientes
diluciones:

Con solucién salina o medio como disolvente/vehiculo: Se preparan ocho soluciones
madre (ocho concentraciones), mediante diluciones a la mitad en serie utilizando el
disolvente o vehiculo correspondiente. Estas soluciones madre se diluyen posteriormente
50 veces en medio de cultivo (soluciones de trabajo). Si la concentracion final maxima en
la placa de 1 000 pg/ml no es toxica, debe volver a determinarse la concentracion maxima
realizando un nuevo ensayo de citotoxicidad. La concentracion final en la placa no debe
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exceder de 5 000 pg/ml en el caso de los productos problema disueltos o dispersos de
forma estable en la solucion salina o salina.

- Con DMSO como disolvente/vehiculo: Se preparan ocho soluciones madre (ocho
concentraciones), mediante diluciones a la mitad en serie utilizando el disolvente o
vehiculo correspondiente. Estas soluciones madre se diluyen posteriormente 250 veces en
medio de cultivo (soluciones de trabajo). la concentracion final en la placa no debe
exceder de 1 000 pg/ml, incluso aunque esta concentracion no sea toxica.

Las soluciones de trabajo se utilizan finalmente para la exposicion afiadiendo un volumen
igual de solucién de trabajo al volumen de la suspension de células THP-1 en la placa
(véase también el punto 17) para lograr otra dilucion a la mitad (normalmente, el intervalo
final de concentraciones en la placa es de 7,81-1 000 pg/ml).

16. El control del disolvente o vehiculo utilizado en el método h-CLAT es el medio de cultivo
[en el caso de los productos problema disueltos o dispersos de forma estable (véase el
punto 4), con medio o con solucion salina] o el DMSO (en el caso de los productos
problema disueltos o dispersos de forma estable en DMSO), y se somete a ensayo a una
unica concentracion final en la placa del 0,2 %. Se somete al mismo proceso de dilucioén
que se describe en el punto 15 para las soluciones de trabajo.

Aplicacion de los productos problema y de las sustancias testigo

17. El medio de cultivo o las soluciones de trabajo descritas en los puntos 15 y 16 se mezclan
1: 1 (v/v) con las suspensiones celulares preparadas en la placa de fondo plano de
24 pocillos o de 96 pocillos (véase el punto 12). A continuacion, las placas tratadas se
incuban durante 24 + 0,5 horas a 37 °C con 5 % de CO.. Deben tomarse precauciones para
evitar la evaporacion de los productos problema volatiles y la contaminacion cruzada entre
pocillos por productos problema, por ejemplo tapando la placa antes de la incubacién con
los productos problema (20).

Tincion con yoduro de propidio (Pl)

18. Tras 24 £ 0,5 horas de exposicion, las células se transfieren a tubos de muestreo y se
recogen por centrifugacion. Los sobrenadantes se desechan y las células restantes se
vuelven a suspender con 200 pl (en caso de 96 pocillos) o 600 pl (en caso de 24 pocillos)
de una solucion salina amortiguadora de fosfato que contenga un 0,1 % de seroalbimina
bovina (soluciéon amortiguadora de tincion). Se transfieren 200 pl de suspension celular a
una placa de fondo redondo de 96 pocillos (en caso de 96 pocillos) o a un microtubo (en el
caso de 24 pocillos) y se lavan dos veces con 200 pl (en caso de 96 pocillos) o 600 ul (en
caso de 24 pocillos) de solucién amortiguadora de tincidon. Por ultimo, las células se
vuelven a suspender en solucion amortiguadora de tincidon (p. ej., 400 pl) y se afiade la
solucion de PI (p. ej., 20 pl) (p. ¢j., la concentracion final de PI es de 0,625 pg/ml). Pueden
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utilizarse otros marcadores de citotoxicidad, tales como la 7-aminoactinomicina D (7-
AAD), azul tripano u otros, si se puede demostrar que las tinciones alternativas ofrecen
resultados similares a los del PI, por ejemplo sometiendo a ensayo las sustancias para
demostrar la competencia que figuran en el apéndice 1.2.

Medicion de la citotoxicidad por citometria de flujo y estimacion del valor de CV75

19. La absorcion del PI se analiza mediante citometria de flujo con el canal de medicion FL-3.
Se miden en total 10 000 células vivas (negativas para el PI). La viabilidad celular puede
calcularse con la siguiente ecuacion por el programa de analisis del citometro. Cuando la
viabilidad celular es baja, deben medirse hasta 30 000 células, incluidas las células
muertas. Como alternativa, también es posible medir los datos durante un minuto tras el
inicio del analisis.

Numero de células vivas

Viabilidad celular = X 100

Numero total de células medidas

El valor de CV75 (véase el punto 13), es decir, la concentracion que muestra el 75 % de
supervivencia de las células THP-1 (25% de citotoxicidad), se calcula mediante
interpolacion semilogaritmica con la siguiente ecuacion:

(75—c)xLg(b)—(75—a)xLg(d)
a-c

Lg CV75 =

donde:
a es el valor minimo de viabilidad celular superior al 75 %;
c es el valor maximo de viabilidad celular inferior al 75 %;

b y d son las concentraciones que muestran los valores de viabilidad celular a y c,

respectivamente.
100
a <
S
5 50
=}
B
T ce
T
:_?;“ 0 y Vv y
= b d
1 10 100 1000

Dosis de ensayo (pg/ml)

Pueden utilizarse otros métodos para obtener el valor de CV75 siempre que se demuestre
que esto no afecta a los resultados (por ejemplo, sometiendo a ensayo las sustancias para
demostrar la competencia).
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Medicion de la expresion de CD86/CD54

Preparacion de los productos problema y de las sustancias testigo

20. El disolvente o vehiculo apropiado (solucion salina, medio o DMSO; véase el punto 14).

21.

Los productos problema se diluyen primero a la concentracion correspondiente a 100 veces
(en caso de solucion salina) o 500 veces (en caso de DMSO) la concentracion 1,2 x CV75
determinada en el ensayo de determinacion de la dosis (véase el punto 19). Si no puede
determinarse la CV75 (es decir, si no se observa suficiente citotoxicidad en el ensayo de
determinacion de la dosis), debe utilizarse como concentracion inicial la concentracidon
mas elevada soluble o dispersa de forma estable del producto problema preparado con cada
disolvente o vehiculo. Téngase en cuenta que la concentracion final en la placa no debe
superar los 5 000 pg/ml (en el caso de la solucién salina o del medio) o los 1 000 pg/ml (en
el caso del DMSO). A continuacién, se utilizan diluciones en serie de factor 1,2 con el
disolvente o vehiculo correspondiente para obtener las soluciones madre [ocho
concentraciones comprendidas entre 100 x 1,2 x CV75 y 100 x 0,335 x CV75 (con
solucion salina o medio) o entre 500 x 1,2 x CV75 y 500 x 0,335 x CV75 (con DMSO)]
que deben someterse a ensayo con el método h-CLAT (véase en el protocolo DB-ALM,
n.° 158 un ejemplo de sistema de dosificacion). Las soluciones madre se diluyen
posteriormente 50 veces (en caso de solucion salina o medio) o 250 veces (en caso de
DMSO) en el medio de cultivo (soluciones de trabajo). Estas soluciones de trabajo se
utilizan finalmente para la exposicion con otra dilucion final a la mitad en la placa. Si los
resultados no cumplen los criterios de aceptacion descritos en los puntos 29 y 30 respecto a
la viabilidad celular, podra repetirse el ensayo de determinacion de la dosis para
determinar el valor de CV75 mas precisamente. Téngase en cuenta que para la medicion de
la expresion de CD86/CD54 se pueden utilizar solo placas de 24 pocillos.

El control del disolvente/vehiculo se prepara como se describe en el punto 16. El testigo
positivo utilizado en el método h-CLAT es el DNCB (véase el punto 11); se preparan las
soluciones madre en DMSO y se diluyen como se describe en el punto 20 respecto a las
soluciones madre. EI DNCB debe utilizarse como testigo positivo para la medicion de la
expresion de CD86/CD54 en una Unica concentracion final en la placa (por lo general,
4,0 pg/ml). Para obtener una concentracion de 4,0 ng/ml de DNCB en la placa, se prepara
una solucion madre de 2 mg/ml de DNCB en DMSO, y se diluye después 250 veces con
medio de cultivo hasta conseguir una solucion de trabajo de 8 pg/ml. Alternativamente, la
CV75 del DNCB, que se determina en cada laboratorio, también podria utilizarse como
concentracion de testigo positivo. Podran utilizarse otros testigos positivos adecuados si se
dispone de datos historicos para obtener criterios comparables de aceptacion de tandas.
Respecto a los testigos positivos, la concentracion final tnica en la placa no debe superar
los 5 000 pug/ml (en el caso de la solucion salina o del medio) o los 1 000 pg/ml (en el caso
del DMSO). Los criterios de aceptacion de tandas son los mismos que los descritos para el
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producto problema (véase el punto 29), excepto en lo relativo al ultimo criterio de
aceptacion, puesto que el testigo positivo se somete a ensayo a una sola concentracion.

Aplicacion de los productos problema y de las sustancias testigo

22.

Respecto a cada producto problema y sustancia testigo, se necesita un solo experimento
para obtener una asignacion. Cada experimento consiste en al menos dos tandas
independientes para la medicion de la expresion de CD86/CD54 (véanse los puntos 26-28).
Cada tanda independiente se llevara a cabo en un dia diferente o el mismo dia, siempre
que, respecto a cada una de las tandas: a) se preparen soluciones madre y soluciones de
trabajo nuevas e independientes del producto problema y de los anticuerpos, y b) se
utilicen células recolectadas de forma independiente (es decir, se recogen las células de
distintos matraces de cultivo); no obstante, las células pueden proceder del mismo pase.
Los productos problema y las sustancias testigo preparados como soluciones de trabajo
(500 pl) se mezclan con 500 ul de células suspendidas (1 x 10° células) en la proporcion
1: 1, y las células se incuban durante 24 + 0,5 horas, como se describe en los puntos 20 y
21. En cada tanda, bastara una sola réplica de cada concentracion del producto problema y
de la sustancia testigo, ya que la clasificacion se obtiene de al menos dos tandas
independientes.

Tincion y analisis celular

23.

24.

Después de 24 £ 0,5 horas de exposicion, se transfieren las células de la placa de
24 pocillos a los tubos de muestreo, se recogen por centrifugacion y, a continuacidn, se
lavan dos veces con 1 ml de solucién amortiguadora de tincidén (en caso necesario, pueden
aplicarse mas etapas de lavado). Tras su lavado, las células se bloquean con 600 pul de
solucion de bloqueo [solucion amortiguadora de tincion con 0,01 % (p/v) de globulina
(fracciones II y III de Cohn, humanas; SIGMA, # G2388-10G o equivalente)] y se incuban
a 4 °C durante 15 min. Tras su bloqueo, las células se dividen en tres alicuotas de 180 ul
en una placa de fondo redondo de 96 pocillos o microtubo.

Tras su centrifugacion, las células se tifien con 50 pl de anticuerpos anti-CD86, anti-CD54
marcados con FITC o IgGl (isotipo) de ratén a 4 °C durante 30 min. Los anticuerpos
descritos en el protocolo n.° 158 de la DB-ALM de h-CLAT (18) deben utilizarse mediante
dilucion 3 : 25 v/v [para CD86 (BD-PharMingen, # 555657; Clone: Fun-1)] o 3 : 50 v/v
[para CD54 (DAKO, #F7143; Clone: 6.5B5) e IgGl (DAKO, #X0927)] con solucion
amortiguadora de tincion. Los desarrolladores del ensayo definieron estos factores de
dilucion de los anticuerpos como los que proporcionan la mejor relacion entre sefial y
ruido. Seglin la experiencia de los desarrolladores del ensayo, la intensidad de la
fluorescencia de los anticuerpos suele ser coherente entre los diferentes lotes. No obstante,
los usuarios pueden considerar la valoracion de los anticuerpos en las condiciones de su
propio laboratorio a fin de determinar las mejores concentraciones que han de utilizar.
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Podrén utilizarse otros anticuerpos marcados con fluorocromo antiCD86 y/o antiCD54 si
se puede demostrar que proporcionan resultados similares a los de anticuerpos conjugados
con FITC, por ejemplo sometiendo a ensayo las sustancias utilizadas para demostrar la
competencia que se indican en el apéndice 1.2. Cabe senalar que la modificacion del clon o
del proveedor de los anticuerpos, tal como se recogen en el protocolo DB-ALM n.° 158 del
h-CLAT (18), puede afectar a los resultados. Después de lavarlas dos veces o mas con
150 ul de solucion amortiguadora de tincion, las células se vuelven a suspender en esta
solucion amortiguadora de tincion (p. ej., 400 pl) y en la solucion de PI (p. ej., 20 pl para
obtener una concentracion final de 0,625 pg/ml) o en la solucion de otro marcador de
citotoxicidad (véase el punto 18). Se analizan los niveles de expresion de CD86 y CD54, y
la viabilidad celular, utilizando la citometria de flujo.

DATOS E INFORME

Evaluacion de los datos

25. La expresion de CD86 y CD54 se analiza mediante citometria de flujo con el canal de
medida FL-1. Sobre la base de la media geométrica de la intensidad de la fluorescencia
(MFI, mean fluorescence intensity), la intensidad de la fluorescencia relativa (RFI, relative
fluorescence intensity) de CD86 y CD54 en el caso de las células testigo positivo (ctrl) y
de las células tratadas con producto se calcula con arreglo a la ecuacion siguiente:

MFI células tratadas producto — MFI células testigo isotipo tratadas producto

RFI = X 100

MFI células ctrl tratadas disolvente /vehiculo—MFI células ctrl isotipo tratadas disolvente /vehiculo

La viabilidad celular de las células testigo de isotipo (ctrl) [que se tifien con anticuerpos
IgG1 (isotipo) de raton] se calcula también con arreglo a la ecuacion descrita en el punto 19.

Modelo de asignacion

26. Para la medicion de la expresion de CD86/CD54, cada producto problema se somete al
menos a dos tandas independientes a fin de obtener una unica asignacion (POSITIVA o
NEGATIVA). La asignacion del h-CLAT se considera POSITIVA si en 2 de 2, o en al
menos 2 de 3, tandas independientes se cumple al menos una de las condiciones siguientes;
de lo contrario, la asignacion del h-CLAT se considera NEGATIVA (figura 1):

- La RFI del CD86 es igual o superior al 150 % a cualquier concentracion estudiada (con
viabilidad celular > 50 %));

- La RFI del CD54 es igual o superior al 200 % a cualquier concentracion estudiada (con
viabilidad celular > 50 %));

27. Sobre la base de lo anterior, si las dos primeras tandas son positivas para el CD86 y/o son
positivas para el CD54, la asignacion del h-CLAT se considera POSITIVA y no es
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necesario realizar una tercera tanda. Del mismo modo, si las dos primeras tandas son
negativas para ambos marcadores, la asignacion del h-CLAT se considera NEGATIVA
(teniendo debidamente en cuenta lo dispuesto en el punto 30) sin necesidad de una tercera
tanda. Sin embargo, si las dos primeras tandas no son concordantes en relacion al menos
con uno de los marcadores (CD54 o CD86), se necesita una tercera tanda y la asignacion
final se basara en el resultado mayoritario de las tres tandas individuales (es decir, 2 de 3).
A este respecto, hay que sefialar que, si se llevan a cabo dos tandas independientes y una es
solo positiva en el caso del CD86 (en lo sucesivo, P1) y la otro es solo positiva en el caso
del CD54 (en lo sucesivo P2), se requiere una tercera tanda. Si esta tercera tanda es
negativa para ambos marcadores (en lo sucesivo, N), la asignacion del h-CLAT se
considera NEGATIVA. Por otra parte, si la tercera tanda es positiva para uno de los dos
marcadores (P o P2) o para ambos marcadores (en lo sucesivo, P12), la asignacion del h-
CLAT se considera POSITIVA.

Figura 1: Modelo de asignacion utilizado en el método h-CLAT. Las asignaciones del h-CLAT deben
interpretarse en el marco de un enfoque IATA y de conformidad con las disposiciones de los puntos 7 y 8
de la introduccion general.

454



D060575/02

Dos primeras Dos primeras
tandas tandas
\ 4 \ 4 l
P,&P, ¥ N&N P, &N *
P, &P, P, &N
P, &P, P, &P,
Pz & Pz *
Tercera tanda
y v \ 4 A4
Tercera tanda Tercera tanda P,&P, &P, |{ P,&N&N
innecesaria innecesaria P, &P, &P, P,&N&N
P, &P, &P, P,&N &N
P, &P;, &N P, &P, &N
P, &P; &N
P, &P, &N
P,&P; &N
\ 4 v \ 4 v
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO

Pi: tanda con solo CD86 positivo; P2: tanda con solo CD54 positivo; Pi2: tanda con CD86 y CD54 positivos; N: tanda
sin CD86 ni CD54 positivos.

* Los recuadros muestran las combinaciones pertinentes de resultados de las dos primeras tandas, con independencia
del orden en que puedan obtenerse.

# Los recuadros muestran las combinaciones pertinentes de resultados de las tres tandas sobre la base de los resultados
obtenidos en las dos primeras, indicadas en el recuadro superior, pero no reflejan el orden en que puedan obtenerse.

28. En el caso de los productos problema clasificados como POSITIVOS con el h-CLAT,
opcionalmente se pueden determinar dos valores de concentraciones efectivas (CE), el
valor de CE150 para el CD86 y el valor de CE200 para el CD54, es decir, la concentracion
a la que los productos problema inducen una RFI de 150 o de 200. Estos valores de CE
podrian contribuir a la evaluacion de la potencia sensibilizante (9) cuando se utilicen en
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enfoques integrados, como los enfoques IATA (4) (5) (6) (7) (8). Pueden calcularse con las
siguientes ecuaciones:

CE150 (para CD86) = Bconc + [(150 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)]

CE200 (para CD54) = Bconc + [(200 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)]

donde:

Aconc €8 la concentracion mas baja, en pg/ml, con RFI > 150 (CD86) o 200 (CD54);
Bcone €s la concentracion mas alta, en pg/ml, con RFI < 150 (CD86) o 200 (CD54);
Agrrr es la RFI a la concentracion mas baja con RFI > 150 (CD86) o 200 (CD54);
Brri es la RFI a la concentracion mas alta con RFI < 150 (CD86) o 200 (CD54).

Con el fin de obtener mas precisamente los valores de CE150 y CE200, pueden ser
necesarias tres tandas independientes para la medicion de la expresion de CD86/CD54. Los
valores finales de CE150 y CE200 se determinan a continuaciéon como el valor mediano de
las CE calculadas con las tres tandas independientes. Si solo dos de las tres tandas
independientes cumplen los criterios de positividad (véanse los puntos 26 - 27), se adopta el
valor de CE150 o CE200 més alto de los dos valores calculados.

Criterios de aceptacion

29. Cuando se use el método h-CLAT deben cumplirse los siguientes criterios de aceptacion
(22) (27).

- Las viabilidades celulares de los controles de disolvente o vehiculo y medio deben ser
superiores al 90 %.

- En el control del disolvente o vehiculo, los valores de RFI tanto del CD86 como del CD54
no deben superar los criterios positivos (CD86 con RFI > 150 % y CD54 con RFI >
200 %). Los valores de RFI del control del disolvente o vehiculo se calculan mediante la
formula descrita en el punto 25 [“MFI del producto” debe sustituirse por “MFI del
disolvente/vehiculo” y “MFI del disolvente/vehiculo” debe sustituirse por “MFI del
control (medio)].

- Tanto en los controles de medio como en los de disolvente o vehiculo, la proporcion de la
MFI tanto del CD86 como del CD54 respecto a la del testigo de isotipo debera ser
> 105 %.

- En el testigo positivo (DNCB), los valores de RFI tanto del CD86 como del CD54 deben
cumplir los criterios positivos (CD86 con RFI > 150 y CD54 con RFI >200) y la
viabilidad celular debe ser superior al 50 %.
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- En el caso del producto problema, la viabilidad celular debe ser superior al 50 % en al
menos cuatro concentraciones sometidas a ensayo en cada tanda.

30. Los resultados negativos son aceptables unicamente para los productos problema que
presenten una viabilidad celular inferior al 90 % en la concentracién mas alta ensayada (es
decir, 1,2 x CV75 segun el sistema de diluciones en serie descrito en el punto 20). Si la
viabilidad celular a 1,2 x CV75 es igual o superior al 90 %, debe descartarse el resultado
negativo. En tal caso, se recomienda intentar afinar la seleccion de la dosis repitiendo la
determinacion de la CV75. Hay que sefialar que, cuando se utiliza como concentracién
maxima de ensayo de un producto problema la concentracion de 5 000 pg/ml en solucion
salina (o en medio o en otros disolventes/vehiculos), la de 1 000 pg/ml en DMSO o la
mayor concentracion soluble, se puede aceptar un resultado negativo aunque la viabilidad
celular sea superior al 90 %.

Informe del ensayo

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

Producto problema

Sustancias de un solo componente

- Identificacion quimica, como nombre o nombres [IUPAC o CAS, nimero o nimeros CAS,
codigo SMILES o InChl, féormula estructural, y/u otros identificadores;

- Aspecto fisico, log Kow, hidrosolubilidad, solubilidad en DMSO, peso molecular, y otras
propiedades fisicoquimicas pertinentes, en la medida de lo posible;

- Pureza, identidad quimica de las impurezas segiin convenga y sea factible en la practica,
etc.;

- Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. €j., calentamiento, trituracion);
- Concentracion o concentraciones estudiadas;
- Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

- Justificacion de la eleccion del disolvente o vehiculo para cada producto problema.

Sustancias de componentes multiples, sustancias UVCB y mezclas

- Caracterizacion, en la medida de lo posible, mediante, por ejemplo, la identidad quimica
(véase mas arriba), pureza, presencia cuantitativa y propiedades fisicoquimicas pertinentes
de los componentes (véase mas arriba), en la medida de lo posible;

- Aspecto fisico, hidrosolubilidad, solubilidad en DMSO y otras propiedades fisicoquimicas
pertinentes, en la medida de lo posible;
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- Peso molecular o peso molecular aparente en el caso de mezclas/polimeros de
composicidon conocida u otra informacion pertinente para la realizacion del estudio;

- Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. €j., calentamiento, trituracion);
- Concentracion o concentraciones estudiadas;
- Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

- Justificacion de la eleccion del disolvente o vehiculo para cada producto problema.

Testigos y controles
Testigo positivo

- Identificacion quimica, como nombre o nombres [IUPAC o CAS, nimero o nimeros CAS,
codigo SMILES o InChl, férmula estructural, y/u otros identificadores;

- Aspecto fisico, log Kow, hidrosolubilidad, solubilidad en DMSO, peso molecular, y otras
propiedades fisicoquimicas pertinentes, en la medida de lo posible y en los casos
aplicables;

- Pureza, identidad quimica de las impurezas segun convenga y sea factible en la practica,
etc.;

- Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. ¢j., calentamiento, trituracion);

- Concentracion o concentraciones estudiadas;

- Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

- Referencia a los resultados de los testigos positivos historicos que demuestren unos

criterios adecuados de aceptacion de las tandas, si procede.

Testigo negativo y controles del disolvente o vehiculo

- Identificacion quimica, como nombre o nombres [IUPAC o CAS, nimero o nimeros CAS,
codigo SMILES o InChl, féormula estructural, y/u otros identificadores;

- Pureza, identidad quimica de las impurezas segiin convenga y sea factible en la practica,
etc.;

- Aspecto fisico, peso molecular, y propiedades fisicoquimicas pertinentes adicionales en el
caso de que se utilicen unos controles de disolvente o vehiculo distintos de los
especificados en las directrices del ensayo y en la medida de lo posible;

- Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

- Justificacion de la eleccion del disolvente o vehiculo para cada producto problema.
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Condiciones del ensayo

Nombre y direccion del promotor, laboratorio y director del estudio;
Descripcion del ensayo utilizado;

Linea celular utilizada, sus condiciones de conservacion y su origen (por ejemplo,
instalacion en la que se ha obtenido);

Citometria de flujo utilizada (por ejemplo, modelo), incluidos los ajustes instrumentales, la
globulina, los anticuerpos y el marcador de citotoxicidad utilizados;

Procedimiento utilizado para demostrar la competencia del laboratorio en la realizacién
del ensayo mediante el ensayo de sustancias destinadas a tal fin, y procedimiento utilizado
para demostrar que el ensayo tiene un comportamiento reproducible a lo largo del tiempo,
por ejemplo datos de testigos histéricos o datos histdricos de controles de la reactividad.

Criterios de aceptacion del ensayo

Valores de viabilidad celular, de MFI y de RFI obtenidos con el control del disolvente o
vehiculo en comparacion con los intervalos de aceptacion;

Valores de viabilidad celular y de RFI obtenidos con el testigo positivo en comparacion
con los intervalos de aceptacion;

Viabilidad celular de todas las concentraciones sometidas a ensayo del producto problema.

Procedimiento de ensayo

Numero de tandas utilizadas;

Concentraciones del producto problema, tiempo de aplicacion y de exposicion utilizado (si
es diferente del recomendado);

Duracion de la exposicion (si es diferente de la recomendada);
Descripcion de los criterios de evaluacion y decision seguidos;

Descripcion de las eventuales modificaciones del procedimiento del ensayo.

Resultados

Tabulacion de los datos, incluidos la CV75 (si procede), los distintos valores de la media
geométrica de la intensidad de la fluorescencia, de la RFI y de la viabilidad celular, los
valores de CE150/CE200 (si procede) obtenidos con el producto problema y con el testigo
positivo en cada tanda, y una indicacion de la calificacion del producto problema segin el
modelo de asignacion;

Descripcion de cualesquiera otras observaciones pertinentes, si procede.
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Discusion de los resultados

- Discusion de los resultados obtenidos con el método h-CLAT;

- Consideracion de los resultados del ensayo en el contexto de un enfoque IATA, si se
dispone de otra informacion pertinente.

Conclusiones
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Apéndice 1.1

DEFINICIONES

Exactitud: Grado de coincidencia entre los resultados del ensayo y los valores de referencia
aceptados. Se trata de una medida del comportamiento del ensayo y es un aspecto de su
pertinencia. Este término y el de concordancia se suelen usar indistintamente para indicar la
proporcion de resultados correctos de un ensayo (21).

Ruta de resultados adversos (AOP, Adverse Outcome Pathway): Secuencia de fendmenos
desde la estructura quimica de un producto diana o grupo de productos similares, pasando
por el fendmeno molecular desencadenante, hasta un resultado in vivo de interés (22).

Producto: Sustancia o mezcla.

CV75: La concentracion estimada que muestra una viabilidad celular del 75 %.

CE150: Concentraciones que muestran un valor de RFI de 150 en la expresion del CD86.
CE200: Concentraciones que muestran un valor de RFI de 200 en la expresion del CD54.

Citometria de flujo: Técnica de citometria en la que las células suspendidas en un fluido
fluyen una a una a través de un foco de luz excitadora, que se dispersa en patrones
caracteristicos segin las células y sus componentes; las células estdn marcadas
frecuentemente con marcadores fluorescentes, de modo que la luz se absorbe primero y, a
continuacion, se emite con una frecuencia modificada.

Peligro: Propiedad inherente de un agente o situacion que tiene capacidad para provocar
efectos adversos cuando un organismo, sistema o (sub)poblacion se expone a dicho agente.

IATA (Enfoque integrado de pruebas y evaluacion, Integrated Approach to Testing and
Assessment): Enfoque estructurado para la identificacion del peligro (potencial),
caracterizacion del peligro (potencia) o evaluacion de la seguridad (potencial/potencia y
exposiciéon) de un producto o grupo de productos, que integra y pondera de forma
estratégica todos los datos pertinentes para fundamentar una decision normativa relativa a
posibles peligros o riesgos o a la necesidad de realizar ensayos mas especificos y, por tanto,
minimos.

Control del medio: Réplica no tratada que contiene todos los componentes de un sistema
de ensayo. Esta muestra se somete al mismo proceso que las muestras tratadas con producto
problema y otras muestras de control para determinar si el disolvente o vehiculo interactiia
con el sistema de ensayo.

Mezcla: Mezcla o solucion compuesta de dos o mas sustancias.
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Sustancias de un solo componente: Sustancia, definida por su composicion cuantitativa, en
la que un solo componente principal representa al menos el 80 % (p/p).

Sustancia de componentes multiples: Sustancia, definida por su composicion cuantitativa,
en la que hay varios componentes principales presentes a una concentracion > 10 % (p/p) y
< 80 % (p/p). Una sustancia de componentes multiples es el resultado de un proceso de
fabricacion. La diferencia entre mezcla y sustancia de componentes multiples es que una
mezcla se obtiene mezclando dos o mas sustancias sin reaccion quimica. Una sustancia de
componentes multiples es el resultado de una reaccién quimica.

Testigo positivo: Réplica que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo y
que se trata con una sustancia de la que se sabe que induce una respuesta positiva. Para
asegurar la posibilidad de evaluar la variabilidad de las respuestas del testigo positivo a lo
largo del tiempo, no debe ser excesiva la magnitud de la respuesta positiva.

Pre-haptenos: Productos que pasan a ser sensibilizantes por una transformacién abidtica.

Pro-haptenos: Productos que requieren activacion enzimatica para ejercer su potencial de
sensibilizacion cutanea.

Intensidad de fluorescencia relativa (RFI): Valores relativos de la media geométrica de la
intensidad de la fluorescencia (MFI) de las células tratadas con el producto en comparacion
con la MFI de las células tratadas con disolvente o vehiculo.

Pertinencia: Descripcion de la relacion del ensayo con el efecto de interés y de si es
significativo y util para un objetivo concreto. Es el grado en que el ensayo mide o predice
correctamente el efecto biologico de interés. La pertinencia incorpora la consideracion de la
exactitud (concordancia) de un ensayo (21).

Fiabilidad: Medida del grado en que un ensayo puede aplicarse de forma reproducible a lo
largo del tiempo, en un mismo laboratorio y en distintos laboratorios, utilizando el mismo
protocolo. Se evalta calculando la reproducibilidad intra e interlaboratorios y la
repetibilidad intralaboratorios (21).

Tanda: Una tanda consta del ensayo de uno o més productos de forma simultdnea con un
control del disolvente o vehiculo y con un testigo positivo.

Sensibilidad: Proporcion de todos los productos activos/positivos que se clasifican
correctamente mediante el ensayo. Es una medida de la exactitud de un ensayo que produce
resultados categoriales, y un factor importante en la evaluacion de la pertinencia de un
ensayo (21).

Solucion amortiguadora de tincion: Solucidon salina amortiguadora de fosfato con un
0,1 % de seroalbumina bovina.

Control del disolvente o vehiculo: Muestra no tratada que contiene todos los componentes
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de un sistema de ensayo, excepto el producto problema, pero incluido el disolvente o
vehiculo utilizado. Se utiliza para establecer la respuesta de referencia para las muestras
tratadas con el producto problema disuelto o disperso de forma estable en el mismo
disolvente o vehiculo. Cuando se somete a ensayo con un control del medio en paralelo, esta
muestra pone de manifiesto también si el disolvente o vehiculo interactia con el sistema de
ensayo.

Especificidad: Proporcion de todos los productos inactivos/negativos que se clasifican
correctamente mediante el ensayo. Es una medida de la exactitud de un ensayo que produce
resultados categoriales, y un factor importante en la evaluacion de la pertinencia de un
ensayo (21).

Sustancia: Elemento quimico y sus compuestos naturales u obtenidos mediante algin
proceso de produccion, incluidos los eventuales aditivos necesarios para mantener su
estabilidad y las eventuales impurezas que se produzcan en el proceso, con exclusion de los
eventuales disolventes que puedan separarse sin afectar a la estabilidad de la sustancia ni
modificar su composicion.

Producto problema: Sustancia o mezcla estudiada con este método.

Sistema Globalmente Armonizado de clasificacion y etiquetado de productos quimicos
de las Naciones Unidas (SGA de las Naciones Unidas): Sistema que propone la
clasificacion de los productos (sustancias y mezclas) segin tipos y niveles normalizados de
peligros fisicos, sanitarios y ambientales, y que hace referencia a los elementos
correspondientes de comunicacion, como pictogramas, palabras de advertencia, indicaciones
de peligro, consejos de prudencia, y fichas de datos de seguridad, a efectos de proporcionar
informacion sobre sus efectos adversos con el fin de proteger a la poblacion (incluidos
empresarios, trabajadores, transportistas, consumidores y personal de proteccion civil) y al
medio ambiente (23).

UVCB: Sustancias de composicion desconocida o variable, productos de reacciéon compleja
o materiales biologicos.

Ensayo valido: Ensayo del que se considera que tiene suficiente pertinencia y fiabilidad con
un fin especifico y que se basa en principios solidos desde el punto de vista cientifico. Un
ensayo nunca es valido en un sentido absoluto, sino unicamente en relacion con un fin
determinado (21).
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Antes de proceder al uso sistemdtico del ensayo descrito en el presente apéndice del
método B.71, los laboratorios deben demostrar su competencia técnica mediante la correcta
obtencion con el h.CLAT de la clasificacion prevista de las diez sustancias recomendadas en
el cuadro 1, y la obtencion de valores de CV75, CE150 y CE200 que estén dentro del
intervalo de referencia respectivo con al menos ocho de las diez sustancias utilizadas para
demostrar la competencia. Estas sustancias de la prueba de la competencia se seleccionaron
a fin de representar la gama de respuestas correspondientes a los peligros de sensibilizacion
cutdnea. Otros criterios de seleccion fueron que las sustancias estén disponibles en el
mercado y que se disponga de datos de referencia in vivo de alta calidad, asi como de datos
in vitro de alta calidad obtenidos con el método h-CLAT. Asimismo, ha de disponerse de
datos de referencia publicados sobre el método h-CLAT (3) (14).

Cuadro 1: Sustancias recomendadas para demostrar la competencia técnica con el método h-CLAT

Resultados con el h-

Resultados con el h-

Intervalo de CLLET (ElET
q q Yn q sobre el CD86 sobre el CD54
Sustancias para la o Estado | Asignacionin | referencia . .
g N.° CAS g . (intervalo de (intervalo de
competencia fisico vivo de la CV75 . ;
e referencia referencia
H de la CE150 en de la CE200 en
pg/ml)? pg/ml)?
. 1 Sensibilizante Positivo Positivo
2,4-Dinitroclorobenceno 97-00-7 Solido (extremo) 2-12 (0,5-10) (0,5-15)
. _— 1 Sensibilizante Positivo Negativo
4-Fenilendiamina 106-50-3 Solido (fuerte) 5-95 (< 40) > 1,5)°
. - Sensibilizante Positivo Positivo
Sulfato de niquel 10101-97-0 Solido (moderado) 30-500 (< 100) (10-100)
. 1 Sensibilizante Negativo Positivo
2-Mercaptobenzotiazol 149-30-4 Soélido (moderado) 30-400 > 10y’ (10-140)
. A Sensibilizante Negativo Positivo
R(+)-Limoneno 5989-27-5 Liquido (débil) >20 & 5)3 (< 250)

. e - Sensibilizante Positivo Positivo

Imidazolidinil-urea 39236-46-9 Soélido (débil) 25-100 (20-90) (20-75)
Lo No Negativo Negativo
Isopropanol 67-63-0 Liquido sensibilizante > 5000 (> 5 000) (> 5 000)

. A No Negativo Negativo
Glicerol 56-81-5 Liquido sensibilizante >5000 > 5 000) > 5 000)
g, A No Negativo Negativo
Acido lactico 50-21-5 Liquido sensibilizante 1500-5000 > 5 000) (> 5 000)
(. . . - No Negativo Negativo
Acido 4-aminobenzoico 150-13-0 Soélido sensibilizante >1000 (> 1 000) (> 1 000)

Abreviaturas: N° CAS = niimero de registro del Chemical Abstracts Service.

1

criterios propuestos por ECETOC (24).
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2 Sobre la base de los valores historicos observados (13) (25).

3 Historicamente, la mayoria de resultados negativos se ha obtenido con este marcador y, por tanto, se espera sobre todo un

resultado negativo. El intervalo indicado se definid sobre la base de los escasos resultados positivos histéricos observados. En caso
de que se obtenga un resultado positivo, el valor de CE debe situarse dentro del intervalo de referencia notificado.
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Apéndice 2

SENSIBILIZACION CUTANEA IN VITRO: ENSAYO DE ACTIVACION DE LA LINEA
CELULAR U937 (U-SENS™)

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

1.

El ensayo U-SENS™ cuantifica el cambio en la expresion de un marcador de superficie
celular asociado al proceso de activacion de los monocitos y de las células dendriticas
(DC) (es decir, el CD86), en la linea celular del linfoma histiocitico humano U937, tras la
exposicion a sensibilizantes (1). Los niveles de expresion medidos del marcador de
superficie celular CD86 en la linea celular U937 se utilizan a continuacion para justificar la
discriminacion entre los sensibilizantes cutaneos y los no sensibilizantes.

. El ensayo U-SENS™ se ha evaluado en un estudio de validacion (2) coordinado por

L’Oréal y objeto posteriormente de revision por pares independientes en el Comité
Cientifico Consultivo (ESAC) del laboratorio de referencia de la Uniéon Europea para las
alternativas a los ensayos con animales (EURL ECVAM) (3). Teniendo en cuenta todas las
pruebas disponibles y las aportaciones de los reguladores y de las partes interesadas, el
EURL ECVAM recomendd que el U-SENS™ se utilizara como parte de un enfoque IATA
para justificar la discriminacion entre sensibilizantes y no sensibilizantes a efectos de la
clasificacion de los peligros y el etiquetado (4). En su documento de orientacion sobre la
informacion de los enfoques estructurados relativos a la integracion de datos y a las
distintas fuentes de informacion utilizadas en los enfoques IATA en relacion con la
sensibilizacion cutdnea, la OCDE examina actualmente una serie de estudios de casos que
describen diferentes estrategias de ensayo y modelos de asignacién. Uno de los diferentes
enfoques definidos se basa en el ensayo U-SENS (5). En otras citas de la bibliografia (4)
(5) (7) también se incluyen ejemplos de uso de los datos del ensayo U-SENS™ en
combinacion con otra informacion, incluidos datos historicos y datos humanos vélidos ya
existentes (6).

Se ha demostrado que el ensayo U-SENS™ puede transferirse a laboratorios con
experiencia en técnicas de cultivo celular y andlisis de citometria de flujo. El nivel de
reproducibilidad de las asignaciones que cabe esperar del ensayo es del orden del 90 % y
del 84 % dentro de un laboratorio y entre laboratorios, respectivamente (8). Los resultados
obtenidos en el estudio de validacion (8) y otros estudios publicados (1) indican en general
que, en comparacion con los resultados del LLNA, la exactitud de la distincién de los
sensibilizantes cutaneos (es decir, categoria 1 del SGA de las Naciones Unidas y del CLP)
frente a los no sensibilizantes es del 86 % (N = 166), con una sensibilidad del 91 %
(118/129) y una especificidad del 65 % (24/37). En comparacion con los resultados
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obenidos con seres humanos, la exactitud de la distincién de los sensibilizantes cutaneos
(es decir, categoria 1 del SGA de las Naciones Unidas y del CLP) frente a los no
sensibilizantes es del 77 % (N = 101), con una sensibilidad del 100 % (58/58) y una
especificidad del 47 % (20/43). Es mas probable que las asignaciones negativas falsas
obtenidas con el ensayo U-SENS™ en comparacion con el LLNA afecten a los productos
que muestran una potencia de sensibilizacion cutanea baja o moderada (es decir,
subcategoria 1B del SGA de las Naciones Unidas y del CLP) que los productos que
presentan una potencia de sensibilizacion cutdnea elevada (es decir, subcategoria 1A del
SGA de las Naciones Unidas y del CLP) (1) (8) (9). En conjunto, esta informacién indica
la utilidad del ensayo U-SENS™ para contribuir a la identificacion de los peligros de
sensibilizacion cutdnea. Sin embargo, los valores de la exactitud aqui indicados para el U-
SENS™ qtilizado como ensayo Unico solo son indicativos, ya que el ensayo debe
considerarse en combinacion con otras fuentes de informacion en el contexto de un
enfoque IATA y de conformidad con las disposiciones de los puntos 7 y 8 de la
introduccion general. Ademds, a la hora de evaluar los métodos de ensayo de la
sensibilizacion cutanea sin animales, debe tenerse en cuenta que el ensayo LLNA y otros
ensayos con animales pueden no reflejar plenamente la situacion en los seres humanos.

Sobre la base de los datos actualmente disponibles, se ha demostrado que el ensayo U-
SENS™ es aplicable a productos problema (incluidos los ingredientes de cosméticos,
como los conservantes, tensioactivos, sustancias activas, colorantes, etc.) que abarcan una
variedad de grupos funcionales orgéanicos, de propiedades fisicoquimicas, de potencia de
sensibilizacion cutdnea (determinada en estudios in vivo) y el espectro de mecanismos de
reaccion de los que se sabe que estan asociados con la sensibilizacion cutdnea (como, por
ejemplo, aceptor de Michael, formacion de bases de Schiff, agentes de transferencia de
grupos acilo, sustitucion nucleofilica bi-molecular [SN2], o sustituciéon nucleofilica
aromdtica [SNAr]) (1) (8) (9) (10). El ensayo U-SENS™ es aplicable a los productos
problema que son solubles o que forman una dispersion estable (es decir, un coloide o una
suspension en la que el producto problema no sedimenta ni se separa del disolvente o
vehiculo para formar distintas fases) en un disolvente o vehiculo adecuado (véase el
punto 13). Los productos que en el conjunto de datos figuran como pre-haptenos (es decir,
sustancias que se activan por oxidacidon) o pro-haptenos (es decir, sustancias que requieren
activacion enzimdtica, por ejemplo mediante enzimas P450) fueron clasificados
correctamente por el ensayo U-SENS™ (1) (10). Las sustancias que alteran la membrana
pueden dar lugar a resultados positivos falsos debido a un aumento inespecifico de la
expresion del CD86, ya que eran tensioactivos tres de los siete falsos positivos en relacion
con la clasificacion de referencia in vivo (1). Tales resultados positivos con los
tensioactivos deben considerarse con precaucion, mientras que los resultados negativos con
los tensioactivos podrian seguir utilizandose para apoyar la identificacion del producto
problema como no sensibilizante. Los productos problema fluorescentes pueden evaluarse
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con el ensayo U-SENS™ (1); sin embargo, los productos problema muy fluorescentes que
emiten a la misma longitud de onda que el isotiocianato de fluoresceina (FITC) o que el
yoduro de propidio (PI) pueden interferir con la deteccién por citometria de flujo y, por
tanto, no pueden evaluarse correctamente utilizando anticuerpos conjugados con el FITC
(posibles falsos negativos) ni con el PI (no puede medirse la viabilidad). En tal caso,
pueden utilizarse otros anticuerpos marcados con fluorocromos u otros marcadores de
citotoxicidad, segiin corresponda, siempre que se demuestre que proporcionan resultados
similares a los de los anticuerpos marcados con FITC o PI (véase el punto 18), por ejemplo
sometiendo a ensayo las sustancias utilizadas para la prueba de la competencia recogidas
en el apéndice 2.2. A la luz de lo anterior, los resultados positivos obtenidos con
tensioactivos y los resultados negativos obtenidos con fluorescentes fuertes deben
interpretarse en el contexto de las limitaciones indicadas y junto con otras fuentes de
informacion en el marco de los enfoques IATA. En los casos en que haya pruebas que
demuestren la inaplicabilidad del ensayo U-SENS™ a otras categorias especificas de
productos problema, no deberd utilizarse este ensayo con tales categorias especificas.

5. Tal como se ha descrito anteriormente, el ensayo U-SENS™ sirve para justificar la
discriminacion entre los sensibilizantes cutdneos y los no sensibilizantes. No obstante,
podra contribuir también a la evaluacion de la potencia sensibilizante cuando se utilice en
enfoques integrados, como los enfoques IATA. Sin embargo, es necesario seguir
trabajando, preferentemente a partir de datos con seres humanos, para determinar de qué
modo los resultados del ensayo U-SENS™ pueden informar sobre la evaluacion de la
potencia.

6. En el apéndice 2.1 se dan las definiciones pertinentes.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

7. El U-SENS™ es un ensayo in vitro que cuantifica los cambios de la expresion del
marcador de superficie celular CD86 en las células U937 de la linea celular del linfoma
histiocitico humano, tras una exposicion de 45 +3 horas al producto problema. El
marcador de superficie CD86 es un marcador tipico de la activacion de U937. Se sabe que
el CD86 es una molécula coestimuladora que puede imitar la activacion monocitica, la cual
desempefia un papel fundamental en la estimulacion de las células T. Los cambios en la
expresion del marcador de superficie celular CD86 se miden recurriendo a la citometria de
flujo tras la tincidn celular normalmente mediante anticuerpos marcados con isotiocianato
de fluoresceina (FITC). También se lleva a cabo simultaneamente una medicion de la
citotoxicidad (p. e€j., utilizando PI) con el fin de evaluar si a concentraciones subcitotdxicas
se produce un incremento de la expresion del marcador de superficie celular CD86. Se
calcula el indice de estimulacion (IE) del marcador de superficie celular CD86 en
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comparacion con el control del disolvente o de vehiculo y se utiliza en el modelo de
asignacion (véase el punto 19), a fin de justificar la discriminacion entre sensibilizantes y
no sensibilizantes.

DEMOSTRACION DE LA COMPETENCIA

8.

Antes de proceder al uso sistemdatico del ensayo descrito en el presente apéndice del
método de ensayo B.71, los laboratorios deben demostrar su competencia técnica,
utilizando las diez sustancias para la prueba de la competencia que figuran en el
apéndice 2.2, de conformidad con las buenas practicas de los métodos in vitro (11). Por
otra parte, los usuarios del ensayo deben mantener una base de datos histéricos que
contenga los generados en los controles de reactividad (véase el punto 11) y con los
testigos positivos y los controles del disolvente o vehiculo (véanse los puntos 15-16), y
utilizar estos datos para confirmar que la reproducibilidad del ensayo en su laboratorio se
mantiene a lo largo del tiempo.

PROCEDIMIENTO

9.

Este ensayo se basa en el protocolo n.° 183 de servicio de la base de datos de U-SENS™
sobre métodos alternativos a la experimentacion con animales (DB-ALM) (12). Deben
emplearse procedimientos normalizados de trabajo (PNT) a la hora de aplicar y utilizar el
ensayo U-SENS™ en el laboratorio. Puede utilizarse un sistema automatizado para llevar a
cabo el ensayo U-SENS™, si puede demostrarse que proporciona resultados similares, por
ejemplo sometiendo a ensayo las sustancias utilizadas para la prueba de la competencia
recogidas en el apéndice 2.2. A continuacidn se recoge una descripcion de los principales
componentes y procedimientos del ensayo U-SENS™,

Preparacion de las células

10. Para llevar a cabo el ensayo U-SENS™ debe utilizarse la linea celular del linfoma

11

histiocitico humano, U937 (13). Las células (clon CRL1593.2) deben obtenerse de un
banco de células adecuado, como la American Type Culture Collection.

. Se cultivan células U937 a 37 °C, en atmosfera humidificada y con un 5 % de CO», en

medio RPMI-1640 complementado con un 10 % de suero de ternera fetal (FCS), L-
glutamina 2 mM, 100 unidades/ml de penicilina 'y 100 pg/ml de estreptomicina. Se hace un
pase de las células U937 sistematicamente cada 2-3 dias a una densidad de 1,5 a 3 x 10°
células/ml, respectivamente. La densidad celular no debe superar el valor de 2 x 10°
células/ml y la viabilidad celular medida mediante la exclusion del azul tripano debe ser
>90 % (no debe aplicarse al primer pase después de la descongelacion). Antes de
utilizarlos para el ensayo, cada lote de células, FCS o anticuerpos deben ser objeto de un
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control de reactividad. El control de reactividad de las células debe realizarse utilizando el
testigo positivo, acido picrilsulféonico (dcido 2,4,6-trinitro-bencenosulfonico, TNBS)
(n.° CAS 2508-19-2, > 99 % de pureza), y el testigo negativo, acido lactico (LA) (n.° CAS
50-21-5, > 85 % de pureza), al menos una semana después de la descongelacion. En el
control de reactividad, se deben someter a ensayo seis concentraciones finales de cada uno
de los dos testigos (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 100 pug/ml, y LA: 1, 10, 20, 50, 100,
200 pg/ml). EI TNBS solubilizado en medio completo debe dar una respuesta del CD86
positiva y relacionada con la concentraciéon (p. €j., cuando una concentracidon positiva, con
IE de CD86 > 150, va seguida de una concentracion con un aumento del IE de CD86), y el
LA solubilizado en medio completo debe dar una respuesta del CD86 negativa (véase el
punto 21). Solo se puede utilizar para el ensayo el lote de células que haya superado dos
veces el control de reactividad. Las células pueden propagarse hasta siete semanas después
de la descongelacion. El niimero de pases no debe ser superior a 21. El control de

reactividad debe realizarse con arreglo a los procedimientos descritos en los puntos 18 a
22.

12. Para el ensayo, se siembran células U937 a una densidad de 3 x 10° células/ml o
6 x 10° células/ml, y se precultivan en matraces de cultivo durante 2 dias o durante 1 dia,
respectivamente. Podran utilizarse otras condiciones de precultivo si se presenta una
justificacion cientifica suficiente y si puede demostrarse que proporcionan resultados
similares, por ejemplo sometiendo a ensayo las sustancias para la prueba de la competencia
recogidas en el apéndice 2.2. En el dia del ensayo, se toman células del matraz de cultivo y
se suspenden con medio de cultivo fresco a la concentracion de 5 x 10° células/ml. A
continuacion, se distribuyen las células en una placa de fondo plano de 96 pocillos con
100 pl (densidad celular final de 0,5 x 10° células/pocillo).

Preparacion de los productos problema y de las sustancias testigo

13. La evaluacion de la solubilidad se realiza antes del ensayo. Con este fin, los productos
problema se disuelven o se dispersan de forma estable a una concentracion de 50 mg/ml en
medio completo como disolvente de primera opcion o en dimetilsulfoxido (DMSO, > 99 %
de pureza) como vehiculo/disolvente de segunda opcién si el producto problema no es
soluble en el disolvente o vehiculo de medio completo. Para el ensayo, el producto
problema se disuelve hasta una concentracion final de 0,4 mg/ml en medio completo si el
producto es soluble en este disolvente o vehiculo. Si el producto es soluble inicamente en
DMSO, se disuelve a una concentracion de 50 mg/ml. Podran utilizarse otros
disolventes/vehiculos distintos de los descritos anteriormente si se presenta una
justificacion cientifica suficiente. Debe tenerse en cuenta la estabilidad del producto
problema en el disolvente o vehiculo final.
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Los productos problema y las sustancias testigo se preparan el dia del ensayo. Dado que no
se realiza un ensayo de determinacion de la dosis, para la primera tanda se deben ensayar
seis concentraciones finales (1, 10, 20, 50, 100 y 200 pg/ml) en el disolvente o vehiculo
correspondiente, bien en medio completo o bien en DMSO al 0,4 % en medio. Para las
tandas siguientes, a partir de las soluciones de los productos problema de 0,4 mg/ml en
medio completo o de 50 mg/ml en DMSO, se preparan, al menos cuatro soluciones de
trabajo (es decir, al menos cuatro concentraciones), utilizando el disolvente o vehiculo
correspondiente. Las soluciones de trabajo se utilizan finalmente para el tratamiento
afiadiendo un volumen igual de suspension celular U937 (véase el punto 11) al volumen de
la solucion de trabajo en la placa para lograr una dilucion adicional a la mitad (12). Las
concentraciones (al menos cuatro concentraciones) para cualquier otra tanda se eligen
sobre la base de los distintos resultados de todas las tandas anteriores (8). Las
concentraciones finales utilizables son 1, 2, 3, 4, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 y 200 pg/ml. La concentracién maxima final es
de 200 pg/ml. En caso de que se observe un valor positivo de CD86 a 1 pg/ml, se evaltua
entonces a 0,1 pg/ml para encontrar la concentracion del producto problema que no induce
al CD86 por encima del umbral positivo. Con cada tanda, se calcula la CE150
(concentracién a la que un producto alcanza el umbral positivo de CD86 del 150 %; véase
el punto 19) si se observa una relaciéon positiva entre la respuesta del CD86 y la
concentracion. Cuando el producto problema induzca una respuesta positiva del CD86 no
relacionada con la concentracion, el célculo de la CE150 podria no ser pertinente, como se
describe en el protocolo n.° 183 de la DB-ALM de U-SENS™ (12). Con cada tanda, se
calcula la CV70 (concentracion a la que un producto alcanza el umbral de citotoxicidad del
70 %, véase el punto 19) siempre que sea posible (12). Para investigar el efecto de
respuesta a la concentracion como aumento de CD86, deben elegirse cualesquiera
concentraciones de entre las utilizables, repartidas de forma uniforme entre la CE150 (o la
mayor concentracién no citotoxica negativa respecto al CD86) y la CV70 (o la mayor
concentracion permitida, es decir, 200 pg/ml). Se deben someter a ensayo como minimo
cuatro concentraciones por tanda, con un minimo de dos concentraciones comunes con las
de la tanda o tandas anteriores, con fines comparativos.

El control del disolvente o vehiculo utilizado en el ensayo U-SENS™ es el medio
completo (en el caso de los productos problema solubilizados o dispersos de forma
estableen ¢él) (véase el punto 4) o DMSO al 0,4 % en medio completo (en el caso de los
productos problema solubilizados o dispersos de forma estable en DMSO).

El testigo positivo utilizado en el ensayo U-SENS™ es el TNBS (véase el punto 11),
preparado en el medio completo. El TNBS debe utilizarse como testigo positivo para la
medicion de la expresion de CD86 a una Unica concentracion final en la placa (50 pg/ml)
que da > 70% de viabilidad celular. Para obtener una concentracion de 50 pg/ml de TNBS
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en la placa, se prepara una solucion madre de TNBS 1 M (es decir, 293 mg/ml) en medio
completo, y se diluye después 2 930 veces con medio completo hasta conseguir una
solucion de trabajo de 100 pg/ml. El acido lactico (LA, n.° CAS 50-21-5) debe utilizarse
como testigo negativo a 200 pg/ml solubilizado en medio completo (a partir de una
solucion madre de 0,4 mg/ml). En cada placa de cada tanda se preparan tres réplicas del
control de medio completo no tratado, del control del disolvente o del vehiculo, y de los
testigos positivos y negativos (12). Podran utilizarse otros testigos positivos adecuados si
se dispone de datos historicos para obtener criterios comparables de aceptacion de tandas.
Los criterios de aceptacion de tandas son los mismos que los descritos para el producto
problema (véase el punto 12).

Aplicacion de los productos problema y de las sustancias testigo

17. El control del disolvente o del vehiculo o las soluciones de trabajo descritas en los
puntos 14-16 se mezclan 1 : 1 (v/v) con las suspensiones celulares preparadas en la placa
de fondo plano de 96 pocillos (véase el punto 12). A continuacion, las placas tratadas se
incuban durante 45 + 3 horas a 37 °C con 5 % de CO». Antes de la incubacidn, las placas se
sellan con una membrana semipermeable, para evitar la evaporacion de los productos
problema voldtiles y la contaminacion cruzada entre células tratadas con productos
problema (12).

Tincion celular

18. Tras 45 + 3 horas de exposicion, las células se transfieren a una placa de microvaloracion
con forma de V y se recogen por centrifugacion. La interferencia de la solubilidad se
define como cristales o gotas observadas al microscopio a las 45 = 3 horas después del
tratamiento (antes de la tincion celular). Los sobrenadantes se desechan y las células
restantes se lavan una vez con 100 ul de una solucion salina amortiguadora de fosfato
(PBS) enfriada con hielo y que contiene un 5 % de suero de ternera fetal (solucion
amortiguadora de tincion). Tras la centrifugacion, se vuelven a suspender las células con
100 pl de solucion amortiguadora de tincidon y se tiien con 5 ul (p. ej., 0,25 pg) de
anticuerpos anti-CD86 marcados con FITC o IgG1 (isotipo) de ratén a 4 °C durante 30 min
protegidas de la luz. Deben utilizarse los anticuerpos descritos en el protocolo n.° 183 de la
DB-ALM de U-SENS™ (12) (para CD86: BD-PharMingen, # 555657 Clon: Fun-1, o
Caltag/Invitrogen # MHCD8601 Clon: BU63; y para IgG1: BD-PharMingen #555748, o
Caltag/Invitrogen # GM4992). Segin la experiencia de los desarrolladores del ensayo, la
intensidad de la fluorescencia de los anticuerpos suele ser coherente entre los diferentes
lotes. Para el ensayo podran utilizarse otros clones o proveedores de anticuerpos que hayan
superado el control de reactividad (véase el punto 11). No obstante, los usuarios pueden
considerar la valoracion de los anticuerpos en las condiciones de su propio laboratorio a fin
de determinar la mejor concentracion que han de utilizar. Podré utilizarse otro sistema de
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deteccion como, p. e€j., anticuerpos marcados con fluorocromo antiCD86, si se puede
demostrar que proporcionan resultados similares a los de anticuerpos conjugados con
FITC, por ejemplo sometiendo a ensayo las sustancias utilizadas para demostrar la
competencia que se indican en el apéndice 2.2. Después de lavar dos veces con 100 ul de
solucion amortiguadora de tincidon y una vez con 100 ul de PBS enfriada con hielo, se
vuelven a suspender las células en PBS enfriada con hielo (por ejemplo, 125 ul en caso de
muestras analizadas manualmente tubo por tubo, o 50 ul si se utiliza una placa de auto-
muestreador) y se anade una solucion de PI (concentracion final de 3 pg/ml). Pueden
utilizarse otros marcadores de citotoxicidad, tales como la 7-aminoactinomicina D (7-
AAD) o el azul tripano, si se puede demostrar que las tinciones alternativas ofrecen
resultados similares a los del PI, por ejemplo sometiendo a ensayo las sustancias para
demostrar la competencia que figuran en el apéndice 2.2.

Analisis por citometria de flujo

19. Se analiza el nivel de expresion de CD86 y la viabilidad celular utilizando la citometria de
flujo. Las células se representan dentro de una grafica de puntos de tamano (FSC) y
granularidad (SSC) a escala logartitmica, a fin de identificar claramente a la poblaciéon en
una primera ventana R1 y eliminar los desechos. El objetivo es medir un total de
10 000 células en la ventana R1 para cada pocillo. Las células de la misma ventana R1 se
representan dentro de una grafica de puntos FL3 o FL4 / SSC. Las células viables se
definen mediante la separacion de una segunda ventana R2 que seleccione la poblacion de
células negativas para el yoduro de propidio (canal FL3 o FL4). La viabilidad celular
puede calcularse con la siguiente ecuacién por el programa de andlisis del citometro.
Cuando la viabilidad celular es baja, podran medirse hasta 20 000 células, incluidas las
células muertas. Como alternativa, también es posible medir los datos durante un minuto
tras el inicio del andlisis.

Nudimero de células vivas

Viabilidad celular = x 100

Numero total de células medidas

A continuacion se mide el porcentaje de células FL1-positivas entre estas células viables
seleccionadas en R2 (dentro de R1). La expresion en la superficie celular del CD86 se
analiza en una grafica de puntos de FL1/SSC seleccionada en células viables (R2).

En el caso de los pocillos de medio completo / IgG1, el marcador de andlisis se sitia cerca
de la poblacion principal, de manera que los controles del medio completo tengan IgGl
dentro de la zona diana del 0,6 al 0,9 %.

La interferencia del color se define como un desplazamiento de la grafica de puntos de IgG1
marcada con FITC (media geométrica del IE de IgG1 FL1 > 150 %).

Los indices de estimulacion (IE) del CD86 en las células del control (sin tratar o en un
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0,4 % de DMSO) y en las células tratadas con producto se calculan de acuerdo con la
ecuacion siguiente:

% de células tratadas CD861—% de células tratadas

IE = x 100

% de células del control CD86%—% de células del control IgG1*

% de células del control sin tratar IgG1": indicado como porcentaje de las células IgG1 FLI1-
positivas definidas con el marcador de analisis (intervalo aceptado de > 0,6 % y < 1,5 %,
véase el punto 22) entre las células viables sin tratar.

% de células control/tratadas IgG1"/CD86": indicado como porcentaje de células
IgG1/CD86 FL1-positivas medidas sin desplazar el marcador de andlisis entre las células
control/tratadas viables.

DATOS E INFORME

Evaluacion de los datos

20. En el ensayo U-SENS™ se calculan los parametros siguientes: valor de CV70, es decir,
concentracion que muestra el 70 % de la supervivencia celular de U937 (30 % de
citotoxicidad) y valor de EC150, es decir, la concentracion a la que los productos problema
han inducido un indice de estimulacion (IE) de CD86 del 150 %.

CV70 se calcula por interpolacion semilogaritmica mediante la ecuacion siguiente:
CV70=Cl1+[(VI-70)/(V1-V2)*(C2-Cl)]

donde:

V1 es el valor minimo de viabilidad celular superior al 70 %;

V2 es el valor maximo de viabilidad celular inferior al 70 %;

C1 y C2 son las concentraciones que muestran los valores de viabilidad celular V1 y V2,
respectivamente.

% viabilidad (media)

\4!

70 —f——emebm ’.f'%,
V2 i

v Dosis (pug/ml)
Cl CV70 C2

Pueden utilizarse otros enfoques para obtener el valor de CV70 siempre que se demuestre
que esto no afecta a los resultados (por ejemplo, sometiendo a ensayo las sustancias para
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demostrar la competencia).

EC150 se calcula por interpolacion semilogaritmica mediante la ecuacion siguiente:
EC150=C1 +[(150 —IE1) / (IE2 - IE1) * (C2 — C1)]

donde:
C1 es la concentracion mas alta en pg/ml con un IE de CD86 < 150 % (IE 1)
C2 es la concentracion mas baja en pg/ml con un IE de CD86 > 150 % (IE 2).

CD86-1eG1 S.I.

S.12
150 —|=rmrmmmmg™

o

S.L1 % !

v Dosis (ug/ml)
Cl ECI150 C2

Se calculan los valores de CE150 y CV70 segun lo siguiente:

- con cada tanda: los valores individuales de CE150 y CV70 se utilizan como herramientas
para investigar el efecto de respuesta a la concentracion como aumento del CD86 (véase el
punto 14),

- sobre la base de las viabilidades medias, se determina el valor global de CV70 (12),

- sobre la base de los valores medios del IE de CD86, se determina la CE150 global del
producto problema clasificado como POSITIVO con el U-SENS™ (véase el punto 21)

(12).

Modelo de asignacion

21. Para la medicién de la expresion de CD86, cada producto problema se somete en al menos
dos concentraciones al menos a dos tandas independientes (realizadas en dias diferentes) a
fin de obtener una tnica asignacion (POSITIVA o NEGATIVA).

- La conclusion individual de una tanda de U-SENS™ se considera negativa (en lo
sucesivo, "N") si el IE de CD86 es inferior al 150 % en todas las concentraciones no
citotoxicas (viabilidad celular > 70 %) y si no se observa interferencia [citotoxicidad,
solubilidad (véase el punto 18) o color (véase el punto 19), con independencia de las
concentraciones no citotoxicas a las que se detecte la interferencia]. En todos los demas
casos (con el IE de CD86 superior o igual al 150 % y/o con interferencias observadas), la
conclusién individual de una tanda U-SENS™ se considera positiva (en lo sucesivo, "P").
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- Una asignacion U-SENS™ se considera NEGATIVA si al menos dos tandas
independientes son negativas (N) (figura 1). Si las dos primeras tandas son negativas (N),
la asignacion de U-SENS™ se considera NEGATIVA y no es necesario realizar la tercera
tanda.

- Una asignaciéon U-SENS™ se considera POSITIVA si al menos dos tandas independientes
son positivas (P) (figura 1). Si las dos primeras tandas son positivas (P), la asignaciéon de
U-SENS™ ge considera POSITIVA y no es necesario realizar la tercera tanda.

- Dado que no se ha realizado un ensayo de determinacion de la dosis, hay una excepcion si,
en la primera tanda, el IE de CD86 es superior o igual al 150 % tnicamente a la
concentracion no citotdxica mas alta. La tanda se considera entonces NO
CONCLUYENTE (NC), y deben someterse a ensayo, en tandas adicionales, otras
concentraciones (entre la concentracidon no citotoxica mas alta y la concentracion
citotoxica mas baja, véase el punto 20). En caso de que una tanda se identifique como NC,
deberan realizarse al menos dos tandas adicionales, y una cuarta tanda en caso de que las
tandas 2 y 3 no sean concordantes (N y/o P independientemente) (figura 1). Las tandas de
seguimiento se consideraran positivas aunque solo una concentracion no citotdoxica dé un
CDS86 igual o superior al 150 %, ya que la concentracion se ha ajustado para el producto
problema especifico. La asignacion final se basara en el resultado mayoritario de las tres o
cuatro tandas individuales (es decir, 2 de 3 o 2 de 4) (figura 1).

Figura 1: Modelo de asignacion utilizado en el ensayo U-SENS™. Las asignaciones obtenidas con el U-
SENS™ deben interpretarse en el marco de un enfoque IATA y de conformidad con las disposiciones del
punto 4 y de los puntos 7,8 y 9 de la introduccion general.
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Tercera tanda Tercera tanda NC&P&P |S| NC&N&N $ NC&N &P s
innecesaria innecesaria N&P&P N&P&N NC&P&N
P&N&P P&N&N ~,
v \ Cuarta tanda
Cuarta tanda Cuarta tanda /\
innecesaria innecesaria NC&N&P&P N NC&N&P&N °
NC&P&N&P NC&P&N&N
y v v v ¥ \4
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO

N: Tanda sin observacion de resultado positivo del CD86 o de interferencia;

P: Tanda con observacion de resultado positivo del CD86 y/o de interferencia o interferencias;

NC: No concluyente. Primera tanda no concluyente, cuando CD86 es positivo solo a la concentracion no

citotoxica mas alta;

#: Un resultado individual no concluyente (NC) atribuido tnicamente a la primera tanda implica

automaticamente la necesidad de efectuar una tercera tanda para alcanzar una mayoria de resultados positivos (P)

o negativos (N) en al menos 2 de 3 tandas independientes.

$: Los recuadros muestran las combinaciones pertinentes de resultados de las tres tandas sobre la base de los

resultados obtenidos en las dos primeras, indicadas en el recuadro superior.

°: Los recuadros muestran las combinaciones pertinentes de resultados de las cuatro tandas sobre la base de los

resultados obtenidos en las tres primeras, indicadas en el recuadro superior.

Criterios de aceptacion
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22. Cuando se use el ensayo U-SENS™ deben cumplirse los siguientes criterios de aceptacion
(12).

- Al final del periodo de exposicion de 45 + 3 horas, la viabilidad media de las células U937
sin tratar en triplicado ha de ser superior al 90 % y no debe observarse ninguna deriva en
la expresion de CD86. La expresion basal de CD86 de las células U937 sin tratar debe
estar comprendida entre > 2 % y <25 %.

- Cuando se utiliza el DMSO como disolvente, la validez del control del vehiculo DMSO se
evalua calculando un valor del IE con DMSO comparado con el de las células no tratadas,
y la viabilidad media de las células en triplicado debe ser superior al 90 %. El control del
vehiculo DMSO es valido si la media de los tres valores del IE de CD86 con €l es inferior
al 250 % de la media de los tres valores del IE de CD86 de las células U937 sin tratar.

- Las tandas se consideran validas si al menos dos de los tres valores de IgG1 de células de
U937 sin tratar caen dentro del intervalo de > 0,6 % y < 1,5 %.

- El testigo negativo (4cido lactico) en paralelo se considera valido si al menos dos de las
tres réplicas son negativas (IE de CD86 <150 %) y no citotoxicas (viabilidad celular
> 70 %).

- El testigo positivo (TNBS) se considera valido si al menos dos de las tres réplicas son

positivas (IE de CD86 > 150 %) y no citotoxicas (viabilidad celular > 70 %).

Informe del ensayo

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

Sustancia problema

Sustancias de un solo componente

- Identificacion quimica, como nombre o nombres [IUPAC o CAS, nimero o numeros CAS,
codigo SMILES o InChl, féormula estructural, y/u otros identificadores;

- Aspecto fisico, solubilidad en el medio completo, solubilidad en DMSO, peso molecular, y
otras propiedades fisicoquimicas pertinentes, en la medida de lo posible;

- Pureza, identidad quimica de las impurezas segiin convenga y sea factible en la practica,
etc.;

- Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. €j., calentamiento, trituracion);
- Concentracion o concentraciones estudiadas;
- Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

- Justificacion de la eleccion del disolvente o vehiculo para cada producto problema.
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Sustancias de componentes multiples, sustancias UVCB y mezclas:

- Caracterizacion, en la medida de lo posible, mediante, por ejemplo, la identidad quimica
(véase mas arriba), pureza, presencia cuantitativa y propiedades fisicoquimicas pertinentes
de los componentes (véase mas arriba), en la medida de lo posible;

- Aspecto fisico, solubilidad en el medio completo, solubilidad en DMSO vy otras
propiedades fisicoquimicas pertinentes, en la medida de lo posible;

- Peso molecular o peso molecular aparente en el caso de mezclas/polimeros de
composicidon conocida u otra informacion pertinente para la realizacion del estudio;

- Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. ¢j., calentamiento, trituracion);
- Concentracion o concentraciones estudiadas;
- Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

- Justificacion de la eleccion del disolvente o vehiculo para cada producto problema.

Testigos y controles
Testigo positivo

- Identificacion quimica, como nombre o nombres [UPAC o CAS, nimero o numeros CAS,
codigo SMILES o InChl, féormula estructural, y/u otros identificadores;

- Aspecto fisico, solubilidad en DMSO, peso molecular y otras propiedades fisicoquimicas
pertinentes, en la medida de lo posible y en los casos aplicables;

- Pureza, identidad quimica de las impurezas segiin convenga y sea factible en la practica,
etc.;

- Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. €j., calentamiento, trituracion);

- Concentracion o concentraciones estudiadas;

- Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

- Referencia a los resultados de los testigos positivos historicos que demuestren unos

criterios adecuados de aceptacion de las tandas, si procede.

Testigo negativo y control del disolvente o vehiculo

- Identificacion quimica, como nombre o nombres [UPAC o CAS, nimero o numeros CAS,
codigo SMILES o InChl, férmula estructural, y/u otros identificadores;

- Pureza, identidad quimica de las impurezas segiin convenga y sea factible en la practica,
etc.;
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Aspecto fisico, peso molecular, y propiedades fisicoquimicas pertinentes adicionales en el
caso de que se utilicen unos controles de disolvente o vehiculo distintos de los
especificados en las directrices del ensayo y en la medida de lo posible;

Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

Justificacion de la eleccion del disolvente o vehiculo para cada producto problema.

Condiciones de ensayo

Nombre y direccion del promotor, laboratorio y director del estudio;
Descripcion del ensayo utilizado;

Linea celular utilizada, sus condiciones de conservacion y su origen (por ejemplo,
instalacion en la que se ha obtenido);

Citometria de flujo utilizada (por ejemplo, modelo), incluidos los ajustes instrumentales,
los anticuerpos y el marcador de citotoxicidad utilizados;

Procedimiento utilizado para demostrar la competencia del laboratorio en la realizacién
del ensayo mediante el ensayo de sustancias destinadas a tal fin, y el procedimiento
utilizado para demostrar que el ensayo tiene un comportamiento reproducible a lo largo
del tiempo, por ejemplo datos de testigos histéricos o datos histdoricos de controles de la
reactividad.

Criterios de aceptacion del ensayo

Valores de la viabilidad celular y del IE de CD86 obtenidos con el control del disolvente o
vehiculo en comparacion con los intervalos de aceptacion;

Valores de la viabilidad celular y del IE obtenidos con el testigo positivo en comparacion
con los intervalos de aceptacion;

Viabilidad celular de todas las concentraciones sometidas a ensayo del producto problema.

Procedimiento de ensayo

Numero de tandas utilizadas;

Concentraciones del producto problema, tiempo de aplicacion y de exposicion utilizado (si
es diferente del recomendado);

Duracion de la exposicion;
Descripcion de los criterios de evaluacion y decision seguidos;

Descripcion de las eventuales modificaciones del procedimiento del ensayo.

Resultados
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- Tabulacion de los datos, incluidos la CV70 (si procede), el IE, los valores de viabilidad
celular, los valores de CE150 (si procede) obtenidos con el producto problema y con el
testigo positivo en cada tanda, y una indicacion de la calificacion del producto problema
segun el modelo de asignacion,;

- Descripcion de cualesquiera otras observaciones pertinentes, si procede.

Discusion de los resultados

- Discusion de los resultados obtenidos con el ensayo U-SENS™;

- Consideracion de los resultados del ensayo obtenidos en el contexto de un enfoque IATA,
si se dispone de otra informacion pertinente.

Conclusiones
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Apéndice 2.1

DEFINICIONES

Exactitud: Grado de coincidencia entre los resultados del ensayo y los valores de referencia
aceptados. Se trata de una medida del comportamiento del ensayo y es un aspecto de su
pertinencia. Este término y el de concordancia se suelen usar indistintamente para indicar la
proporcion de resultados correctos de un ensayo (14).

Ruta de resultados adversos (AOP, Adverse Outcome Pathway): Secuencia de fendmenos
desde la estructura quimica de un producto diana o grupo de productos similares, pasando
por el fendmeno molecular desencadenante, hasta un resultado in vivo de interés (15).

Respuesta del CD86 a la concentracion: Se produce dependencia de la concentracion (o
respuesta a la concentracion) cuando una concentracion positiva (con IE de CD86 > 150) va
seguida de una concentracion con un aumento del IE de CD86.

Producto: Sustancia o mezcla.
CV70: Concentracion estimada que muestra una viabilidad celular del 70 %.

Deriva: La deriva se define por lo siguiente: i) el valor corregido del % CD86" de la réplica
3 del testigo no tratado es inferior al 50 % de la media del valor corregido del % CD86" de
las réplicas 1 y 2 de los testigos no tratados; y ii) el valor corregido del % CD86" de la
réplica 3 del testigo negativo es inferior al 50 % de la media del valor corregido del
% CD86" de las réplicas 1 y 2 de los testigos negativos.

CE150: Concentraciones estimadas que muestran un IE de expresion del CD86 del 150 %.

Citometria de flujo: Técnica de citometria en la que las células suspendidas en un fluido
fluyen una a una a través de un foco de luz excitadora, que se dispersa en patrones
caracteristicos segun las células y sus componentes; las células estan marcadas
frecuentemente con marcadores fluorescentes, de modo que la luz se absorbe primero y, a
continuacion, se emite con una frecuencia modificada.

Peligro: Propiedad inherente de un agente o situacion que tiene capacidad para provocar
efectos adversos cuando un organismo, sistema o (sub)poblacion se expone a dicho agente.

IATA (Enfoque integrado de pruebas y evaluacion, Integrated Approach to Testing and
Assessment): Enfoque estructurado para la identificacion del peligro (potencial),
caracterizacion del peligro (potencia) o evaluacion de la seguridad (potencial/potencia y
exposicion) de un producto o grupo de productos, que integra y pondera de forma
estratégica todos los datos pertinentes para fundamentar una decision normativa relativa a
posibles peligros o riesgos o a la necesidad de realizar ensayos mas especificos y, por tanto,
minimos.
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Mezcla: Mezcla o solucion compuesta de dos o mas sustancias.

Sustancias de un solo componente: Sustancia, definida por su composicion cuantitativa, en
la que un solo componente principal representa al menos el 80 % (p/p).

Sustancia de componentes multiples: Sustancia, definida por su composicioén cuantitativa,
en la que hay varios componentes principales presentes a una concentracion > 10 % (p/p) y
< 80 % (p/p). Una sustancia de componentes multiples es el resultado de un proceso de
fabricacion. La diferencia entre mezcla y sustancia de componentes multiples es que una
mezcla se obtiene mezclando dos o mas sustancias sin reacciéon quimica. Una sustancia de
componentes multiples es el resultado de una reacciéon quimica.

Testigo positivo: Réplica que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo y
que se trata con una sustancia de la que se sabe que induce una respuesta positiva. Para
asegurar la posibilidad de evaluar la variabilidad de las respuestas del testigo positivo a lo
largo del tiempo, no debe ser excesiva la magnitud de la respuesta positiva.

Pre-haptenos: Productos que pasan a ser sensibilizantes por una transformacién abidtica, p.
ej. mediante oxidacion.

Pro-haptenos: Productos que requieren activacidon enzimatica para ejercer su potencial de
sensibilizacion cutanea.

Pertinencia: Descripcion de la relacién del ensayo con el efecto de interés y de si es
significativo y util para un objetivo concreto. Es el grado en que el ensayo mide o predice
correctamente el efecto biologico de interés. La pertinencia incorpora la consideracion de la
exactitud (concordancia) de un ensayo (14).

Fiabilidad: Medida del grado en que un ensayo puede aplicarse de forma reproducible a lo
largo del tiempo, en un mismo laboratorio y en distintos laboratorios, utilizando el mismo
protocolo. Se evaltia calculando la reproducibilidad intra e interlaboratorios y la
repetibilidad intralaboratorios (14).

Tanda: Una tanda consta del ensayo de uno o mas productos de forma simultanea con un
control del disolvente o vehiculo y con un testigo positivo.

Sensibilidad: Proporcion de todos los productos activos/positivos que se clasifican
correctamente mediante el ensayo. Es una medida de la exactitud de un ensayo que produce
resultados categoriales, y un factor importante en la evaluacion de la pertinencia de un
ensayo (14).

IE: indice de estimulacion. Valores relativos de la media geométrica de la intensidad de la
fluorescencia de las células tratadas con el producto en comparacion con las células tratadas
con disolvente.

Control del disolvente o vehiculo: Muestra no tratada que contiene todos los componentes
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de un sistema de ensayo, excepto el producto problema, pero incluido el disolvente o
vehiculo utilizado. Se utiliza para establecer la respuesta de referencia para las muestras
tratadas con el producto problema disuelto o disperso de forma estable en el mismo
disolvente o vehiculo. Cuando se somete a ensayo con un control del medio en paralelo, esta
muestra pone de manifiesto también si el disolvente o vehiculo interactia con el sistema de
ensayo.

Especificidad: Proporcion de todos los productos inactivos/negativos que se clasifican
correctamente mediante el ensayo. Es una medida de la exactitud de un ensayo que produce
resultados categoriales, y un factor importante en la evaluacion de la pertinencia de un
ensayo (14).

Solucion amortiguadora de tincion: Solucion salina amortiguadora de fosfato con un 5 %
de suero de ternera fetal.

Sustancia: Elemento quimico y sus compuestos naturales u obtenidos mediante algin
proceso de produccion, incluidos los eventuales aditivos necesarios para mantener su
estabilidad y las eventuales impurezas que se produzcan en el proceso, con exclusion de los
eventuales disolventes que puedan separarse sin afectar a la estabilidad de la sustancia ni
modificar su composicion;

Producto problema: Sustancia o mezcla estudiada con este ensayo.

Sistema Globalmente Armonizado de clasificacion y etiquetado de productos quimicos
de las Naciones Unidas (SGA de las Naciones Unidas): Sistema que propone la
clasificacion de los productos (sustancias y mezclas) segin tipos y niveles normalizados de
peligros fisicos, sanitarios y ambientales, y que hace referencia a los elementos
correspondientes de comunicacion, como pictogramas, palabras de advertencia, indicaciones
de peligro, consejos de prudencia, y fichas de datos de seguridad, a efectos de proporcionar
informacion sobre sus efectos adversos con el fin de proteger a la poblacion (incluidos
empresarios, trabajadores, transportistas, consumidores y personal de proteccion civil) y al
medio ambiente (16).

UVCB: Sustancias de composicion desconocida o variable, productos de reacciéon compleja
o materiales biologicos.

Ensayo valido: Ensayo del que se considera que tiene suficiente pertinencia y fiabilidad con
un fin especifico y que se basa en principios solidos desde el punto de vista cientifico. Un
ensayo nunca es valido en un sentido absoluto, sino unicamente en relacion con un fin
determinado (14).
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Antes de proceder al uso sistemdtico del ensayo descrito en el presente apéndice del
método B.71, los laboratorios deben demostrar su competencia técnica mediante la correcta
obtencion con el U-SENS™ de la clasificacion prevista de las diez sustancias recomendadas
en el cuadro 1, y la obtencion de valores de CV70 y CE150 que estén dentro del intervalo de
referencia respectivo con al menos ocho de las diez sustancias utilizadas para demostrar la
competencia. Estas sustancias para demostrar la competencia se han seleccionado a fin de
representar la gama de respuestas correspondientes a los peligros de sensibilizacion cutanea.
Otros criterios de seleccion fueron que las sustancias estén disponibles en el mercado y que
se disponga de datos de referencia in vivo de alta calidad, asi como de datos in vitro de alta
calidad obtenidos con el ensayo U-SENS™. Asimismo, ha de disponerse de datos de
referencia publicados sobre el ensayo U-SENS™ (1) (8).

Cuadro 1: Sustancias recomendadas para demostrar la competencia técnica con el ensayo U-SENS™

Disolvente | Intervalo |Intervalo de
/Vehiculo de referencia de
Sustancias para la N CAS Estado | Asignacion de U- referencia | CE150 en
competencia ’ fisico in vivo' SENS™ |de CV70 en|pg/ml* de U-
pg/ml> de | SENS™
U-SENS™
. - - Sensibilizante Medio Positivo
4-Fenilendiamina 106-50-3 Soélido (fuerte) completo? <30 (< 10)
o .. . L Sensibilizante Medio Positivo
Acido picrilsulfonico 2508-19-2 | Liquido (fuerte) completo > 50 (< 50)
- L Sensibilizante Positivo
Maleato de dietilo 141-05-9 | Liquido (moderado) DMSO 10-100 (< 20)
. 1 Sensibilizante Medio Positivo
Resorcinol 108-46-3 Soélido (moderado) completo > 100 (< 50)
. 1 Sensibilizante Positivo
Alcohol cinamico 104-54-1 Solido (débil) DMSO > 100 (10-100)
I L Sensibilizante Positivo
4-Alilanisol 140-67-0 | Liquido (débil) DMSO > 100 (< 200)
. 1 No Negativo
Sacarina 81-07-2 Solido sensibilizante DMSO > 200 (> 200)
. , . No Medio Negativo
Glicerol 56-81-5 Liquido sensibilizante | completo > 200 (>200)
o, , . No Medio Negativo
Acido lactico 50-21-5 Liquido sensibilizante | completo >200 (> 200)
o . 1 No Negativo
Acido salicilico 69-72-7 Solido sensibilizante DMSO > 200 (> 200)

Abreviaturas: N° CAS = ntimero de registro del Chemical Abstracts Service.

1
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criterios propuestos por ECETOC (17).

2 Sobre la base de los valores historicos observados (1) (8).

3 Medio completo: Medio RMPI-1640 complementado con un 10 % de suero de ternera fetal, L-glutamina 2 mM,

100 unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (8).
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Apéndice 3

SENSIBILIZACION CUTANEA IN VITRO: ENSAYO IL-8 LUC

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

1.

A diferencia de los ensayos que analizan la expresion de los marcadores de superficie
celular, el ensayo IL-8 Luc cuantifica los cambios en la expresion de la IL-8, que es una
citocina asociada a la activacion de células dendriticas (DC). En la linea celular con el
marcador IL-8 derivada de la THP-1 (THP-GS8, establecida a partir de la linea celular de la
leucemia monocitica aguda humana, THP-1), se mide la expresion de la IL-8 tras la
exposicion a los sensibilizantes (1). La expresion de la luciferasa se utiliza entonces para
ayudar a discriminar entre los sensibilizantes cutdneos y los no sensibilizantes.

Se ha evaluado el ensayo IL-8 Luc en un estudio de validacion (2) realizado por el Centro
Japonés para la Validacion de Métodos Alternativos (JaACVAM, Japanese Centre for the
Validation of Alternatives Methods), el Ministerio de Economia, Comercio ¢ Industria
(METI Ministry of Economy, Trade and Industry) y la Sociedad Japonesa de Alternativas
a Experimentos con Animales (JSAAE, Japanese Society for Alternatives to Animal
Experiments) y posteriormente se ha sometido a una revision independiente por pares (3)
bajo los auspicios del JaACVAM vy el Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar (MHLW),
con el apoyo de la Cooperacion Internacional sobre Métodos Alternativos de Ensayo
(ICATM, International Cooperation on Alternative Test Methods). Teniendo en cuenta
todas las pruebas disponibles y las aportaciones de los reguladores y de las partes
interesadas, se considera que el ensayo IL-8 Luc es util como parte de un enfoque IATA
para justificar la discriminacion entre sensibilizantes y no sensibilizantes a efectos de la
clasificacion de los peligros y el etiquetado. En la bibliografia se recogen ejemplos del uso
de datos del ensayo IL-8 Luc en combinacion con otra informacion (4) (5) (6).

. El ensayo con IL-8 IL- ha demostrado ser transferible a los laboratorios con experiencia en

el cultivo celular y la medicién de la luciferasa. Las reproducibilidades dentro de un
laboratorio y entre laboratorios eran del 87,7 % y del 87,5 %, respectivamente (2). Los
resultados obtenidos en el estudio de validacion (2) y otras obras publicadas (1) (6) indican
que, frente al LLNA, el ensayo IL-8 Luc consider6 que 118 de 143 productos eran
positivos 0 negativos y que 25 productos no eran concluyentes, y que la exactitud del
ensayo IL-8 Luc en cuanto a la distincion entre sensibilizantes cutdneos (categoria 1 del
SGA de las Naciones Unidas y del CLP) y no sensibilizantes (sin categoria del SGA de las
Naciones Unidas y del CLP) es del 86 % (101/118) con una sensibilidad del 96 % (92/96)
y una especificidad del 41 % (9/22). Excluidas las sustancias que no estan en el ambito de
aplicabilidad que se describe mas abajo (punto 5), el ensayo IL-8 Luc considero positivos o
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negativos 113 de 136 productos y considerd no concluyentes 23 productos, y la exactitud
del ensayo IL-8 Luc es del 89 % (101/113), con una sensibilidad del 96 % (92/96) y una
especificidad del 53 % (9/17). Utilizando los datos humanos citados en Urbisch et al. (7),
el ensayo IL-8 Luc considerd positivos o negativos 76 de 90 productos, y considerd no
concluyentes 14 productos, y la exactitud es del 80 % (61/76), la sensibilidad es del 93 %
(54/58) y la especificidad es del 39 % (7/18). Excluidas las sustancias que no estan en el
ambito de aplicabilidad, el ensayo IL-8 Luc considerd positivos o negativos 71 de 84
productos y consider6 no concluyentes 13 productos, y la exactitud es del 86 % (61/71),
con una sensibilidad del 93 % (54/58) y una especificidad del 54 % (7/13). Es mas
probable que se den asignaciones negativas falsas con el ensayo IL-8 Luc en relacion con
los productos que muestran una potencia de sensibilizacién cutdnea baja o moderada (es
decir, subcategoria 1B del SGA de las Naciones Unidas y del CLP) que con los productos
que presentan una potencia elevada (es decir, subcategoria 1A del SGA de las Naciones
Unidas y del CLP) (6). En conjunto, la informacion avala la funcion del ensayo IL-8 Luc
para identificar los peligros de sensibilizacion cutdnea. Los valores de la exactitud aqui
indicados para el ensayo IL-8 Luc utilizado como ensayo tnico solo son indicativos, ya
que el ensayo debe considerarse en combinacion con otras fuentes de informacién en el
contexto de un enfoque IATA y de conformidad con las disposiciones de los puntos 7 y 8
de la introduccion general. Ademads, a la hora de evaluar los ensayos de la sensibilizacion
cutanea sin animales, debe tenerse en cuenta que el ensayo LLNA y otros ensayos con
animales pueden no reflejar plenamente la situacion en los seres humanos.

Sobre la base de los datos actualmente disponibles, se ha demostrado que el ensayo IL-8
Luc es aplicable a productos problema que abarcan diversos grupos funcionales organicos,
mecanismos de reaccion, potencias de sensibilizacion cutanea (determinada en estudios in
vivo) y propiedades fisicoquimicas (2) (6).

. Aunque el ensayo IL-8 Luc utiliza X-VIVO™ 15 como disolvente, con ¢l se han evaluado
correctamente productos con un log Kow > 3,5 y los que tienen una hidrosolubilidad de
alrededor de 100 pg/ml, segiin lo calculado por el EPI Suite™, y su comportamiento para
detectar sensibilizantes con baja hidrosolubilidad es superior al del ensayo IL-8 Luc con
dimetilsulfoxido (DMSO) como disolvente (2). Sin embargo, los resultados negativos de
los productos problema que no se disuelven a 20 mg/ml pueden ser resultados negativos
falsos debido a su incapacidad de disolverse en X-VIVO™ 15. Por tanto, no deben tenerse
en cuenta los resultados negativos de estos productos. En el estudio de validacion se
observo una elevada tasa de falsos resultados negativos. Por otra parte, debido a la limitada
capacidad metabolica de la linea celular (8) y a las condiciones experimentales, pueden dar
resultados negativos en el ensayo los pro-haptenos (sustancias que requieren activacion
metabolica) y los pre-haptenos (sustancias activadas por oxidacién con el aire). Sin
embargo, aunque deben interpretarse con cautela los resultados negativos de posibles
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pre/pro-haptenos, el ensayo IL-8 Luc ha considerado correctamente 11 de 11 pre-haptenos,
6/6 pro-haptenos y 6/8 pre/pro-haptenos en el conjunto de datos del ensayo con IL-8 Luc
(2). Sobre la base de la reciente revision global de tres ensayos sin animales (el DPRA, el
KeratinoSens™ y el h-CLAT) para detectar pre y pro-haptenos (9), y sobre la base del
hecho de que las células THP-GS8 utilizadas en el ensayo IL-8 Luc son una linea celular
derivada de la THP-1 que se utiliza en el ensayo h-CLAT, el ensayo IL-8 Luc puede
también contribuir a aumentar la sensibilidad de los ensayos sin animales a fin de detectar
pre y pro-haptenos en la combinacion de otros ensayos. Los tensioactivos sometidos a
ensayo hasta ahora han dado resultados positivos (falsos) independientemente de su tipo
(por ejemplo, catidénicos, anidnicos o no idnicos). Por ultimo, los productos que interfieren
con la luciferasa pueden confundir su actividad/medicion, provocando una mayor
luminiscencia o una inhibicién aparente (10). Por ejemplo, se ha informado de que unas
concentraciones de fitoestrogenos superiores a 1 puM interfieren con las sefales de
luminiscencia en otros ensayos de luciferasa con gen marcador debido a la sobreactivacion
del gen marcador de la luciferasa. En consecuencia, debe examinarse detenidamente la
expresion de la luciferasa obtenida a altas concentraciones de fitoestrogenos o de
compuestos sospechosos de provocar la activacion fitoestrogenoide del gen marcador de la
luciferasa (11). Sobre la base de lo anterior, los tensioactivos, los anhidridos y los
productos que interfieren con la luciferasa quedan fuera del d&mbito de aplicacion de este
ensayo. En los casos en que haya pruebas que demuestren la inaplicabilidad del ensayo IL-
8 Luc a otras categorias especificas de productos problema, no deberd utilizarse este
ensayo con tales categorias especificas.

6. Tal como se ha descrito anteriormente, el ensayo IL-8 Luc sirve para justificar la
discriminacion entre los sensibilizantes cutdneos y los no sensibilizantes. Es necesario
seguir trabajando, preferiblemente sobre la base de datos humanos, para determinar si los
resultados del ensayo IL-8 Luc pueden contribuir a la evaluacion de la potencia cuando se
considere en combinacidn con otras fuentes de informacion.

7. En el apéndice 3.1 se dan las definiciones pertinentes.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

8. El ensayo IL-8 Luc hace uso de la linea celular THP-1 de la leucemia monocitica humana,
que se obtuvo de la American Type Culture Collection (Manassas, VA, EE. UU.).
Utilizando esta linea celular, el Departamento de Dermatologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Tohoku, establecio una linea celular con el marcador IL-8 derivada de
la THP-1, la THP-GS, que alberga los genes del naranja estable de luciferasa (SLO, Stable
Luciferase Orange) y del rojo estable de luciferasa (SLR, Stable Luciferase Red), bajo el
control del promotor de la IL-8 y del de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
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(GAPDH), respectivamente (1). Esto permite la medicion cuantitativa de la induccion del
gen de la luciferasa mediante la deteccion de la luminiscencia a partir de sustratos de
luciferasa bien establecidos que emiten luz como indicador de la actividad de la IL-8 y del
GAPDH en células tras la exposicion a productos sensibilizantes.

9. El sistema de ensayo de doble color incluye una luciferasa que emite luz naranja (SLO;
Amax = 580 nm) (12) correspondiente a la expresion génica del promotor de la IL-8, asi
como una luciferasa que emite luz roja (SLR; Amax = 630 nm) (13) correspondiente a la
expresion génica del promotor del testigo interno, GAPDH. Las dos luciferasas emiten
distintos colores al reaccionar con la D-luciferina de la luciérnaga, y su luminiscencia se
mide simultaneamente en una reaccion de una sola fase, dividiendo la emision de la mezcla
de ensayo mediante un filtro 6ptico (14) (apéndice 3.2).

10. Las células THP-G8 se tratan durante 16 horas con el producto problema, tras lo cual se
mide la actividad de la luciferasa SLO (SLO-LA), que refleja la actividad del promotor de
la IL-8, y la actividad de la luciferasa SLR (SLR-LA), que refleja la actividad del promotor
de la GAPDH. Para que las abreviaturas sean faciles de comprender, SLO-LA y SLR-LA
se designan como IL8LA y GAPLA, respectivamente. El cuadro 1 presenta una
descripcion de los términos asociados a la actividad de la luciferasa en el ensayo IL-8 Luc.
Los valores medidos se utilizan para calcular el valor normalizado de ILSLA (nIL8LA),
que es la relacion entre ILSLA y GAPLA; el factor de induccion de nILSLA (Ind-IL8LA),
que es la relacion entre las medias aritméticas de los valores cuddruples medidos de la
nIL8LA en las células THP-G8 tratadas con un producto problema y los valores de la
nIL8LA de células THP-GS sin tratar; y la inhibicion de la GAPLA (Inh-GAPLA), que es
la relacion entre las medias aritméticas de los valores cuddruples medidos de la GAPLA en
las células THP-GS8 tratadas con un producto problema y los valores de la GAPLA de
células THP-GS sin tratar, y que se utiliza como indicador de la citotoxicidad.

Cuadro 1: Descripcion de los términos asociados a la actividad de la luciferasa en el ensayo IL-8 Luc

Abreviaturas  Definicion

GAPLA Actividad de la luciferasa SLR que refleja la actividad del promotor de
la GAPDH

ILSLA Actividad de la luciferasa SLO que refleja la actividad del promotor de
la IL-8

nlL8LA ILSLA/GAPLA

Ind-ILSLA nIL8LA de células THP-GS8 tratadas con productos / nIL8LA de células
sin tratar

Inh-GAPLA  GAPLA de células THP-GS8 tratadas con productos / GAPLA de células
sin tratar

CVO05 Concentracion mas baja del producto a la que el valor de Inh-GAPLA se
hace < 0,05.
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11. Se dispone de normas de comportamiento (NC) (15) para facilitar la validacion de ensayos
de la luciferasa IL-8 in vitro modificados similares al ensayo IL-8 Luc y que tienen en
cuenta la modificacion oportuna de las directrices de ensayo 442E de la OCDE para su
inclusion. Solo se garantizarad la aceptacion mutua de datos de la OCDE (MAD, Mutual
Acceptance of Data) respecto a los ensayos validados con arreglo a las NC, si estos
ensayos han sido revisados e incluidos en las directrices de ensayo 442E por la OCDE

(16).

DEMOSTRACION DE LA COMPETENCIA

12. Antes de proceder al uso sistematico del ensayo descrito en el presente apéndice del
método de ensayo B.71, los laboratorios deben demostrar su competencia técnica,
utilizando las diez sustancias para la prueba de la competencia que figuran en el
apéndice 3.3, de conformidad con las buenas practicas de los métodos in vitro (17). Por
otra parte, los usuarios del ensayo deben mantener una base de datos histéricos que
contenga los generados en los controles de reactividad (véase el punto 15) y con los
testigos positivos y los controles del disolvente o vehiculo (véanse los puntos 21-24), y
utilizar estos datos para confirmar que la reproducibilidad del ensayo en su laboratorio se
mantiene a lo largo del tiempo.

PROCEDIMIENTO

13. Esta disponible el procedimiento normalizado de trabajo (PNT) para el ensayo IL-8 Luc y
debe utilizarse al realizar el ensayo (18). Los laboratorios dispuestos a realizar el ensayo
pueden obtener la linea celular THP-G8 recombinante de la empresa CPG Lab. Co. Ltd.,
Tottori, Japon, previa firma de un acuerdo de transferencia de material (MTA) segun las
condiciones del modelo de la OCDE. En los puntos siguientes se recoge una descripcion de
los principales componentes y procedimientos del ensayo.

Preparacion de las células

14. La linea celular THP-G8 de GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japon, es la que debe utilizarse
para realizar el ensayo IL-8 Luc (véanse los puntos 8 y 13). Una vez recibidas, las células
se propagan (2-4 pases) y se conservan congeladas como una poblacion homogénea. Las
células de esta poblacion pueden propagarse hasta un maximo de 12 pases o un maximo de
6 semanas. El medio utilizado para la propagacion es el medio de cultivo RPMI-1640 que
contiene un 10 % de suero bovino fetal (FBS), solucion antibidtica/antimicética (100 U/ml
de penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B en una
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solucion salina del 0,85 %) (p. ej., GIBCO Cat # 15240-062), 0,15 pg/ml de puromicina (p.
ej., n.° CAS 58-58-2) y 300 pg/ml de G418 (p. ej., n.° CAS 108321-42-2).

15. Antes de utilizarse para el ensayo, las células deben ser objeto de un control de reactividad.
Este control debe realizarse 1-2 semanas o 2-4 pases después de la descongelacion,
utilizando el testigo positivo, el bromuro de 4-nitrobencilo (4-NBB) (n.° CAS 100-11-8,
> 99 % de pureza) y el testigo negativo, el acido lactico (LA) (n.°® CAS 50-21-5,> 85 % de
pureza). El 4-NBB debe producir una respuesta positiva de Ind-ILSLA (> 1,4), mientras
que el LA debe dar una respuesta negativa de Ind-ILSLA (< 1,4). Solo se pueden utilizar
para el ensayo las células que hayan superado el control de reactividad. Este control debe
realizarse con arreglo a los procedimientos descritos en los puntos 22 a 24.

16. Para el ensayo, se siembran células THP-G8 a una densidad de 2-5 x 10° células/ml, y se
precultivan en matraces de cultivo durante 48-96 horas. El dia del ensayo, se lavan las
células recolectadas del matraz de cultivo utilizando RPMI-1640 con un 10 % de FBS sin
antibioticos y, a continuacion, se vuelven a suspender con RPMI-1640 con un 10 % de
FBS sin antibidticos a la densidad de 1 x 10° células/ml. A continuacién, se distribuyen las
células en una placa negra de fondo plano de 96 pocillos (p. ¢j., Costar Cat#3603) a razén
de 50 ul (5 x 10* células) por pocillo.

Preparacion del producto problema y de las sustancias testigo

17. El producto problema y las sustancias testigo se preparan el dia del ensayo. Para el ensayo
IL-8 Luc, los productos problema se disuelven en X-VIVO™ 15, un medio exento de
suero disponible en el mercado (Lonza, 04-418Q), hasta la concentracién final de
20 mg/ml. Se afiade X-VIVO™ 15 a 20 mg de producto problema (con independencia de
la solubilidad del producto) en un tubo de microcentrifugadora, y se lleva al volumen de
1 ml; a continuacién se mezcla enérgicamente en vortex y se agita en un rotor a una
velocidad maxima de 8 rpm durante 30 minutos a una temperatura ambiente de unos 20 °C.
Ademas, si los productos solidos siguen sin disolverse, el tubo se somete a ultrasonidos
hasta que el producto se disuelve totalmente o se dispersa de forma estable. En el caso de
productos problema solubles en X-VIVO™ 15, la solucion se diluye por un factor de 5 con
X-VIVO™ 15 y se utiliza como solucién madre del producto problema en X-VIVO™ 15
(4 mg/ml). En el caso de productos problema insolubles en X-VIVO™ 15, la mezcla se
pone en rotacion de nuevo durante al menos 30 minutos, y se centrifuga después a
15000 rpm (= 20000 g) durante 5 min. El sobrenadante resultante se utiliza como
solucion madre del producto problema en X-VIVO™ 15, Debe aportarse una justificacion
cientifica del uso de otros disolventes, como el DMSO, el agua o el medio de cultivo. El
procedimiento detallado para la disolucion de productos figura en el apéndice 3.5. Las
soluciones en X-VIVO™ 15 descritas en los puntos 18-23 se mezclan 1: 1 (v/v) con las
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suspensiones celulares preparadas en la placa negra de fondo plano de 96 pocillos (véase el
punto 16).

La primera tanda del ensayo tiene por objeto determinar la concentraciéon citotoxica y
examinar el potencial de sensibilizacion cutanea de los productos. Utilizando el X-
VIVO™ 15, se hacen diluciones en serie de las soluciones madre de los productos
problema en X- VIVO™ 15, con un factor de dilucién de dos (véase el apéndice 3.5)
utilizando un bloque de ensayo de 96 pocillos (p. ej., Costar Cat # EW-01729-03). A
continuacion, se anaden 50 ul/pocillo de la solucion diluida a 50 pl de la suspension celular
en una placa negra de fondo plano de 96 pocillos. Por lo tanto, en el caso de los productos
problema solubles en X-VIVO™ 15, las concentraciones finales de los productos problema
van de 0,002 a 2 mg/ml (apéndice 3.5). En el caso de los productos problema que no son
solubles en X-VIVO™ 15 a la concentracion de 20 mg/ml, solo se determinan los factores
de dilucion que van de 2 a 2'°, si bien las concentraciones finales reales de los productos
problema siguen siendo inciertas y dependen de la concentracion saturada de los productos
problema en la solucion madre en X-VIVO™ 15,

En tandas de ensayo posteriores (es decir, las réplicas segunda, tercera y cuarta), la
solucion madre de X-VIVO™ 15 se hard a una concentracién 4 veces superior a la
concentracion de viabilidad celular 05 (CV0S5, concentracion mas baja a la que el valor de
Inh-GAPLA se hace < 0,05) del primer experimento. Si el valor de Inh-GAPLA no se
reduce por debajo de 0,05 con la concentracion mdas elevada en la primera tanda, la
solucion madre en X-VIVO™ 15 se hace a la concentracion mas alta de la primera tanda.
La concentracion CVO05 se calcula dividiendo la concentracion de la solucion madre en la
primera tanda por el primer factor de dilucion correspondiente a CV05 (X) [factor de
dilucion CVO0S5 (X), que es el factor de dilucion necesario para diluir la solucion madre
hasta CV05] (véase el apéndice 3.5). En el caso de sustancias problema insolubles en X-
VIVO a 20 mg/ml, el valor de CV05 se determina mediante la concentracion de la solucion
madre x 1/X. En las tandas 2 a 4, se prepara una segunda solucion madre a 4 x CV05
(apéndice 3.5).

De las segundas soluciones madre en X-VIVO™ 15 se realizan diluciones en serie con un
factor de dilucion de 1,5 utilizando un bloque de ensayo de 96 pocillos. A continuacion, se
afaden 50 pl/pocillo de la solucion diluida a 50 pl de la suspension celular en los pocillos
de una placa negra de fondo plano de 96 pocillos. Cada concentracién de cada producto
problema debe ensayarse en 4 pocillos. A continuacion, las muestras se mezclan con un
agitador de placas y se incuban durante 16 horas a 37 °C y con 5 % de CO», tras lo cual se
mide la actividad de la luciferasa como se describe a continuacion.

El control del disolvente es la mezcla de 50 ul/pocillo de X-VIVO™ 15 y de 50 ul/pocillo
de suspension celular en RPMI-1640 con un 10 % de FBS.
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22. El testigo positivo recomendado es el 4-NBB. Se preparan 20 mg de 4-NBB en un tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml, al que se afiade X-VIVO™ 15 hasta completar 1 ml. Se
mezcla enérgicamente en vortex el contenido del tubo y se agita en un rotor a la velocidad
méxima de 8 rpm durante al menos 30 minutos. Tras la centrifugacion a 20 000 g durante
5 min, el sobrenadante se diluye por un factor de 4 con X-VIVO™ 15, y se transfieren
500 ul del sobrenadante diluido a un pocillo de un bloque de ensayo de 96 pocillos. El
sobrenadante diluido se diluye mas con X-VIVO™ 15 por factores de 2 y 4, y se afiaden
50 pl de la solucion a 50 pl de la suspension de células THP-G8 en los pocillos de una
placa negra de fondo plano de 96 pocillos (apéndice 3.6). Cada concentracion del testigo
positivo debe ensayarse en 4 pocillos. La placa se agita en un agitador de placas y se
incuba en una incubadora de CO> durante 16 horas (37 °C, 5 % de COy), tras lo cual se
mide la actividad de la luciferasa como se describe en el punto 29.

23. El testigo negativo recomendado es el LA. Se preparan 20 mg de este en un tubo de
microcentrifugacion de 1,5 ml, al que se afiade X-VIVO™ 15 hasta completar 1 ml
(20 mg/ ml). Una solucion de 20 mg/ml de solucion de LA se diluye por un factor de 5 con
X-VIVO™ 15 (4 mg/ml); se transfieren 500 ul de esta solucién de LA de 4 mg/ml a un
pocillo de un bloque de ensayo de 96 pocillos. Esta solucion se diluye por un factor de 2
con X-VIVO™ 15 y después se diluye de nuevo por un factor de 2 para producir
soluciones de 2 mg/ml y 1 mg/ml. Se afiaden 50 pl de estas 3 soluciones y el control del
vehiculo (X-VIVO™ 15) a 50 pl de suspension de células THP-G8 en los pocillos de una
placa negra de fondo plano de 96 pocillos. Cada concentracion del testigo negativo debe
ensayarse en 4 pocillos. La placa se agita en un agitador de placas y se incuba en una
incubadora de CO; durante 16 horas (37 °C, 5 % de CO»), tras lo cual se mide la actividad
de la luciferasa como se describe en el punto 29.

24. Podran utilizarse otros testigos positivos o negativos adecuados si se dispone de datos
historicos para obtener criterios comparables de aceptacion de tandas.

25. Deben tomarse precauciones para evitar la evaporacion de los productos problema volatiles
y la contaminacion cruzada entre pocillos por productos problema, por ejemplo tapando la
placa antes de la incubacion con los productos problema.

26. Los productos problema y el control de disolvente requieren de 2 a 4 tandas para obtener
una asignacion positiva o negativa (véase el cuadro 2). Cada tanda se realiza un dia
diferente con nueva solucién madre de los productos problema en X-VIVO™ 15 y células
recolectadas de forma independiente. Las células pueden proceder del mismo pase.

Mediciones de la actividad de la luciferasa

27.La luminiscencia se mide mediante un lumindmetro de microplacas de 96 pocillos,
equipado con filtros opticos, como, p. e€j., Phios (ATTO, Tokio, Japon), Tristan 941
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(Berthold, Bad Wildbad, Alemania) y la serie ARVO (PerkinElmer, Waltham, MA,
EE. UU.). El lumindémetro deberd calibrarse para cada ensayo, a fin de garantizar la
reproducibilidad (19). Para esta calibracion se dispone de luciferasas recombinantes que
emiten luz de color naranja y rojo.

A cada pocillo de la placa que contenga la suspension celular tratada con o sin producto se
transfieren 100 pl del reactivo precalentado de ensayo de la luciferasa Tripluc® (Tripluc).
Se agita la placa durante 10 minutos a una temperatura ambiente de 20 °C
aproximadamente. La placa se coloca en el luminémetro para medir la actividad de la
luciferasa. Se mide la bioluminiscencia durante 3 segundos tanto en ausencia (F0) como en
presencia (F1) del filtro optico. Debe justificarse el uso de otras condiciones, por ejemplo
en funcion del modelo de lumindémetro utilizado.

Los parametros de cada concentracion se calculan a partir de los valores medidos, por
ejemplo ILSLA, GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, la media = DT de IL8LA, la
media £ DT de GAPLA, la media £ DT de nIL8LA, la media = DT de Ind-IL8LA, la
media £ DT de Inh-GAPLA, y el intervalo de confianza del 95 % de Ind-IL8LA. Las
definiciones de los parametros utilizados en este punto figuran en los apéndices [ y 1V,
respectivamente.

Antes de proceder a la medicion, la discriminacion del color en los ensayos con
marcadores multicolor se consigue generalmente utilizando detectores (luminémetro y
lector de placas) equipados con filtros Opticos, tales como filtros de corte agudo (de paso
largo o de paso corto) o filtros de paso de banda. Los coeficientes de transmision de los
filtros para cada color de la sefial de luminiscencia deben calibrarse antes del ensayo,
segun el apéndice 3.2.

DATOS E INFORME

Evaluacion de los datos

31.

Los criterios para una decision positiva o negativa exigen que, en cada una de las fases:

se considere positiva una asignacion del ensayo IL-8 Luc si un producto problema tiene un
Ind-IL8LA > 1,4 y el limite inferior del intervalo de confianza del 95 % del Ind-ILSLA
>1,0;

se considere negativa una asignacion del ensayo IL-8 Luc si un producto problema tiene
un Ind-ILSLA < 1,4 y/o el limite inferior del intervalo de confianza del 95 % de Ind-
IL8LA < 1,0.

Modelo de asignacion

501



D060575/02

32. Los productos problema que proporcionan dos resultados positivos de entre las tandas
primera, segunda, tercera o cuarta se identifican como positivos, mientras que los que dan
tres resultados negativos de entre las tandas primera, segunda, tercera o cuarta se
identifican como supuestos negativos (cuadro 2). Entre los productos supuestos negativos,
los productos que se disuelven a la concentracion de 20 mg/ml de X-VOVO™ 15 se
consideran negativos, mientras que los productos que no se disuelven a la concentracion de
20 mg/ml de X-VOVO™ 15 no deben tenerse en cuenta (figura 1).

Cuadro 2: Criterios para identificar positivos y supuestos negativos

1.” tanda 2." tanda 3." tanda 4." tanda Clasificacion
final

Positivo Positivo - - Positivo
Negativo Positivo - Positivo
Negativo Positivo Positivo

Negativo Supuesto negativo
Negativo Positivo Positivo - Positivo
Negativo Positivo Positivo

Negativo Supuesto negativo
Negativo Positivo Positivo Positivo

Negativo Supuesto negativo

Negativo - Supuesto negativo

Figura 1: Modelo de asignacion para la decision final

Positivos . .
Productos - - Solubles a 20 mg/ml Negativos
Supuestos L
negativos r 3
Insolubles a 20 mg/ml No deben
considerarse J

Criterios de aceptacion

33. Deben cumplirse los siguientes criterios de aceptacion cuando se use el ensayo IL-8 Luc.
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- El valor de Ind-IL8LA debe ser superior a 5,0 a al menos una concentracion del testigo
positivo, 4-NBB, en cada tanda.

- El valor de Ind-ILSLA debe ser inferior a 1,4 a cualquier concentracion del testigo
negativo, acido lactico, en cada tanda.

- Deben rechazarse los datos de las placas en las que la GAPLA de los pocillos testigo con
células y Tripluc pero sin productos sea inferior a 5 veces la de los pocillos con solo medio
de ensayo (50 pl/pocillo de RPMI-1640 con un 10 % de FBS y 50 pl/pocillo de X-
VIVO™ 15).

- Deben rechazarse los datos de las placas en las que la Inh-GAPLA de todas las
concentraciones de los productos problema o testigo sea inferior a 0,05. En este caso, debe
repetirse el primer ensayo de manera que la concentracion final mas alta del ensayo
repetido sea la concentracion final mas baja del ensayo anterior.

Informe del ensayo

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

Productos problema

Sustancias de un solo componente:

- Identificacion quimica, como nombre o nombres [UPAC o CAS, niimero o numeros CAS,
codigo SMILES o InChl, féormula estructural, y/u otros identificadores;

- Aspecto fisico, hidrosolubilidad, peso molecular, y otras propiedades fisicoquimicas
pertinentes, en la medida de lo posible;

- Pureza, identidad quimica de las impurezas segiin convenga y sea factible en la practica,
etc.;

- Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. €j., calentamiento, trituracion);

- Solubilidad en X-VIVO™ 15. En el caso de los productos que sean insolubles en X-
VIVO™ 15, si se observa precipitacion o flotacion después de la centrifugacion;

- Concentracion o concentraciones estudiadas;
- Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;
- Justificacion de la eleccion del disolvente o vehiculo para cada producto problema si no se

ha utilizado X-VIVO™ 15.

Sustancias de componentes multiples, sustancias UVCB y mezclas:
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Caracterizacion, en la medida de lo posible, mediante, por ejemplo, la identidad quimica
(véase mas arriba), pureza, presencia cuantitativa y propiedades fisicoquimicas pertinentes
de los componentes (véase mas arriba), en la medida de lo posible;

Aspecto fisico, hidrosolubilidad, y otras propiedades fisicoquimicas pertinentes, en la
medida de lo posible;

Peso molecular o peso molecular aparente en el caso de mezclas/polimeros de
composicidon conocida u otra informacion pertinente para la realizacion del estudio;

Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. €j., calentamiento, trituracion);

Solubilidad en X-VIVO™ 15. En el caso de los productos que sean insolubles en X-
VIVO™ 15, si se observa precipitacion o flotacion después de la centrifugacion;

Concentracion o concentraciones estudiadas;
Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible.

Justificacion de la eleccion del disolvente o vehiculo para cada producto problema si no se
ha utilizado X-VIVO™ 15,

Testigos

Testigo positivo:

Identificacion quimica, como nombre o nombres [UPAC o CAS, numero o nimeros CAS,
codigo SMILES o InChl, férmula estructural, y/u otros identificadores;

Aspecto fisico, hidrosolubilidad, peso molecular, y otras propiedades fisicoquimicas
pertinentes, en la medida de lo posible y en los casos aplicables;

Pureza, identidad quimica de las impurezas segiin convenga y sea factible en la practica,
etc.;

Tratamiento antes del ensayo, en su caso (p. €]., calentamiento, trituracion);

Concentracion o concentraciones estudiadas;

Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

Referencia a los resultados de los testigos positivos historicos que demuestren unos

criterios adecuados de aceptacion, si procede.

Testigo negativo:

Identificacién quimica, como nombre o nombres [UPAC o CAS, nimero o numeros CAS,
y/u otros identificadores;
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Pureza, identidad quimica de las impurezas segiin convenga y sea factible en la préactica,
etc.;

Aspecto fisico, peso molecular, y propiedades fisicoquimicas pertinentes adicionales en el
caso de que se utilicen unos testigos negativos distintos de los especificados en las
directrices del ensayo y en la medida de lo posible;

Condiciones de conservacion y estabilidad en la medida de lo posible;

Justificacion de la eleccion del disolvente para cada producto problema.

Condiciones de ensayo

Nombre y direccion del promotor, laboratorio y director del estudio;
Descripcion del ensayo utilizado;

Linea celular utilizada, sus condiciones de conservacion y su origen (por ejemplo,
laboratorio donde se ha obtenido);

Numero de lote y origen del FBS, nombre del proveedor, nimero de lote de la placa negra
de fondo plano de 96 pocillos y numero de lote del reactivo Tripluc;

Numero de pases y densidad celular utilizados para el ensayo;

Meétodo de recuento de células utilizado para la siembra antes del ensayo, y medidas
adoptadas para garantizar la homogeneidad de la distribucion del nimero de células;

Luminémetro utilizado (por ejemplo, modelo), incluidos los ajustes instrumentales,
sustrato de luciferasa utilizado, y demostracion de las mediciones adecuadas de
luminiscencia sobre la base del ensayo de control descrito en el apéndice 3.2;

Procedimiento utilizado para demostrar la competencia del laboratorio en cuanto a la
realizacion del ensayo (por ejemplo, mediante el ensayo de sustancias de la prueba de la
competencia) o para demostrar que el ensayo tiene un comportamiento reproducible a lo
largo del tiempo.

Procedimiento de ensayo

Numero de réplicas y de tandas efectuadas;

Concentraciones del producto problema, procedimiento de aplicacion y tiempo de
exposicion (si son diferentes de los recomendados);

Descripcion de los criterios de evaluacion y decision seguidos;
Descripcion de los criterios de aceptacion del estudio seguidos;

Descripcion de las eventuales modificaciones del procedimiento del ensayo.
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Resultados

- Mediciones de ILSLA y GAPLA;
- Célculos de nIL8LA, Ind-ILSLA e Inh-GAPLA;
- Intervalo de confianza del 95 % de Ind-IL8SLA;

- Grafico que muestre las curvas dosis-respuesta en cuanto a la induccion de la actividad de
la luciferasa y la viabilidad;

- Descripcion de cualesquiera otras observaciones pertinentes, si procede.

Discusion de los resultados

- Discusion de los resultados obtenidos con el ensayo IL-8 Luc;

- Consideracion de los resultados del ensayo en el contexto de un enfoque IATA, si se
dispone de otra informacion pertinente.

Conclusion
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Apéndice 3.1

DEFINICIONES

Exactitud: Grado de coincidencia entre los resultados del ensayo y los valores de referencia
aceptados. Se trata de una medida del comportamiento del ensayo y es un aspecto de su
pertinencia. Este término y el de concordancia se suelen usar indistintamente para indicar la
proporcion de resultados correctos de un ensayo (16).

Ruta de resultados adversos (AOP, Adverse Outcome Pathway): Secuencia de fendémenos
desde la estructura quimica de un producto diana o grupo de productos similares, pasando
por el fendmeno molecular desencadenante, hasta un resultado in vivo de interés (20).

Producto: Sustancia o mezcla.

CV05: Viabilidad celular 05, es decir, concentracion minima a la que los productos
muestran un valor de Inh-GAPLA inferior a 0,05.

FInSLO-LA: Abreviatura utilizada en el informe de validacion y en publicaciones
anteriores en relacion con el ensayo IL-8 Luc para referirse a la Ind-IL8LA. Véase la
definicion de Ind-ILSLA.

GAPLA: Actividad de luciferasa del rojo estable de luciferasa (SLR) (Amax = 630 nm),
regulada por el promotor de la GAPDH y que demuestra la viabilidad celular y el nimero de
células viables.

Peligro: Propiedad inherente de un agente o situacion que tiene capacidad para provocar
efectos adversos cuando un organismo, sistema o (sub)poblacion se expone a dicho agente.

IATA (Enfoque integrado de pruebas y evaluacion, Integrated Approach to Testing and
Assessment): Enfoque estructurado para la identificacion del peligro (potencial),
caracterizacion del peligro (potencia) o evaluacion de la seguridad (potencial/potencia y
exposicion) de un producto o grupo de productos, que integra y pondera de forma
estratégica todos los datos pertinentes para fundamentar una decision normativa relativa a
posibles peligros o riesgos o a la necesidad de realizar ensayos mas especificos y, por tanto,
minimos.

II-SLR-LA: Abreviatura utilizada en el informe de validacion y en publicaciones anteriores
en relacion con el ensayo IL-8 Luc para referirse a la Inh-GAPLA. Véase la definicion de
Inh-GAPLA.

IL-8 (interleucina-8): Citocina derivada de células endoteliales, fibroblastos,
queratinocitos, macréfagos y monocitos que provoca quimiotaxia de neutréfilos y linfocitos
T.

IL8LA: Actividad de la luciferasa del naranja estable de luciferasa (SLO) (Amax = 580
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nm), regulada por el promotor de la IL-8.

Ind-IL8LA: Factor multiplicador de la inducciéon de nIL8LA. Se obtiene dividiendo el
valor de la nL8LA de las células THP-GS8 tratadas con los productos por el de las células
THP-G8 no estimuladas y representa la induccion de la actividad del promotor de la IL-8
por los productos.

Inh-GAPLA: Inhibicion de la GAPLA. Se obtiene dividiendo el valor de la GAPLA de las
cé¢lulas THP-G8 tratadas con productos por el de la GAPLA de THP-G8 no tratadas y
representa la citotoxicidad de los productos.

Umbral minimo de induccion (MIT): Concentraciéon mas baja a la que un producto
cumple los criterios positivos.

Mezcla: Mezcla o solucion compuesta de dos o mas sustancias.

Sustancia de un solo componente: Sustancia, definida por su composicién cuantitativa, en
la que un solo componente principal representa al menos el 80 % (p/p).

Sustancia de componentes multiples: Sustancia, definida por su composicioén cuantitativa,
en la que mas de uno de los componentes principales estan presentes a una concentracion
>10 % (p/p) y < 80 % (p/p). Una sustancia de componentes multiples es el resultado de un
proceso de fabricacion. La diferencia entre mezcla y sustancia de componentes multiples es
que una mezcla se obtiene mezclando dos o mds sustancias sin reaccion quimica. Una
sustancia de componentes multiples es el resultado de una reaccion quimica.

nIL8LA: Actividad de la luciferasa SLO que refleja la actividad del promotor de la IL-8
(IL8LA), normalizada por la actividad de la luciferasa SLR, que refleja la actividad del
promotor de la GAPDH (GALPA). Representa la actividad del promotor de la IL-8 tras
considerar la viabilidad celular o el nimero de células.

nSLO-LA: Abreviatura utilizada en el informe de validacién y en publicaciones anteriores
en relacion con el ensayo IL-8 Luc para referirse a la nILS8LA. Véase la definicion de
nIL8LA.

Testigo positivo: Réplica que contiene todos los componentes de un sistema de ensayo y
que se trata con una sustancia de la que se sabe que induce una respuesta positiva. Para
asegurar la posibilidad de evaluar la variabilidad de las respuestas del testigo positivo a lo
largo del tiempo, no debe ser excesiva la magnitud de la respuesta positiva.

Pre-haptenos: Productos que pasan a ser sensibilizantes por una transformacion abidtica.

Pro-haptenos: Productos que requieren activaciéon enzimatica para ejercer su potencial de
sensibilizacion cutanea.

Pertinencia: Descripcion de la relacion del ensayo con el efecto de interés y de si es
significativo y util para un objetivo concreto. Es el grado en que el ensayo mide o predice
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correctamente el efecto biologico de interés. La pertinencia incorpora la consideracion de la
exactitud (concordancia) de un ensayo (16).

Fiabilidad: Medida del grado en que un ensayo puede aplicarse de forma reproducible a lo
largo del tiempo, en un mismo laboratorio y en distintos laboratorios, utilizando el mismo
protocolo. Se evaltia calculando la reproducibilidad intra e interlaboratorios y la
repetibilidad intralaboratorios (16).

Tanda: Una tanda consta del ensayo de uno o mas productos de forma simultanea con un
control del disolvente o vehiculo y con un testigo positivo.

Sensibilidad: Proporcion de todos los productos activos/positivos que se clasifican
correctamente mediante el ensayo. Es una medida de la exactitud de un ensayo que produce
resultados categoriales, y un factor importante en la evaluaciéon de la pertinencia de un
ensayo (16).

SLO-LA: Abreviatura utilizada en el informe de validacion y en publicaciones anteriores en
relacion con el ensayo IL-8 Luc para referirse a la ILSLA. Véase la definicion de ILSLA.

SLR-LA: Abreviatura utilizada en el informe de validacion y en publicaciones anteriores en
relacion con el ensayo IL-8 Luc para referirse a la GAPLA. Véase la definicion de GAPLA.

Control del disolvente o vehiculo: Muestra no tratada que contiene todos los componentes
de un sistema de ensayo, excepto el producto problema, pero incluido el disolvente o
vehiculo utilizado. Se utiliza para establecer la respuesta de referencia para las muestras
tratadas con el producto problema disuelto o disperso de forma estable en el mismo
disolvente o vehiculo. Cuando se somete a ensayo con un control de medio en paralelo, esta
muestra pone de manifiesto también si el disolvente o vehiculo interactia con el sistema de
ensayo.

Especificidad: Proporcion de todos los productos inactivos/negativos que se clasifican
correctamente mediante el ensayo. Es una medida de la exactitud de un ensayo que produce
resultados categoriales, y un factor importante en la evaluacion de la pertinencia de un
ensayo (16).

Sustancia: Elementos quimicos y sus compuestos en estado natural u obtenidos mediante
cualquier proceso de produccién, incluidos los aditivos necesarios para mantener la
estabilidad del producto y las eventuales impurezas derivadas del proceso empleado, pero
excluidos los disolventes que se puedan separar sin influir en la estabilidad de la sustancia ni
cambiar su composicion.

Tensioactivo: También denominado agente tensioactivo, es una sustancia, como un
detergente, que puede reducir la tension superficial de un liquido y, de este modo, permitir
que forme espuma o penetre en los sélidos. También se conoce como agente humectante
(TG437).
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Producto problema: Sustancia o mezcla estudiada con este método.

THP-GS8: Linea celular con el marcador IL-8 utilizada en el ensayo IL-8 Luc. La linea
celular humana THP-1, similar a los macrofagos, fue transinfectada con los genes de la
luciferasa SLO y SLR bajo el control de los promotores de la IL-8 y de la GAPDH,
respectivamente.

Sistema Globalmente Armonizado de clasificacion y etiquetado de productos quimicos
de las Naciones Unidas (SGA de las Naciones Unidas): Sistema que propone la
clasificacion de los productos (sustancias y mezclas) segln tipos y niveles normalizados de
peligros fisicos, sanitarios y ambientales, y que hace referencia a los elementos
correspondientes de comunicacidon, como pictogramas, palabras de advertencia, indicaciones
de peligro, consejos de prudencia, y fichas de datos de seguridad, a efectos de proporcionar
informacion sobre sus efectos adversos con el fin de proteger a la poblacion (incluidos
empresarios, trabajadores, transportistas, consumidores y personal de proteccion civil) y al
medio ambiente (21).

UVCB: Sustancias de composicion desconocida o variable, productos de reaccion compleja
o materiales bioldgicos.

Método de ensayo valido: Ensayo del que se considera que tiene suficiente pertinencia y
fiabilidad con un fin especifico y que se basa en principios sélidos desde el punto de vista
cientifico. Un ensayo nunca es valido en un sentido absoluto, sino unicamente en relacion
con un fin determinado.
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Apéndice 3.2

PRINCIPIO DE LA MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA LUCIFERASA Y
DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE TRANSMISION DEL FILTRO
OPTICO RESPECTO A SLO Y SLR

El sistema de ensayo multimarcador (Tripluc) puede utilizarse con un luminémetro de
microplacas con un sistema de deteccion multicolor que puede combinarse con un filtro
optico [por ejemplo, Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar LB941
(Berthold)]. El filtro 6ptico utilizado en la medicion es un filtro de paso largo o corto de
600-620 nm o un filtro de paso de banda de 600-700 nm.

Medicion de luciferasas de dos colores con un filtro éptico.

En el ejemplo aqui presentado se utiliza Phelios AB-2350 (ATTO). Este luminémetro
estd equipado con un filtro de paso largo (LP, long pass) de 600 nm (R60 HOYA Co.,
600 nm LP, Filtro 1) para separar la luminiscencia SLO (Améx = 580 nm) de la SLR
(Amax = 630 nm).

Para determinar los coeficientes de transmision del LP de 600 nm, primero, utilizando
enzimas luciferasa SLO y SLR purificadas, ha de medirse: i) la intensidad de la
bioluminiscencia SLO y SLR sin filtro (F0), ii) la intensidad de la bioluminiscencia
SLO y SLR que ha pasado por el LP de 600 nm (filtro 1), y iii) calcular los coeficientes
de transmision del LP de 600 nm respecto a SLO y SLR que se recogen mas abajo.

Transmission coefficients |Abbreviation |Definition
Filter 1 . The filter’s transmission
SLO Transmission |KOkreo .
. coefficient for the SLO
coefficients
SLR ?llter 1 .. <R The filter’s transmission
Tansmission koo coefficient for the SLR
coefficients

Si las intensidades de SLO y SLR en la muestra problema se expresan como O y R,
respectivamente, 1) la intensidad de la luz sin filtro (totalmente optica) FO y 1ii) la
intensidad de la luz que se transmite por el LP de 600 nm (filtro 1) F1 se describen
como se indica a continuacion:

FO=0+R
F1=KOres0 x O + kRreo X R

Estas formulas pueden expresarse también de la siguiente manera:

<F0> ( 1 1 )(0>
F1 KOpeo  KRpeo/ \R
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A continuacion, utilizando los factores de transmitancia calculados (KOreo Y KRRre0) y
los valores medidos de FO y F1, podran calcularse los valores de O y R como sigue:

<O> < 1 1 >_1<F0)
R KOpeo  KRpeo F1

Materiales y métodos para determinar el factor de transmitancia
1) Reactivos

Enzimas luciferasa aisladas y purificadas:

Enzima SLO purificada y liofilizada
Enzima SLR purificada y liofilizada

(que para el trabajo de validacion se obtuvieron de GPC Lab. GPC Lab. Co. Ltd.,
Tottori, Japon, con la linea celular THP-GS8).

Reactivo de ensayo:

Reactivo de ensayo de la luciferasa Tripluc® (por ejemplo, de TOYOBO Cat#MRA-
301)

Medio: para el ensayo de la luciferasa (30 ml, conservado a 2-8 °C)

) Conc. final | Cantidad
Reactivo Conc. . _
en medio necesaria
RPMI-1640 | - - 27 ml
FBS - 10 % 3ml

2) Preparacion de la solucion de enzima:

Disolver la enzima luciferasa purificada y liofilizada en un tubo mediante la adicion de
200 ul de Tris/HCI o Hepes/HCI 10 ~ 100 mM (pH 7,5 ~ 8,0), complementados con
glicerol al 10 % (p/v); dividir la solucién de enzima en alicuotas de 10 pl puestas en
tubos desechables de 1,5 ml y conservarlas en congelador a -80 °C; la solucion de
enzima congelada podra utilizarse durante un méaximo de 6 meses. Cuando se utiliza, se
aflade 1 ml de medio para el ensayo de la luciferasa (RPMI-1640 con un 10 % de FBS)
a cada tubo que contiene las soluciones de enzima (solucion diluida de enzima) y se
mantiene en hielo para evitar la desactivacion.

3) Medicion de la bioluminiscencia

Descongelar el reactivo de ensayo de la luciferasa Tripluc® (Tripluc) y mantenerlo a
temperatura ambiente en un bafio de agua o al aire. Encender el lumindmetro 30 min
antes del inicio de la medicion para permitir que se estabilice el fotomultiplicador.
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Pasar 100 pul de la soluciéon diluida de enzima a una placa negra de 96 pocillos (fondo
plano) (la muestra de referencia de SLO a #B1, #B2, #B3, la muestra de referencia de
SLR a #DI1, #D2, #D3). A continuacion, pasar 100 ul de Tripluc precalentado a cada
pocillo de la placa que contiene la solucion diluida de enzima, utilizando una
micropipeta. Agitar la placa durante 10 minutos a temperatura ambiente (alrededor de
25 °C) utilizando un agitador de placas. Eliminar las eventuales burbujas que aparezcan
en las soluciones de los pocillos. Colocar la placa en el luminometro para medir la
actividad de la luciferasa. Se mide la bioluminiscencia durante 3 segundos tanto en
ausencia (FO) como en presencia (F1) del filtro optico.

Se calcula el coeficiente de transmision del filtro Optico de la manera siguiente:

Coeficiente de transmision [SLO (kOreo)] = (#B1 de F1 + #B2 de F1 + #B3 de F1) /
(#B1 de FO + #B2 de FO + #B3 de F0)

Coeficiente de transmision [SLR (kRreo)] = (#D1 de F1 + #D2 de F1 + #D3 de F1) /
(#D1 de FO + #D2 de FO + #D3 de F0)

Los factores de transmitancia calculados se utilizan para todas las mediciones
realizadas con el mismo lumindmetro.

Control de calidad del equipo

Se utilizardn los procedimientos descritos en el protocolo IL-8 (18).
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Apéndice 3.3

SUSTANCIAS UTILIZADAS PARA DEMOSTRAR LA COMPETENCIA

Antes de proceder al uso sistematico del ensayo descrito en el presente apéndice del método
B.71, los laboratorios deben demostrar su competencia técnica mediante la obtencioén con el
ensayo IL-8 Luc de la clasificacion prevista de las diez sustancias recomendadas en el
cuadro 1, y la obtencidon de valores que estén dentro del intervalo de referencia respectivo
con al menos ocho de las diez sustancias utilizadas para demostrar la competencia
(seleccionadas para representar la gama de respuestas correspondientes a los peligros de
sensibilizacion cutdnea). Otros criterios de seleccion fueron que las sustancias estén
disponibles en el mercado y que se disponga de datos de referencia in vivo de alta calidad,
asi como de datos in vitro de alta calidad obtenidos con el ensayo IL-8 Luc. Asimismo, ha
de disponerse de datos de referencia publicados sobre el ensayo IL-8 Luc (6) (1).

Cuadro 1: Sustancias recomendadas para demostrar la competencia técnica con el ensayo IL-8 Luc

Asignacion Intervalo de
Solubilidad con IL-8 referencia
Sustancias para la N° CAS Estado en Asignacion Luc? (pg/ml)®
competencia fisico X-VIVO15 in vivo! MIT con
a 20 mg/ml Cvos* IL-8
Luc’
2.4-Dinitroclorobenceno  97-00-7  Sélido Insoluble Sensibilizante Positivo 2,3-3,9 0,5-2,3
(extremo)
, Lo Sensibilizante ..
Formaldehido 50-00-0 Liquido Soluble Positivo 9-30 4-9
(fuerte)
2-Mercaptobenzotiazol 149-30- Soélido Insoluble Sensibilizante Positivo 250-290 60-250
4 (moderado)
Etilendiamina 107-15- 1 quido  Soluble ~ Sensibilizante 500700 0,1-0.4
3 (moderado)
Dimetacrilato de 97-90-5 Liquido Insoluble ~ SCMSIOMZANe pogivo 52000 0,04-0,1
etilenglicol (débil)
4-Alilanisol (estragol) 140(;67_ Liquido  Insoluble Sen?(libéﬂlif; nte Positivo >2000 0,01-0,07
Sulfato de 3810- - No .
estreptomicina 74-0 Sélido Soluble sensibilizante Negativo > 2000 > 2000
Glicerol 56-81-5 Liquido Soluble NO Negativo > 2000 > 2000
sensibilizante
P No .
Isopropanol 67-63-0  Liquido Soluble sensibilizante Negativo >2000 >2000

Abreviaturas: N° CAS = ntimero de registro del Chemical Abstracts Service.

! La potencia in vivo se obtiene con los criterios propuestos por ECETOC (19).

2 Sobre la base de los valores historicos observados (1) (6).

3 Los valores de CV05 y MIT con IL-8 Luc, Luc MIT se han calculado sobre la base de la hidrosolubilidad que da el EPI Suite™.

4CV05: Concentracion minima a la que los productos muestran un valor de Inh-GAPLA inferior a 0,05.
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3 MIT: Concentracién mas baja a la que un producto cumple los criterios positivos.
Apéndice 3.4

INDICES Y CRITERIOS DE DECISION
nILSLA (nSLO-LA)

Se mide la repeticion j (j = 1-4) de la concentracidon i (i = 0-1) en el caso de la ILSLA (SLO-
LA) y la GAPLA (SLR-LA) respectivamente. La ILSL.A normalizada, denominada nIL8LA
(nSLO-LA), se define como:

Esta es la unidad bésica de medicion de este ensayo.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

El nimero de veces que aumenta el promedio de nILSLA (nSLO-LA) en la repeticion a la
concentracion i con respecto a su valor a la concentracion 0, Ind-IL8LA, es la medida
primaria de este ensayo. Esta relacion se expresa con la siguiente formula:

Ind — ILSLA; = {(1/4) X z nIL8LAi]-} / {(1/4) X Z nIL8LAOj}
] ]

El laboratorio principal ha propuesto que un valor de 1,4 corresponde a un resultado
positivo para el producto problema. Este valor se basa en la investigacion de los datos
historicos del laboratorio principal. El equipo de gestion de datos utilizé después este valor a
través de todas las fases del estudio de validacion. El resultado primario, Ind-IL8LA, es el
cociente de dos medias aritméticas, tal como se indica en la ecuacion.

Intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 %)

Puede estimarse que el intervalo de confianza del 95 % (IC del 95 %) basado en el
cociente muestra la precision de la medida de este resultado primario. Un limite inferior del
IC del 95 % > 1 indica que la nIL8LA a la concentracion i es significativamente mayor que
la del control del disolvente. Hay varias formas de construir el IC del 95 %. Hemos utilizado
en este estudio el método conocido como teorema de Fieller. Este teorema sobre el intervalo
de intervalo de confianza del 95 % se obtiene de la siguiente formula:

—B —+VB? —4AC —B + VvB? —4AC
2A ’ 2A '

donde:
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=2 2 Sd% _ S oo _ =2 2 Sd}z’i _
A= X5 —tho7500) X Ny’ B=-2XXXy, C=¥{ —thors0) X o , Yo =4,
y1

Xo = (1/ng) x ¥;nIL8LAy;, sdf ={1/(ny — 1)} x ¥;(nIL8LA,; — xo)z,
ny =4, y; = (1 /nyi) X Z]—(nILSLAi]-), sd}z,i ={1 /(ny]- - 1)} x Zj(nILSLAij - yi)z.

t)975(v) €s el porcentil 97,5 de la distribucion t central con la v del grado de libertad, donde

_ (28 4 59 f(s8) o — (&) _
= (5 G 0= 0+ (32) - )
Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

La Inh-GAPLA es una relacion entre el promedio de la GAPLA (SLR-LA) correspondiente
a la repeticion de la concentracion i en comparacion con la del control del disolvente, y su
valor viene dado por:

Inh — GAPLA; = {(1/4) x £;GAPLA;;}/{(1/4) x ¥; GAPLA,;}.

Como la GAPLA es el denominador de la nILS8LA, un valor sumamente pequefio causa una
gran variacion en el nIL8LA. Por tanto, los valores de Ind-ILS8LA con un valor
extremadamente bajo de Inh-GAPLA (menos de 0,05) pueden considerarse de escasa
precision.
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Apéndice 3.5

ESQUEMA DE LOS METODOS DE DISOLUCION DE LOS PRODUCTOS PARA EL
ENSAYO IL-8 LUC

a) En el caso de los productos disueltos en X-VIVO™ 15 a 20 mg/ml
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Si el producto es soluble en X-VIVO™ 15
(primera tanda) Factor de dilucién de 5
20 mg/ml Solucion madre
Factor de dilucién de 2 (4 mg/ml)

aauaa&aa&aaé

1 mg/ml 4 mg/ml
2 mg/ml

‘-------------------------

l Afadir a la suspension celular en placa de 96 pocillos (50ul : 50pl)

0,5 mg/ml 2 mg/ml
1 mg/ml

0 ‘-------------------------

Determinar la concentracion mas elevada de los siguientes experimentos

10 CV05; concentracién mas baja a la que el valor de

é 28 Inh-GAPLA se hace <0,05 (concentracién de la
E('J e solucién madre x 1/ factor de dilucidn (X))
-é 24
=¥

VO%S

Concentracién final en el experimento 2°, 3%y 4°

1mg/ml 4 mg/ml

(Geessssscsssas 0,5 mg/ml 2 mg/ml

Tanda 2%, 3° 0 4°
D|qur

Control de X-VIvO™ 15 4x CV05 (4x concentracion de la

Factor de dilucion de 1,5 solucion madre x 1/X)

el e e e

Adicién a células en en placa de 96 pocillos (50l : 50pl)
2xCV05

L
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b) En el caso de los productos insolubles en X-VIVO™ 15 a 20 mg/ml

Si el producto es insoluble en X-VIVO™ 15 ot
. otary
(pl‘lmera tanda) 20 mg/m centnfugar Sobrenadante
) A dilution factor of 2 (soluuon madre)
| | ] |1 | ] | ] |1 | ] |1 | ] | ] | ]
e e ] é
x1/1024 x1/256 x1/64 X116 x1/4
0 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 x1/2

lAﬁadir a la suspension celular en placa de 96 pocillos (50ul : 50ul)

| | | | | | |
I ;l — u TEEE—— T u — u T
x1/2048 x1/512 x1/128 x1/32 x1/8 X112 o
0 x1/1024 x1/256 x1/64 x1/16 x1/4 Dilucidn final

s

é v CV05; concentracién mas baja a la que el valor de
5 . . Inh-GAPLA se hace <0,05 (concentracion de la
'é e / solucién madre x 1/ factor de dilucién (X))

Concentracion final en el experimento 2°, 3°y 4°

x1/2048 Sonakaa x118  x1/2

0 x1/1024 x116  x1/4

1/X
Tanda 2°, 3% 0 4°
DI|UII’
T 4x CV05 (4x concentracién de la |
ontrol de X- I
a Factor de dilucion de 1 5 solucién madre x 1/X)

e e e e e e e

Adicién a células en placa de 96 pocillos (50l : 50ul)

, 2xCV05
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Apéndice 3.6

ESQUEMA DEL METODO DE DISOLUCION DEL 4-NBB PARA EL TESTIGO
POSITIVO DEL ENSAYO IL-8 LUC

Testigo positivo: 4-NBB (insoluble en X-VIVO™ 15)

Factor de dilucién de 4

— —
Rotary
centrifugar Sobrenadante x1/4
20 mg/ml - 1

Dilucién por un factor de 2

b el el

Control de X-
vivo™ 15
Adicion a células en placa de 96
l pocillos (50pl : 50ul)
I | l | | | | |
Control de X- X ”55 x1/16 x”g
vivo™ 15

».
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9) En la parte C, se afiaden los siguientes capitulos:

«C.52. ENSAYO AMPLIADO DE REPRODUCCION DE MEDAKA EN UNA
GENERACION (MEOGRT)

INTRODUCCION

1.

El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo (TG) 240 de la
OCDE (2015). El ensayo ampliado de reproduccion de medaka en una generacion
(MEOGRT, Medaka Extended One Generation Test) describe un método de ensayo
completo con peces expuestos a lo largo de varias generaciones para ofrecer datos
pertinentes sobre el peligro ecoldgico y la evaluacion del riesgo de los productos, incluidos
los alteradores endocrinos sospechosos. La exposicion en el MEOGRT continta hasta la
eclosion (hasta dos semanas tras la fertilizacion, stf). Se necesitarian investigaciones
adicionales para justificar la utilidad de ampliar la generacion F2 mas alla de la eclosion;
por el momento no se dispone de informacion suficiente para establecer condiciones o
criterios pertinentes que justifiquen la ampliacion de la generacion F2. No obstante, este
método de ensayo puede actualizarse a medida que se vayan teniendo en cuenta nuevos
datos e informacion. Por ejemplo, en determinadas circunstancias (como en caso de
productos con alto potencial de bioconcentracion o indicios de efectos transgeneracionales
en otros taxones) puede ser util disponer de orientaciones sobre la ampliacion de la
generacion F2 a través de la reproduccion. Este método de ensayo puede utilizarse para
evaluar en los peces los posibles efectos cronicos de los productos, incluidos los posibles
alteradores endocrinos. El método hace hincapié principalmente en los posibles efectos
pertinentes de la poblacidén (en particular, los efectos adversos sobre la supervivencia, el
desarrollo, el crecimiento y la reproduccion) a efectos de calculo de una concentracidn sin
efecto observado (NOEC) o una concentracion con efecto (CEx), aunque hay que senalar
que los enfoques con CEx rara vez son adecuados para grandes estudios de este tipo, en los
que el aumento del nimero de concentraciones de ensayo para permitir la determinacion de
la CEx deseada puede resultar poco practico, y también puede causar problemas
importantes en materia de bienestar de los animales debido al gran numero de animales
utilizados. En el caso de los productos que no requieren evaluacion a lo largo de “varias
generaciones” o en el de los productos que no son posibles alteradores endocrinos, pueden
ser mas adecuados otros métodos de ensayo (1). El medaka japonés es la especie adecuada
para el presente método de ensayo, dado su breve ciclo de vida y la posibilidad de
determinar su sexo genético (2), que se considera un componente fundamental de este
método de ensayo. Los métodos especificos y los pardmetros de observacion detallados en
este método son aplicables al medaka japonés unicamente. Es posible adaptar otras
especies de peces pequeios (por ejemplo, el pez cebra) a un protocolo de ensayo similar.
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2. Este método de ensayo mide varios pardmetros biologicos. Se hace hincapié
principalmente en los posibles efectos adversos sobre parametros pertinentes para la
poblacion, como la supervivencia, el desarrollo macroscopico, el crecimiento y la
reproduccion. En segundo lugar, a fin de proporcionar informacion sobre el mecanismo y
establecer un vinculo entre los resultados de otros tipos de estudios de campo y de
laboratorio, cuando se dispone de pruebas a posteriori sobre un producto con posible
actividad de alteracion endocrina (por ejemplo, actividad androgénica o estrogénica en
otras pruebas y ensayos), se obtiene otra informacion util midiendo el ARNm de la
vitelogenina (vtg) (o la proteina vitelogenina, VTQG), los caracteres sexuales secundarios
(CSS) fenotipicos en relacidon con el sexo genético, y evaluando el examen histopatoldgico.
Cabe sefialar que, si un producto problema o sus metabolitos no son sospechosos de ser
alteradores endocrinos, puede que no sea necesario medir estos parametros secundarios y
entonces seria mas adecuado recurrir a estudios con un uso menos intensivo de recursos y
de animales (1). Las definiciones utilizadas en el presente método se recogen en el
apéndice 1.

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

3. Debido al nimero limitado de productos sometidos a ensayo y de laboratorios implicados
en la validacion de este ensayo, que es bastante complejo, se prevé que, cuando se
disponga de un niimero suficiente de estudios para determinar el impacto de este nuevo
disefio del estudio, se examinara el método de ensayo y, en caso necesario, se modificard a
la luz de la experiencia adquirida. Los datos pueden utilizarse al nivel 5 del marco
conceptual de la OCDE para los ensayos y la evaluacion de los alteradores endocrinos (3).
El método de ensayo comienza exponiendo el pez adulto (la generacion FO) al producto
problema durante la fase de reproduccidon. La exposicion continta a través del desarrollo y
la reproduccion de la generacion F1 y la eclosion de la generacion F2; por lo tanto, el
ensayo permite la evaluacion de las rutas endocrinas, tanto las estructurales como las que
dependen de una activacion. Al interpretar los pardmetros relacionados con el sistema
endocrino se podra adoptar un enfoque de ponderacion de las pruebas.

4. EIl ensayo debe incluir un niimero adecuado de individuos para garantizar la suficiente
potencia a efectos de la evaluacion de los parametros pertinentes para la reproduccion
(véase el apéndice 3), al tiempo que se garantiza que el nimero de animales utilizados es el
minimo necesario por razones de bienestar de los animales. Teniendo en cuenta el gran
numero de animales de ensayo utilizados, es importante considerar cuidadosamente la
necesidad de realizar el ensayo teniendo en cuenta los datos existentes, que ya pueden
contener informacion pertinente sobre muchos de los pardmetros del MEOGRT. Puede
obtenerse ayuda a este respecto en el marco de ensayos de toxicidad con peces de la OCDE

(1)
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5. El método de ensayo se ha disefiado principalmente para distinguir los efectos de una sola
sustancia. Sin embargo, si ha de realizarse el ensayo con una mezcla, hay que considerar
entonces si va a proporcionar resultados adecuados para la finalidad normativa prevista.

6. Antes de iniciar el ensayo, es importante disponer de informacion sobre las propiedades
fisicoquimicas del producto problema, en particular para permitir la obtencion de
soluciones estables del producto. También es necesario disponer de un método analitico
suficientemente sensible para verificar las concentraciones del producto problema.

PRINCIPIO DEL ENSAYO

7. Se inicia el ensayo exponiendo machos y hembras sexualmente maduros (de al menos
12 stf) que forman parejas de cria, a lo largo de 3 semanas, durante las cuales el producto
problema se distribuye en el organismo de la generacion parental (FO) segun su
comportamiento toxicocinético. Lo mas cerca posible del primer dia de la cuarta semana,
se recogen los huevos para iniciar la generacion F1. Durante la crianza de la generacion F1
(un total de 15 semanas), se evaliian la capacidad de eclosion y la supervivencia. Ademas,
se toman muestras de peces de 9-10 stf o para estudiar sus pardmetros de desarrollo, y se
evalua el desove durante tres semanas, de la semana 12 a la 14 (stf). Se inicia una
generacion F2 después de la tercera semana de evaluacion de la reproduccion y se cria
hasta la finalizacion de la eclosion.

CRITERIOS DE VALIDEZ DEL ENSAYO
8. Se aplicaran los siguientes criterios de validez del ensayo:

- La concentracion de oxigeno disuelto ha de ser > 60 % del valor de saturacion en el aire a
lo largo de todo el ensayo;

- La temperatura media del agua a lo largo de toda la duracion del estudio debe situarse
entre 24 °C y 26 °C; las eventuales desviaciones de la media en los distintos acuarios no
deben superar los 2 °C;

- La fecundidad media de los testigos en cada una de las generaciones (FO y F1) debe ser
superior a 20 huevos por pareja y dia. La fertilidad de todos los huevos producidos durante
la evaluacion debe ser superior al 80 %. Ademas, 16 de las 24 parejas de cria testigo
recomendados (> 65 %) deben producir més de 20 huevos por pareja y por dia;

- La capacidad de eclosion de los huevos debe ser > 80 % (media) en los testigos (en cada
generacion F1 y F2);
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- La supervivencia tras la eclosion hasta 3 stf'y desde 3 stf hasta la finalizacion en el caso de
la generacion F1 (es decir, 15 stf) debe ser > 80 % (media) y > 90 % (media),
respectivamente, en los testigos (F1);

- Debe disponerse de pruebas para demostrar que las concentraciones del producto
problema en la solucidon se han mantenido satisfactoriamente dentro del intervalo de
+ 20 % de la media de los valores medidos.

En cuanto a la temperatura del agua, aunque no es un criterio de validez, las réplicas de un
tratamiento no deben ser estadisticamente diferentes entre si, y los grupos de tratamiento
dentro del ensayo no deben ser estadisticamente diferentes entre si (sobre la base de las
mediciones diarias de temperatura, y excluidas las eventuales desviaciones breves).

9. Aunque puede observarse una disminucion de la reproduccion en los grupos de exposicion
mas elevada, la reproduccion, al menos en el grupo de la tercera exposiciéon mas alta y en
todos los grupos de exposicion inferior de FO, debe ser suficiente para llenar las
incubadoras de eclosion. Ademas, debe haber una adecuada supervivencia embrionaria en
el grupo de la tercera exposicion mas alta y en los grupos de exposicion inferior de F1 para
permitir la evaluacion de los parametros en el muestreo de subadultos (véanse los
puntos 36 y 38 y el apéndice 9). Ademads, debe haber al menos una supervivencia minima
tras la eclosion (~ 20 %) en el grupo de la segunda exposicion mas alta de F1. No se trata
de criterios de validez en si, sino de recomendaciones para permitir el cadlculo de NOEC
solidas.

10. Si se observa una desviacion de los criterios de validez del ensayo, se deben tener en
cuenta las consecuencias en relacion con la fiabilidad de los datos del ensayo y dichas
desviaciones y consideraciones deben incluirse en el informe del ensayo.

DESCRIPCION DEL METODO

Equipo

11. Se emplea el equipo comun de laboratorio y, en particular:

a) medidores de oxigeno y pH;
b)equipo para determinar la dureza y la alcalinidad del agua;

c¢) dispositivo adecuado de regulacion de la temperatura, con supervision preferiblemente
continua;

d)recipientes de material quimicamente inerte y con una capacidad adecuada a la carga y la
densidad de poblacion recomendadas (véase el apéndice 3);

e) una balanza suficientemente exacta (esto es, exactitud de = 0,5 mg).
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Agua

12.

Puede utilizarse para el ensayo toda agua en la que la especie de ensayo muestre unas tasas
de crecimiento y supervivencia a largo plazo adecuadas. Su calidad ha de ser constante a lo
largo de todo el ensayo. Deben tomarse muestras periddicamente para analisis con el fin de
cerciorarse de que el agua de dilucion no interfiere en los resultados del ensayo (por
ejemplo, por complejacion del producto problema) ni altera el comportamiento de los
peces reproductores. Se debe proceder a la determinacion de los metales pesados (p. ej.,
Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), de los aniones y cationes principales (p. ¢j., Ca*", Mg?', Na*, K,
CI', SO4%), plaguicidas, carbono orgéanico total y sélidos en suspension, por ejemplo cada
seis meses cuando se sepa que el agua de dilucidon es de calidad relativamente constante.
En el apéndice 2 se recogen algunas caracteristicas quimicas de un agua de dilucion
aceptable. El pH del agua debe mantenerse entre 6,5 y 8,5, si bien a lo largo de un mismo
ensayo debe permanecer en un intervalo de + 0,5 unidades de pH.

Sistema de exposicion

13.

No se especifican el disefio ni los materiales utilizados para el sistema de exposicion. Para
la construccion del sistema de ensayo debe utilizarse vidrio, acero inoxidable u otro
material quimicamente inerte que no haya sido contaminado en ensayos previos. A los
efectos del presente ensayo, un sistema de exposicion adecuado puede consistir en un
sistema de flujo continuo (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13).

Soluciones de ensayo

14.

15.

La solucion madre del producto problema debe introducirse en el sistema de exposicion
mediante una bomba adecuada. El caudal de la solucion madre debe calibrarse de acuerdo
con la confirmacion analitica de las soluciones de ensayo antes del inicio de la exposicion,
y comprobarse volumétricamente con regularidad durante el ensayo. La solucion de ensayo
en cada camara se renueva adecuadamente (por ejemplo, un minimo de 5 renovaciones y
hasta 16 renovaciones de volumen al dia o hasta 20 ml/min de flujo) en funcion de la
estabilidad del producto problema y de la calidad del agua.

Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por dilucion de una
solucion madre. La solucion madre se prepara preferentemente por simple mezcla o
agitacion del producto problema en el agua de dilucion por medios mecanicos (p. €j.,
mediante un agitador o ultrasonidos). Para lograr la concentracion adecuada de la solucion
madre pueden emplearse columnas o sistemas de saturacion o métodos de administracion
pasiva (14). Deben hacerse todos los esfuerzos posibles para evitar tener que recurrir a
disolventes o vehiculos por los siguientes motivos: 1) El uso de determinados disolventes
puede desembocar en toxicidad o en respuestas indeseables o imprevistas; 2) la
concentracion de productos problema por encima de su hidrosolubilidad (como puede
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ocurrir con frecuencia si se utilizan disolventes) puede hacer que sean inexactas las
determinaciones de las concentraciones efectivas; 3) el uso de disolventes en ensayos a
largo plazo puede dar lugar a la formacién de “biopelicula” en un grado significativo,
asociada con wuna actividad microbiana que puede afectar a las condiciones
medioambientales, asi como a la capacidad de mantener las concentraciones de exposicion,
y 4) a falta de datos histéricos que demuestren que el disolvente no influye en los
resultados del estudio, el uso de disolventes impone la realizacion de un control del
disolvente con implicaciones para el bienestar de los animales, ya que han de utilizarse
mads animales para llevar a cabo el ensayo. En caso de productos dificiles de ensayar, es
posible utilizar un disolvente como ultimo recurso, y debe consultarse el documento de
orientacion 23 de la OCDE sobre ensayos de toxicidad acuatica con sustancias y mezclas
dificiles (Guidance Document on Aquatic Toxicity Testing of Difficult Substances and
Mixtures) (15). La eleccion del disolvente debe venir determinada por las propiedades
quimicas del producto problema y por la disponibilidad de datos histdricos sobre el uso del
disolvente. Si se utilizan vehiculos disolventes, deben evaluarse controles adecuados del
disolvente ademads de los testigos sin disolventes (negativos) (Gnicamente con el agua de
dilucion). En caso de que sea inevitable la utilizacion de un disolvente, y de que se
encuentre actividad microbiana (biopelicula), se recomienda registrar/comunicar la
formacion de biopelicula por recipiente (al menos una vez por semana) a lo largo de todo
el ensayo. Lo ideal es que la concentracion de disolvente se mantenga constante en el
control del disolvente y en todos los tratamientos de ensayo. Si la concentracion del
disolvente no se mantiene constante, en el control del disolvente debe utilizarse la mayor
concentracion de disolvente que se encuentre en el tratamiento de ensayo. En los casos en
que se utilicen vehiculos disolventes, las concentraciones méaximas de disolvente no deben
superar los 100 pl/l o 100 mg/l (15), y se recomienda mantener la concentracion de
disolvente lo més baja posible (p. ej., < 20 ul/l) para evitar cualquier posible efecto del
disolvente sobre los parametros medidos (16).

Animales de experimentacion

Seleccion y mantenimiento de los peces
16. La especie estudiada es el medaka japonés (Oryzias latipes), debido a su breve ciclo de
vida y a la posibilidad de determinar su sexo genético. Aunque otras especies de peces
pequetios pueden adaptarse a un protocolo de ensayo similar, los métodos especificos y los
parametros de observacion detallados en este método de ensayo son aplicables unicamente
al medaka japonés (véase el punto 1). El medaka se induce facilmente a criar en
cautividad; existen métodos publicados para su cria (17) (18) (19), y se dispone de datos de
ensayos sobre letalidad a corto plazo, de las primeras fases de la vida y de todo el ciclo de
vida (5) (6) (8) (9) (20). Todos los peces se mantienen en un fotoperiodo de 16 h de luz y
8 h de oscuridad. Los peces se alimentan con nauplios vivos de artemia salina (Artemia
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spp.), que pueden complementarse en caso necesario con comida en copos disponible en el
comercio. Debe analizarse periddicamente la presencia de contaminantes en la comida en
copos disponible en el comercio.

En la medida en que se sigan las practicas zootécnicas adecuadas, no sera necesario un
protocolo de cultivo especifico. Por ejemplo, el medaka se puede criar en recipientes de 2 |
con 240 larvas de peces por recipiente hasta 4 stf y luego pueden criarse en recipientes de
21 con 10 peces por recipiente hasta 8 stf, en cuyo momento se pasa a parejas de cria en
recipientes de 2 1.

Aclimatacion y seleccion de los peces

18.

19.

20.

Los peces de ensayo deben seleccionarse a partir de una tinica poblacion de laboratorio que
se haya aclimatado durante al menos dos semanas antes del ensayo en condiciones de
calidad de agua e iluminacion similares a las del ensayo (Nota: Este periodo de
aclimatacion no es un periodo de exposicion previa in situ). Se recomienda que los peces
de ensayo se obtengan de un cultivo interno, ya que el transporte de peces adultos es
estresante y puede interferir con la fiabilidad del desove. Los peces deben ser alimentados
con nauplios de artemia salina dos veces al dia durante todo el periodo de mantenimiento y
durante la fase de exposicion, con el complemento, en caso necesario, de comida en copos
disponible en el comercio. Para iniciar este ensayo se considera necesario un minimo de
42 parejas de cria (54 parejas de cria si hace falta un control del disolvente debido, en
parte, a la falta de datos historicos para apoyar el uso de solo el control sin disolvente) a fin
de garantizar una replicacion adecuada. Ademads, debe verificarse que cada pareja de cria
de FO sea XX-XY (es decir, el complemento normal de los cromosomas sexuales en cada
sexo) a fin de evitar la posible inclusion de machos XX espontaneos (véase el punto 39).

Durante la fase de aclimatacion, se registrard la mortalidad entre los peces del cultivo y se
aplicaran los siguientes criterios tras un periodo de adaptacion de 48 horas:

Si la mortalidad es superior al 10 % de la poblacion del cultivo en los siete dias anteriores
a la transferencia al sistema de ensayo: se rechaza todo el lote;

Si la mortalidad est4 entre el 5 % y el 10 % de la poblacion en los siete dias anteriores a la
transferencia al sistema de ensayo: se prolonga la aclimatacion durante siete dias
adicionales al periodo de aclimatacion de 2 semanas; si durante este segundo periodo de
siete dias la mortalidad supera el 5 %, se rechaza todo el lote,

Si la mortalidad es inferior al 5 % de la poblacion en los siete dias anteriores a la
transferencia al sistema de ensayo: se acepta el lote.

Los peces no deben recibir tratamiento terapéutico alguno durante el periodo de
aclimatacion de dos semanas antes del ensayo ni durante el periodo de exposicion, y los
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tratamientos terapéuticos deben evitarse completamente si es posible. No deben utilizarse
en el estudio peces con signos clinicos de enfermedad. Debe mantenerse un registro de
observaciones y de los eventuales tratamientos profilacticos y terapéuticos durante el
periodo de cultivo anterior al ensayo.

21. La fase de exposicion debe comenzar con peces adultos con sexo genéticamente asignado y
sexualmente dimorfos, procedentes de un suministro de laboratorio de animales maduros
para la reproduccion, cultivados a 25 £ 2 °C. Los peces deben estar identificados como
reproductores acreditados (es decir, que hayan producido crias viables) durante la semana
anterior a la exposicion. En todo el grupo de peces utilizados en el ensayo, los pesos
individuales por sexo al inicio del ensayo deben mantenerse en el intervalo de + 20 % de la
media aritmética del peso del mismo sexo. Antes del ensayo debe pesarse una submuestra
de peces para calcular el peso medio. Los peces seleccionados deben ser como minimo de
12 stf, con un peso > 300 mg en el caso de las hembras y > 250 mg en el caso de los
machos.

DISENO DEL ENSAYO

Concentraciones de ensayo

22. Se recomienda utilizar cinco concentraciones del producto mas el testigo o testigos. Deben
tenerse en cuenta todas las fuentes de informacion a la hora de seleccionar el intervalo de
concentraciones de ensayo, incluidas las relaciones cuantitativas entre actividad y
estructura (QSAR), la extrapolacion a partir de anédlogos, los resultados de ensayos con
peces, como los ensayos de toxicidad aguda (capitulo C.1 del presente anexo), el ensayo de
reproduccion de peces a corto plazo (capitulo C.48 del presente anexo) y otros métodos de
ensayo como, por ejemplo, los capitulos C.15, C.37, C.41, C.47 o C.49 del presente anexo
(21) (22) (23) (24) (25) st se dispone de ellos o, en caso necesario, de un ensayo de
determinacion del intervalo, con la posible inclusion de una fase de reproduccion. Si es
necesario, el ensayo de determinacion del intervalo puede realizarse en condiciones
(calidad del agua, sistema de ensayo, carga de animales) similares a las utilizadas para el
ensayo definitivo. Si es necesario utilizar un disolvente y no se dispone de datos histéricos,
puede utilizarse el ensayo de determinacion del intervalo para identificar la idoneidad del
disolvente. La concentracion de ensayo mas elevada no debe superar la solubilidad en
agua, 10 mg/l o 1/10 de la CL50 a las 96 h (27). La concentracion mas baja debe estar
separada de la concentracién mas alta por un factor de entre 10 y 100 veces. El uso de
cinco concentraciones en este ensayo permite no solo medir las relaciones dosis-respuesta,
sino también la concentracion minima con efecto observado (LOEC) y la NOEC, que son
necesarias para la evaluacion del riesgo en algunos programas normativos o jurisdicciones.
En general, el factor de separacion entre concentraciones nominales del producto problema
entre niveles de tratamiento adyacentes es < 3,2.
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Réplicas dentro de los grupos de tratamiento y testigos

23.

24.

Debe utilizarse un minimo de seis camaras de ensayo replicadas por concentracion de
ensayo (véase el apéndice 7). Durante la fase de reproduccion (excepto la generacion FO),
la estructura de replicacion se duplica para la evaluacion de la fecundidad y cada réplica
solo tiene una pareja de cria (véase el punto 42).

Ademas de las concentraciones de ensayo, deben someterse a ensayo un testigo del agua de
diluciéon y, en caso necesario, un control del disolvente. Para garantizar una potencia
estadistica adecuada, debe utilizarse un nimero doble de camaras replicadas de los testigos
(es decir, deben utilizarse con los testigos al menos doce réplicas). Durante la fase de
reproduccidn, se duplica el nimero de réplicas de los testigos (es decir, 24 réplicas como
minimo, y cada réplica solo tiene una pareja reproductora). Tras la reproduccion, las
réplicas de los testigos no deben contener mas de 20 embriones (peces).

PROCEDIMIENTO

Inicio del ensayo

25.

26.

Los peces adultos activos en cuanto a la reproduccion utilizados para iniciar la generacion
FO del ensayo se seleccionan segin dos criterios: edad (por lo general, mas de 12 stf pero
se recomienda no superar las 16 stf) y peso (debe ser > 300 mg en las hembras y > 250 mg
en los machos).

Al inicio del ensayo se traslada una pareja macho-hembra que cumpla las especificaciones
anteriores, como pareja aparte, a cada réplica de los recipientes, es decir, a doce réplicas de
los testigos y seis réplicas de los tratamientos del producto. A estos recipientes se les
asigna al azar un tratamiento (por ejemplo, T1-T5 y testigo) y una réplica (por ejemplo, A-
L en los testigos y A-F en el tratamiento), y después se colocan en el sistema de exposicion
con el flujo adecuado a cada recipiente.

Condiciones de exposicion

27.

28.

En el apéndice 3 figura un resumen completo de los pardmetros y condiciones del ensayo.
El cumplimiento de estas especificaciones debe hacer que los peces testigo den unos
valores de los parametros similares a los que figuran en el apéndice 4.

Durante el ensayo, debe medirse el oxigeno disuelto, el pH y la temperatura en al menos un
recipiente de ensayo de cada grupo de tratamiento y el testigo. Como minimo, estas
mediciones, excepto las de la temperatura, deben efectuarse una vez por semana durante
todo el tiempo de exposicidon. La temperatura media del agua durante toda la duracion del
estudio debe situarse entre 24 °C y 26 °C a lo largo de todo el ensayo. La temperatura debe
medirse cada dia durante todo el periodo de exposicion. El pH del agua debe mantenerse
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entre 6,5 y 8,5, si bien a lo largo de un mismo ensayo debe permanecer en un intervalo de
+ 0,5 unidades de pH. Las réplicas dentro de un tratamiento no deben ser estadisticamente
diferentes entre si, y los grupos de tratamiento dentro del ensayo no deben ser
estadisticamente diferentes entre si (sobre la base de las mediciones diarias de temperatura,
y excluidas las eventuales desviaciones breves).

Duracion de la exposicion

29. El ensayo expone a peces sexualmente reproductores de la FO durante tres semanas. En la
semana 4, aproximadamente el dia 24 del ensayo, se establece la F1 y las parejas de cria de
la FO se sacrifican de forma compasiva y se registran el peso y la talla (véase el punto 34).
A ello sigue la exposicion de la generacion F1 durante 14 semanas mas (un total de
15 semanas para F1) y la de la generacion F2 durante dos semanas hasta la eclosion. La
duracion total del ensayo es en principio de 19 semanas (es decir, hasta la eclosion de la
F2). El calendario del ensayo se muestra en el cuadro 2 y se explica con mas detalle en el
apéndice 9.

Régimen de alimentacion

30. Los peces pueden alimentarse con nauplios de 24 h de edad de artemia salina (Artemia
spp.) ad libitum, complementados en caso necesario con comida en copos disponible en el
comercio. Esta comida en copos disponible en el comercio debe analizarse peridodicamente
en cuanto a la presencia de contaminantes, tales como los plaguicidas organoclorados, los
hidrocarburos aromaéticos policiclicos (HAP) o los policlorobifenilos (PCB). Debe evitarse
la comida que tenga un nivel elevado de sustancias con actividad endocrina (es decir,
fitoestrogenos) que puedan poner en peligro la respuesta del ensayo. La comida sobrante y
la materia fecal deben retirarse de los recipientes de ensayo de la forma necesaria, por
ejemplo limpiando bien el fondo de cada recipiente con un sifén. Los lados y el fondo de
cada recipiente deben limpiarse también una o dos veces por semana (por ejemplo,
raspando con una espatula). En el apéndice 5 figura un ejemplo de calendario de
alimentacion. La dosis alimentaria se basa en el nimero de peces por réplica. Por lo tanto,
la dosis alimentaria se reduce si se produce mortalidad en una réplica.

Determinacion analitica y mediciones

31. Antes de que comience el periodo de exposicion, debe garantizarse el funcionamiento
correcto del sistema de distribucion del producto. Deben estar bien establecidos todos los
métodos analiticos necesarios, incluidos los conocimientos suficientes sobre la estabilidad
del producto en el sistema de ensayo. Durante el ensayo, las concentraciones del producto
problema se determinan a intervalos apropiados, de preferencia al menos cada semana en
una réplica de cada grupo de tratamiento, rotando cada semana entre las réplicas del mismo
grupo de tratamiento.

533



32.

D060575/02

Durante el ensayo, los caudales de diluyente y de solucion madre deben comprobarse a
intervalos adecuados (por ejemplo, un minimo de tres veces por semana). Se recomienda
basar los resultados en las concentraciones medidas. Sin embargo, si la concentracion de
producto problema en la solucién se ha mantenido satisfactoriamente dentro del intervalo
de £ 20 % de la media de los valores medidos durante todo el ensayo, los resultados
pueden basarse entonces en los valores nominales o en los valores medidos. En caso de
productos que se acumulan considerablemente en los peces, las concentraciones de ensayo
pueden disminuir a medida que crecen los peces. En tales casos, se recomienda adaptar la
tasa de renovacion de la solucion de ensayo en cada cdmara para mantener la
concentracion de ensayo lo mas constante posible.

Observaciones y parametros medidos

33.

34.

Los parametros medidos incluyen la fecundidad, la fertilidad, la eclosion, el crecimiento y
la supervivencia para la evaluacion de los posibles efectos a nivel de poblacion. Los
comportamientos también deben ser objeto de observaciones diarias, y debe registrarse
todo comportamiento anomalo. Entre otros parametros sobre el mecanismo se incluyen los
niveles hepaticos de ARNm vtg o de la proteina VTG medidos con un inmunoanalisis (28),
los marcadores fenotipicos sexuales tales como las caracteristicas papilas de la aleta anal
de los machos, la evaluacion histologica del sexo gonadal y la evaluacion histopatologica
del rifion, higado y gonadas (véase la lista de parametros del cuadro 1). Todos estos
parametros especificos se evaltian en el contexto de la determinacion del sexo genético del
individuo, sobre la base de la presencia o ausencia del gen dmy, que determina el sexo
masculino del medaka (véase el punto 41). Ademas, también se evalta el tiempo hasta
desovar. Por otra parte, pueden obtenerse las proporciones simples de sexos fenotipicos a
partir de la informacion procedente de los recuentos de papilas de la aleta anal para definir
cada espécimen de medaka como fenotipicamente macho o hembra. No se espera que este
método de ensayo detecte desviaciones moderadas de la proporcion prevista de sexos, ya
que el nimero relativamente pequefio de peces por réplica no proporciona la suficiente
potencia estadistica. Asimismo, durante la evaluacion histopatologica, se evalua la gonada
y se realizan analisis mucho maés potentes para evaluar el fenotipo de las gonadas en el
contexto del sexo genético.

El objetivo principal de este método de ensayo es evaluar los posibles efectos de un
producto problema pertinentes para la poblacion. Los pardmetros sobre el mecanismo
(VTG, CSS y determinados efectos histopatologicos en las gonadas) también pueden
ayudar a determinar si algun efecto se ha mediado a través de la actividad endocrina. Sin
embargo, estos parametros sobre el mecanismo pueden verse influidos también por las
toxicidades sistémicas y de otro tipo. Por lo tanto, también puede evaluarse detalladamente
la histopatologia hepatica y renal para ayudar a comprender mejor las eventuales
respuestas en los parametros sobre el mecanismo. No obstante, si no se llevan a cabo estas
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evaluaciones detalladas, deben observarse y registrarse las anomalias macroscopicas
observadas casualmente durante la evaluacion histopatologica.

Sacrificio compasivo de los peces

35.

A la terminacion de la exposicion de las generaciones FO y F1 y cuando se submuestrean
peces subadultos, los peces deben sacrificarse compasivamente con cantidades adecuadas
de solucion anestésica (por ejemplo, metanosulfonato de tricaina, MS-222, n.°® CAS 886-
86-2, 100-500 mg/l) amortiguada con soluciéon de NaHCO; 300 mg/l (bicarbonato de
sodio, n.” CAS 144-55-8) para reducir la irritacion de las mucosas. Si los peces muestran
signos de sufrimiento considerable (que sea muy intenso, y que pueda predecirse de
manera fiable la muerte) y se consideran moribundos, los animales deben anestesiarse y
sacrificarse de forma compasiva, y estos casos deben tratarse como mortalidad a efectos
del andlisis de los datos. Cuando se sacrifica un pez debido a la morbilidad, este extremo
debe tenerse en cuenta y registrarse. En funcion del momento en que se sacrifique el pez
durante el estudio, se puede conservar el pez para llevar a cabo un andlisis histopatologico
(fijando el pez con vistas al posible estudio de su histopatologia).

Manipulacion de los huevos y larvas de los peces

Recogida de los huevos de las parejas de cria para propagar la siguiente generacion

36.

37.

La recogida de los huevos se realiza el primer dia (o los primeros dos dias, si es necesario)
de la semana de ensayo 4 para pasar de FO a F1, y de la semana de ensayo 18 para pasar de
F1 a F2. La semana de ensayo 18 corresponde a peces adultos de la generacion F1, de
15 stf (semanas tras la fertilizacion). Es importante retirar todos los huevos que haya en
cada recipiente el dia anterior a la fecha de recogida de los huevos, a fin de garantizar que
todos los huevos recogidos de una pareja de cria proceden de un solo desove. Tras el
desove, en ocasiones, el medaka hembra transporta sus huevos cerca de la cloaca hasta que
puede depositarlos en la superficie de un sustrato. Si no hay ningln sustrato presente en el
recipiente, los huevos pueden encontrarse sujetos a la hembra o al fondo del recipiente. En
funcidn de su ubicacion, los huevos se retiran cuidadosamente de la hembra o se toman con
sifon del fondo en la semana de ensayo 4 de FO y en la semana de ensayo 18 de F1. Todos
los huevos recogidos dentro de un tratamiento se ponen en comun antes de su distribucion
en camaras de incubacion.

Deben eliminarse los filamentos de huevos, que mantienen juntos los huevos desovados.
Se recogen huevos fertilizados (hasta 20) de cada pareja de cria (1 pareja por réplica), se
mezclan los de un mismo tratamiento y se distribuyen sistematicamente en camaras de
incubacion adecuadas (apéndices 6 y 7). Utilizando un microscopio de diseccion de buena
calidad, se pueden ver signos distintivos de las primeras etapas de la
fertilizacion/desarrollo, como la formacion de la membrana de fertilizacion (corion), la
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division celular en curso o la formacion de la blastula. Las cdmaras de incubacion podran
instalarse en “acuarios de incubacién” separados para cada tratamiento (en cuyo caso
deberan medirse en estos los parametros de calidad del agua y las concentraciones del
producto problema), o en el acuario paralelo en el que se incluirdn las larvas que hayan
eclosionado (por ejemplo, embriones libres). Si es necesario un segundo dia de recogida
(dia de ensayo 23), todos los huevos de ambos dias deberan mezclarse y redistribuirse
sistematicamente en cada una de las réplicas de tratamiento.

Cria de los huevos hasta la eclosion

38. Los huevos fertilizados se agitan continuamente, por ejemplo dentro de la incubadora de
huevos mediante burbujeo de aire o balanceando verticalmente la incubadora de huevos.
La mortalidad de los huevos fertilizados (embriones) se comprueba y registra diariamente.
Los huevos muertos se retiran de las incubadoras (apéndice 9). En el 7.° dia tras la
fertilizacion (dtf), la agitacion se detiene o se reduce, de modo que los huevos fertilizados
se depositen en el fondo de la incubadora. Esto fomenta la eclosién, normalmente a lo
largo de uno o dos dias mas. Respecto a cada tratamiento y cada testigo, se cuentan los
animales eclosionados (larvas jovenes, embriones libres) respecto a las réplicas mezcladas.
Los huevos fertilizados que no hayan eclosionado en un periodo del doble del dia mediano
de eclosion del testigo (normalmente 16 o 18 dtf) se consideran inviables y se desechan.

39. Se transfieren doce animales eclosionados a cada recipiente replicado. Los animales que
han eclosionado de las camaras de incubaciébn se mezclan y se distribuyen
sistematicamente entre los recipientes replicados (apéndice 7). Esto puede efectuarse
seleccionando aleatoriamente un animal eclosionado de la mezcla de tratamiento para
anadirlo de forma aleatoria a un acuario replicado. Cada uno de los recipientes debe
contener un numero igual (n = 12) de larvas eclosionadas (como maximo, 20 larvas cada
uno). Si no hay suficientes animales eclosionados como para llenar todas las réplicas de
tratamiento, se recomienda velar por que el mayor niimero posible de réplicas tenga 12 de
estos animales. Los animales eclosionados pueden manipularse de manera segura con
pipetas de vidrio de orificio grande. Los demds animales eclosionados se sacrifican de
forma compasiva con anestesia. Durante las semanas previas a la configuracion de las
parejas de cria, debe registrarse el dia en que se produzca el primer desove en cada réplica.

Configuracion de las parejas de cria

Recorte de las aletas y determinacion del sexo genotipico
40. Se determina el sexo genotipico recortando las aletas a las 9-10 stf (es decir, en la semana
de ensayo 12-13 en el caso de la generacion F1). Se anestesian todos los peces dentro de
un recipiente (utilizando métodos aprobados, por ejemplo del TACUC) y se toma una
pequefia muestra de tejido de la parte dorsal o ventral de la aleta caudal de cada pez para
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determinar el sexo genotipico del individuo (29). Los peces de una réplica pueden alojarse
en jaulas pequenas, si es posible uno por jaula, en el recipiente replicado. También es
posible mantener dos peces en cada jaula siempre que se distingan uno del otro. Un método
consiste en cortar de forma diferente la aleta caudal (por ejemplo, de uno se corta la punta
ventral y del otro la dorsal) al tomar la muestra de tejido.

41. El sexo genotipico del medaka se determina mediante la identificacion y secuenciacion de
un gen (dmy) que se encuentra en el cromosoma Y. La presencia de dmy indica un
individuo XY, sea cual sea el fenotipo, mientras que la ausencia de dmy indica un
individuo XX, sea cual sea el fenotipo (30) (31). Se extrae acido desoxirribonucleico
(ADN) de cada recorte de aleta y la presencia o ausencia de dmy puede determinarse
mediante métodos de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) (véase el apéndice 9 del
capitulo C.41 del presente anexo, o los apéndices 3 y 4 de la referencia 29).

Establecimiento de las parejas de cria

42. La informacion sobre el sexo genotipico se utiliza para establecer parejas de cria XX-XY
con independencia del fenotipo externo, que puede estar alterado por la exposicion a un
producto problema. El dia siguiente al de la determinacion del sexo genotipico de cada pez,
se seleccionan al azar dos peces XX y dos XY de cada réplica, y se establecen dos parejas
de cria XX-XY. Si una réplica no tiene dos peces XX o dos peces XY, deben obtenerse los
peces adecuados de otras réplicas dentro del tratamiento. La prioridad es tener el nimero
recomendado de parejas de cria replicadas (12) en cada tratamiento y en los testigos (24).
A la hora de establecer parejas de cria deben excluirse los peces con anormalidades
evidentes (problemas de la vejiga natatoria, malformaciones vertebrales, variaciones
extremas de tamafo, etc.). Durante la fase de reproduccion de F1, cada recipiente en
paralelo debe contener una sola pareja de cria.

Muestreo de los subadultos y evaluacion de los parametros

Muestreo de los peces no incluidos en las parejas de cria
43. Tras la configuracion de las parejas de cria, los peces no seleccionados para la
reproduccidon posterior se sacrifican de forma compasiva para la medicion de los
parametros de los subadultos en la semana de ensayo 12-13 (F1). Es muy importante que
los peces se manipulen de tal manera que pueda seguir asigndndose a cada pez el sexo
genotipico determinado para la seleccion de las parejas de cria. Todos los datos recogidos
se analizan en el contexto del sexo genotipico del pez especifico. Cada pez se utiliza para
diversas mediciones de parametros, entre las que se incluyen las siguientes: determinacion
de las tasas de supervivencia de los peces juveniles/subadultos [semanas de ensayo 7-12/13
(F1)], crecimiento de la longitud [puede medirse la longitud estandar si se ha acortado la
aleta caudal debido a un muestreo para el analisis del sexo genético; puede medirse la
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longitud total si solo se ha tomado una porcion de la aleta caudal (dorsal o ventral) en el
muestreo para detectar la presencia de dmy] y la masa corporal (es decir, peso humedo, tras
secar con material absorbente), ARNm de vtg (o0 VTG) y papilas de la aleta anal (véanse
los cuadros 1 y 2). Obsérvese que también han de medirse los pesos y longitudes de las
parejas de cria para calcular el crecimiento medio de un grupo de tratamiento.

Muestreo de los tejidos y medicion de la vitelogenina

44. El higado se diseca y se conserva a una temperatura < -70 °C hasta que se realicen las
mediciones del ARNm vzg (o de VTG). La cola de los peces, incluida la aleta anal, se
conserva en un fijador adecuado (por ejemplo, el de Davidson) o se fotografia de manera
que puedan contarse en una fecha posterior las papilas de la aleta anal. Si se desea, en ese
momento pueden muestrearse y conservarse otros tejidos (es decir, las gonadas). Debe
cuantificarse la concentracion de VTG en el higado con una técnica ELISA homologa
(véanse los procedimientos recomendados para el medaka en el apéndice 6 del
capitulo C.48 del presente anexo). Como alternativa, la EPA de EE. UU. ha establecido los
métodos para la cuantificacion del ARNm vzg, es decir, la extraccion del ARNm del gen
vtg I de una muestra de higado y la cuantificacion del nimero de copias del gen vig I (por
ng de ARNm total) mediante RCP cuantitativa (29). En lugar de determinar el nimero de
copias del gen vfg en los grupos testigo y de tratamiento, un método que consume menos
recursos y es menos dificil técnicamente es el de determinar el cambio relativo (nimero de
veces) de la expresion de veg I de los grupos testigo y de tratamiento.

Caracteristicas sexuales secundarias

45. En circunstancias normales, solo el medaka macho sexualmente maduro tiene papilas, que
se desarrollan en los segmentos de determinados radios de la aleta anal como una
caracteristica sexual secundaria, proporcionando un biomarcador potencial de los efectos
de alteracion endocrina. En el apéndice 8 figura el método de recuento de las papilas de la
aleta anal (el nimero de segmentos con papilas). También se utiliza el numero de papilas
de la aleta anal por individuo para clasificar al individuo como macho o hembra fenotipico
externamente a fin de calcular una proporcion simple de sexos por réplica. Se definen
como machos los medakas con cualquier numero de papilas superior a 0; se definen como
hembras los medakas con 0 papilas de la aleta anal.

Evaluacion de la fecundidad y de la fertilidad

46. La fecundidad y la fertilidad se evaluan en las semanas de ensayo 1 a 3 en la generacion FO
y en las semanas de ensayo 15 a 17 en la generacion F1. Se recogen diariamente los huevos
de cada pareja de cria durante 21 dias consecutivos. Cada mafiana, los huevos se retiran
suavemente de las hembras retenidas en una red y/o se toman con sifén del fondo del
acuario. Se registran diariamente tanto la fecundidad como la fertilidad de cada pareja de
cria en paralelo. La fecundidad se define como el nimero de huevos desovados y la
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fertilidad se define funcionalmente como el numero de huevos fertilizados y viables en el
momento del recuento. El recuento debe hacerse lo antes posible tras la recogida de los
huevos.

47. La fecundidad de las réplicas se registra diariamente como el nimero de huevos por pareja
de cria que se analiza mediante los procedimientos estadisticos recomendados utilizando
las medias de las réplicas. La fertilidad de las réplicas es la suma del nimero de huevos
fértiles producidos por una pareja de cria dividido por la suma del nimero de huevos
producidos por esa pareja. La fertilidad se analiza estadisticamente como una proporcion
por réplica. La capacidad de eclosion de las réplicas es el nimero de animales eclosionados
dividido por el numero de embriones cargados (normalmente 20). La capacidad de eclosion
se analiza estadisticamente como una proporcion por réplica.

Muestreo de los adultos y evaluacion de los parametros

Muestreo de los peces incluidos en las parejas de cria

48. Tras la semana de ensayo 17 (es decir, después de que se haya iniciado con éxito la
generacion F2), los adultos F1 se sacrifican de forma compasiva y se evallian diversos
parametros (véanse los cuadros 1 y 2). Se forman imagenes de la aleta anal para evaluar las
papilas de esta (véase el apéndice 8), y/o se retira la cola, inmediatamente por detras de la
cloaca, y se fija para efectuar mas tarde el recuento de las papilas. Puede tomarse una
muestra de una porcion de la aleta caudal y guardarse por el momento para la verificacion
del sexo genético (dmy), si se desea. En caso necesario, puede tomarse una muestra de
tejido para repetir el analisis de dmy a fin de verificar el sexo genético de los distintos
peces. Se abre la cavidad corporal para permitir la perfusion con fijadores adecuados (por
ejemplo, el de Davidson) antes de sumergir todo el cuerpo en el fijador. No obstante, si se
realiza una fase de permeabilizacion adecuada antes de la fijacion, no es necesario abrir la
cavidad corporal.

Histopatologia
49. Cada pez se evaltia en cuanto a la histopatologia de las gonadas (30) (29). Como se indica
en el punto 33, otros parametros sobre el mecanismo evaluados en este ensayo (es decir,
VTG, CSS y determinados efectos histopatoldgicos en las gonadas) pueden estar influidos
por la toxicidad sistémica o de otro tipo. Por lo tanto, la histopatologia hepéatica y renal
también puede evaluarse detalladamente para ayudar a comprender mejor las eventuales
respuestas en los parametros sobre el mecanismo. No obstante, si no se llevan a cabo estas
evaluaciones detalladas, deben observarse y registrarse las anomalias macroscopicas
observadas casualmente durante la evaluacion histopatologica. Puede considerarse la
“lectura descendiente” desde el grupo de tratamiento mas alto (respecto al testigo) hasta un
tratamiento sin efecto; sin embargo, se recomienda consultar las orientaciones sobre
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histopatologia (29). Por lo general, todas las muestras se tratan o se seccionan, tras lo cual
las estudia el histopatdlogo. Si se utiliza un enfoque de “lectura descendiente”, se sefiala
que la modificacion de Rao-Scott de la prueba de Cochran-Armitage por cortes (RSCABS)
se basa en la expectativa de que, a medida que aumenten los niveles de dosis, también
aumentara el impacto biologico (la patologia). Por lo tanto, se perdera potencia si
unicamente se considera una sola dosis alta sin ninguna dosis intermedia. Si no es
necesario el analisis estadistico para determinar que la dosis alta no tiene ningin efecto,
entonces puede aceptarse este enfoque. El fenotipo de las gonadas se deriva también de
esta evaluacion.

Otras observaciones

50. E1 MEOGRT proporciona datos que pueden utilizarse (por ejemplo, con un enfoque de
ponderacion de las pruebas) para evaluar simultaneamente al menos dos tipos generales de
rutas de resultados adversos (AOP) que desembocan en el deterioro de la funcion
reproductora: a) rutas con intervenciéon endocrina que implican la alteracion del eje
endocrino hipotalamo-hipoéfisis-gonadas (eje HPG), y b) rutas que provocan la reduccion
de la supervivencia, el crecimiento (longitud y peso) y la reproduccion debido a toxicidad
sin intervencion endocrina. En este ensayo también se incluyen pardmetros que se suelen
medir en ensayos de toxicidad cronica, tales como el ensayo de todo el ciclo de vida y el
ensayo de las primeras fases de la vida, y que pueden utilizarse para evaluar los peligros
que plantean los modos toxicos de accidn sin intervencion endocrina y las rutas de
toxicidad con intervencidon endocrina. Durante el ensayo, el comportamiento debe ser
objeto de observaciones diarias, y debe registrarse todo comportamiento andmalo.
Ademas, debe registrarse la eventual mortalidad y debe calcularse la supervivencia hasta el
sacrificio parcial de los peces (semana de ensayo 6/7), la supervivencia tras el sacrificio
parcial hasta el muestreo de subadultos (9-10 stf) y la supervivencia desde el
emparejamiento hasta el muestreo de peces adultos.

Cuadro 1: Resumen de los parametros del MEOGRT*

Fase de la vida Parametro Generacion
Embriones Eclosion (% y tiempo hasta la F1, F2
(2 stf) eclosion)
Juveniles Supervivencia F1
(4 stf)
Subadultos Supervivencia F1
(9 010stf) Crecimiento
(longitud y peso)
Vitelogenina

540



(ARNm o proteina)

Caracteristicas sexuales secundarias
(papilas de la aleta anal)

Proporcion externa de sexos

Tiempo hasta el primer desove

Caracteristicas sexuales secundarias
(papilas de la aleta anal)

Histopatologia
(gonadas, higado, rifiones)

Adultos Reproduccion FO, F1
(12-14 stf) (fecundidad y fertilidad)
Adultos Supervivencia F1
(15 stf) Crecimiento
(longitud y peso)

* Estos parametros deben analizarse estadisticamente.

CALENDARIO

D060575/02

51.En el cuadro 2 se muestra un calendario del MEOGRT. Este incluye 4 semanas de
exposicion para los adultos de la generacion FO y 15 semanas de exposicion para la
generacion F1, y el periodo de exposicion para la segunda generacion (F2), hasta la
eclosion (2 stf). En el apéndice 9 figura un resumen de la actividad a lo largo del

MEOGRT.
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Cuadro 2: Calendario de exposicion y de medicion de parametros del MEOGRT.

Calendario de exposicion y parametros del MEOGRT

FO 11234
F1 1123451678 9]10]11]12]13|14|15
F2 1|2
pErEEE 1|2]3]4]5]|6|7|8]9]10f11]|12]13|14|15]|16[17|18]19
lensayo
Clave de la etapa de la vida Embriones Larvas Juveniles Subadultos Adultos
Parametros
Fecundidad Fo Fi e  El disefio experimental tiene 7 grupos
. de réplicas:
Fertilidad Fo Fi .
o 5 para los tratamientos con el
Eclosion Fi F> producto problema
o 2 para los tratamientos testigo
Supervivencia Fi Fi F1 (4 si se utiliza disolvente)
Crecimiento Fo Fi F e  Diseflo dentro del grupo
- - o 12 réplicas para la
Vitelogenina Fi reproduccion, patologia de
Caracteristicas adL}lto.s y CSS (sem. lo.,a 18)
o 6 réplicas para la eclosion, la
sexuales Fi Fi . .
. supervivencia, la Vtg; y CSS y
secundarias L
crecimiento de subadultos
Histopatologia Fi (sem. 1a9)
CSS: caracteristicas sexuales secundarias;
Semanade | o 134156 f7]8|o]t0|i1]12|13]14]15]16]17[18]19[Pem semanas;
SOSIVe Vtg: vitelogenina
COMUNICACION DE DATOS
Analisis estadistico
52. Dado que se determina el sexo genotipico de todos los peces del ensayo, los datos deben
analizarse aparte por cada sexo genotipico (es decir, machos XY y hembras XX). En caso
contrario, se reducird considerablemente la potencia estadistica de cualquier andlisis. Es
preferible que los andlisis estadisticos de los datos sigan los procedimientos descritos en el
Documento de la OCDE sobre enfoques actuales del andlisis de datos de ecotoxicidad,
orientaciones sobre la aplicacion (32). El apéndice 10 proporciona mas orientaciones para
el analisis estadistico.
53. El disefio del ensayo y la seleccion de las pruebas estadisticas deben aportar una potencia

adecuada para detectar los cambios de importancia bioldgica en los parametros respecto a
los que debe comunicarse una NOEC (32). La comunicacion de las concentraciones y
parametros con efectos pertinentes puede depender del marco normativo. Debe
identificarse el cambio porcentual en cada uno de los parametros que sea importante
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detectar o estimar. El disefio experimental debe ajustarse para que esto sea posible. No es
probable que se aplique la misma variacion porcentual a todos los parametros, y tampoco
lo es que se pueda disenar un experimento factible que cumpla dichas condiciones para
todos los parametros. Por ello es importante centrarse en los pardmetros relevantes para el
experimento en cuestion a la hora de disefiarlo adecuadamente. En el apéndice 10 se ofrece
un diagrama de flujo estadistico y orientaciones para ayudar al tratamiento de los datos y a
la eleccion del ensayo o modelo estadistico mas adecuado para su utilizacion. Se podran
usar otros enfoques estadisticos, siempre que estén cientificamente justificados.

54. Sera preciso analizar las variaciones dentro de cada serie de réplicas en paralelo mediante
procedimientos de andlisis de la varianza o tablas de contingencia y se usaran suficientes
métodos de analisis estadisticos adecuados en funcion de los resultados obtenidos. Para
realizar una comparaciéon multiple entre los resultados a cada concentracién y los de los
testigos, se recomienda seguir el procedimiento de ajuste secuencial (por ejemplo, la
prueba de Jonckheere-Terpstra) en caso de respuestas continuas. Si los datos no son
coherentes con una relacion concentracion-respuesta monotona, deben utilizarse las
pruebas de Dunnett o de Dunn (tras una transformacion adecuada de los datos, si es
necesario).

55. En cuanto a la fecundidad, se efectuan diariamente recuentos de los huevos, pero pueden
analizarse como recuento de los huevos totales o como medicion repetida. En el
apéndice 10 se presentan los detalles de como se analiza este pardmetro. Con respecto a los
datos de histopatologia en forma de puntuaciones de intensidad, se ha desarrollado una
nueva prueba estadistica, la modificacion de Rao-Scott de la prueba de Cochran-Armitage
por cortes (RSCABS) (33).

56. Deberan indicarse todos los parametros observados en los tratamientos con el producto que
sean significativamente diferentes de los de los testigos adecuados.

Consideraciones relativas al analisis de los datos
Uso de niveles de tratamiento alterados

57. Hay varios factores que se tienen en cuenta a la hora de determinar si una réplica o un
tratamiento entero muestran toxicidad manifiesta y deben eliminarse del analisis. La
toxicidad manifiesta se define como una mortalidad > 4 muertes en cualquier réplica entre
3 stf y 9 stf que no se puedan explicar por un error técnico. Entre otros signos de toxicidad
manifiesta se incluyen hemorragia, comportamientos anémalos, forma anémala de nadar,
anorexia y cualquier otro signo clinico de enfermedad. En lo que respecta a los signos de
toxicidad subletales, es posible que sea necesario realizar evaluaciones cualitativas, que
siempre deben hacerse en relacion con el grupo testigo del agua de dilucidon (solo agua
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limpia). Si es evidente que hay toxicidad manifiesta en el tratamiento o tratamientos mas
altos, se recomienda proceder a la censura estadistica de dichos tratamientos en el analisis.

Controles del disolvente

58. El uso de un disolvente solo debe plantearse como ultimo recurso, una vez consideradas
todas las demas opciones de distribucion del producto. Si se utiliza un disolvente, debe
haber conjuntamente un testigo del agua de dilucién. Al finalizar el ensayo, debe
efectuarse una evaluacion de los efectos potenciales del disolvente. Esto se realiza
mediante una comparacion estadistica del grupo control del disolvente y del grupo testigo
del agua de dilucion. Los pardmetros mas pertinentes que deben tenerse en cuenta en este
analisis son los factores determinantes del crecimiento (peso), ya que pueden verse
afectados por una toxicidad generalizada. Si se detectan diferencias estadisticamente
significativas en estos parametros entre el grupo testigo del agua de dilucion y el grupo
control del disolvente, debe aplicarse el mejor juicio profesional para determinar si esta
afectada la validez del ensayo. Si los dos grupos difieren, deben compararse con el control
del disolvente los tratamientos expuestos al producto, a menos que se sepa que es
preferible la comparacion con el testigo del agua de dilucién. Si no hay diferencia
estadisticamente significativa entre los dos grupos, se recomienda comparar los
tratamientos expuestos al producto problema con los grupos reunidos (grupo control del
disolvente y grupo testigo del agua de dilucion), a menos que se sepa que es preferible la
comparacion solo con el grupo testigo del agua de dilucidon o con el grupo control del
disolvente.

Informe del ensayo

59. El informe del ensayo debe incluir lo siguiente:

Producto problema: naturaleza fisica y, en su caso, propiedades fisicoquimicas;

- Datos de identificacion quimica.
Sustancias de un solo componente:
- aspecto fisico, hidrosolubilidad y otras propiedades fisicoquimicas pertinentes;

- identificacion quimica, como nombres [UPAC o CAS, ntimero CAS, c6édigo SMILES o
InChl, formula estructural, pureza, identidad quimica de las impurezas si procede y es
viable en la préctica (incluido el contenido de carbono orgéanico, si procede).

Sustancias de componentes multiples, UVCB y mezclas:

- caracterizadas en la medida de lo posible por la identidad quimica (véase el parrafo
anterior), la cantidad en que estan presentes y las propiedades fisicoquimicas pertinentes
de sus componentes.
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Especie de ensayo:

Nombre cientifico, cepa si se conoce, fuente y método de recogida de los huevos
fertilizados y manipulaciones posteriores.

Condiciones del ensayo:

Fotoperiodo o fotoperiodos;

Disefio del ensayo (por ejemplo, tamafio, material y volumen de agua de la camara,
numero de camaras de ensayo y de réplicas, nimero de animales eclosionados por réplica);

Me¢étodo de preparacion de las soluciones madre y frecuencia de renovacion (en su caso, se
especificard el agente solubilizante empleado y su concentracion);

Meétodo de administracion del producto problema (p. ¢j., bombas, sistemas de dilucion);

Eficiencia de recuperacion del método y concentraciones nominales de ensayo, limite de
deteccion, medias de los valores medidos en los recipientes de ensayo y sus desviaciones
tipicas, método de obtencién y datos que muestren que las mediciones se refieren a las
concentraciones del producto problema en disolucion verdadera;

Caracteristicas del agua de dilucion: pH, dureza, temperatura, concentracion de oxigeno
disuelto, contenido de cloro residual (si se ha medido), carbono organico total, sélidos en
suspension (si se ha medido), salinidad del medio de ensayo (si se ha medido) y cualquier
otra medicion realizada;

Concentraciones nominales de ensayo, medias de los valores medidos y sus desviaciones
tipicas;

Calidad del agua en los recipientes de ensayo, pH, temperatura (diaria) y concentracioén de
oxigeno disuelto;

Informacion detallada de la alimentacion (por ejemplo, tipo de alimentos, procedencia,
cantidad proporcionada y frecuencia).

Resultados:

Prueba de que los testigos cumplen los criterios generales de validacion;

Datos de los grupos testigo (mas control del disolvente cuando se utilice) y de tratamiento
como se indica a continuacion, eclosion (capacidad de eclosion y tiempo hasta esta) de F1
y F2, supervivencia tras la eclosion de F1, crecimiento (longitud y peso corporal) de F1,
sexo genotipico y diferenciacion sexual (por ejemplo, caracteres sexuales secundarios
sobre la base de las papilas de la aleta anal y de la histologia de las gonadas) de F1, sexo
fenotipico de F1, caracteres sexuales secundarios (papilas de la aleta anal) de F1, ARNm
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vtg (o proteina VTG) de F1, evaluacion histopatologica (gonadas, higado y rifiones) de F1
y reproduccion (fecundidad y fertilidad) de FO y F1 (véanse los cuadros 1y 2);

- Enfoque del analisis (analisis de regresion o analisis de la varianza) y tratamiento
estadistico de los datos (pruebas y modelos estadisticos utilizados);

- Concentracion sin efecto observado (NOEC) para cada respuesta evaluada;

- Concentracion minima con efecto observado (LOEC) para cada respuesta evaluada (con
p = 0,05); CEx para cada respuesta evaluada, si procede, e intervalos de confianza (p. ej.,
del 90 % o del 95 %), asi como una representacion grafica del modelo ajustado usado para
su calculo, la pendiente de la curva de concentracién-respuesta, la formula del modelo de
regresion, los parametros estimados del modelo y sus errores tipicos;

- Eventuales desviaciones de este método de ensayo y de los criterios de aceptacion, asi
como consideracion de sus posibles consecuencias sobre el resultado del ensayo.

60. En cuanto a los resultados de las mediciones de los parametros, deben presentarse los
valores medios y sus desviaciones tipicas (tanto en relacion con las réplicas como en
relacion con las concentraciones, si es posible).
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Apéndice 1

DEFINICIONES
Producto: Sustancia o mezcla.
ELISA: Enzimoinmunoanalisis de adsorcion.
Fecundidad: Numero de huevos.
Fertilidad: Numero de huevos viables / fecundidad.

Longitud furcal (FL, fork length): Longitud desde la punta del hocico hasta la escotadura
de la aleta caudal. Se utiliza en peces en los que es dificil apreciar donde termina la columna
vertebral (www.fishbase.org).

Capacidad de eclosion: Numero de animales eclosionados / nimero de embriones cargados
en una incubadora.

TACUC: Comité¢ de Utilizacion y Cuidado de Animales en Instituciones (Institutional
Animal Care and Use Committee).

Longitud estandar (SL, standard length): Longitud de un pez medida desde la punta del
hocico hasta el extremo posterior de la ultima vértebra o hasta el extremo posterior de la
parte mediolateral de la placa hipural. Béasicamente, en esta medida se excluye la aleta
caudal (www.fishbase.org).

Longitud total (TL, total length): Longitud desde la punta del hocico hasta la punta del
l6bulo més largo de la aleta caudal, normalmente medida con los 16bulos comprimidos a lo
largo de la linea media. Se mide en linea recta, y no siguiendo la curvatura del cuerpo
(www.fishbase.org).
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Longitud estandar  _______________

Longitud furcal [

b i s e SR Longitud total,  cuecceec e cienn

Figura 1: Descripcion de las diferentes longitudes utilizadas.

CEx: Concentracion con efecto del x %; es la concentraciéon que provoca el x % de un
efecto sobre los organismos de ensayo dentro de un determinado periodo de exposicion
cuando se compara con un testigo. Por ejemplo, una CE50 es una concentracion de la que se
estima que causa un efecto sobre un parametro de ensayo en el 50 % de una poblacion
expuesta a lo largo de un determinado periodo de exposicion.

Ensayo dinamico: Ensayo con un flujo continuo de soluciones de ensayo por el sistema de
ensayo durante la duracion de la exposicion.

Eje HPG: Eje hipotalamo-hipofisis-gonadas (hypothalamic-pituitary-gonadal).
IUPAC: Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada.
Tasa de carga: Peso himedo de peces por unidad de volumen de agua.

Concentracion minima con efecto observado (LOEC): Concentracion mas baja de
producto problema con la que se observa un efecto estadistico significativo (con p <0,05)
en comparacion con el testigo. Ademas, todas las concentraciones de ensayo superiores a la
LOEC deben ejercer un efecto nocivo igual o mayor que el observado a dicha
concentracion. Si no se cumplen estas dos condiciones, es preciso dar una explicacion
completa sobre como se ha elegido la LOEC (y, por tanto, la NOEC). En los apéndices 5 y 6
se recogen las orientaciones pertinentes.

Concentracion letal mediana (CL50): Concentracion de un producto problema de la que
se estima que mata al 50 % de los organismos de ensayo durante la duracion del ensayo.

Concentracion sin efecto observado (NOEC): Concentracion de ensayo inmediatamente
inferior a la LOEC que, en comparaciéon con el testigo, no ejerce ningin efecto
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estadisticamente significativo (p < 0,05) dentro del periodo de exposicion establecido.

SMILES: Sistema Simplificado de Registro de Lineas Moleculares (Simplified Molecular
Input Line Entry Specification).

Densidad de poblacién: Numero de peces por unidad de volumen de agua.
Producto problema: Sustancia o mezcla estudiada con este método de ensayo.

UVCB: Sustancias de composicion desconocida o variable, productos complejos de
reaccion o materiales bioldgicos.

VTG: La vitelogenina es una fosfolipoglucoproteina precursora de la proteina de la yema de
huevo que normalmente se produce en las hembras sexualmente activas de todas las
especies oviparas.

STF: Semanas tras la fertilizacion.
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CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL AGUA DE DILUCION ADECUADA
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Sustancia Limite de e
concentracion
Particulas 5 mg/l
Carbono organico total 2 mg/l
Amoniaco no ionizado 1 ng/l
Cloro residual 10 pg/l
Plaguicidas organofosforados totales 50 ng/l
Plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados 50 ng/l
Cloro organico total 25 ng/l
Aluminio 1 pg/l
Arsénico 1 pg/l
Cromo 1 pg/l
Cobalto 1 pg/l
Cobre 1 pg/l
Hierro 1 pg/l
Plomo 1 pg/l
Niquel 1 pg/l
Cinc 1 pg/l
Cadmio 100 ng/1
Mercurio 100 ng/l
Plata 100 ng/l
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Apéndice 3

CONDICIONES DE ENSAYO DEL MEOGRT

1. Especie recomendada
2. Tipo de ensayo

3. Temperatura del agua

4. Calidad de la iluminacion

6. Tasa de carga

Medaka japonés (Oryzias latipes)
Dinamico continuo

La temperatura nominal de ensayo es de 25 °C. La temperatura media a
lo largo del ensayo en cada recipiente es de 24-26 °C.

Bombillas fluorescentes (amplio espectro y ~ 150 limenes/m?)
(~ 150 lux).

16 h de luz, 8 h de oscuridad

FO: 2 adultos/réplica; F1: se inicia con un maximo de 20 huevos
(embriones)/réplica, se reduce a 12 embriones/réplica en la eclosion,
después a 2 adultos (pareja de cria XX-XY) a las 9-10 stf para la fase de
reproduccion

7. Volumen minimo utilizable de 1,8 I (por ejemplo, tamafio de la caAmara de ensayo: 18 x 9 x 15 cm)

la camara de ensayo

8. Intercambios de volumen de
las soluciones de ensayo

9. Edad de los organismos de
ensayo en el momento del

inicio

10. Ntimero de organismos por
réplica

11.Nuamero de tratamientos

12. Ntamero de réplicas por
tratamiento

13. Ntumero de organismos por
ensayo

14.Régimen de alimentacion

Desde un minimo de 5 renovaciones de volumen / dia hasta
16 renovaciones de volumen / dia de volumen (o flujo de 20 ml/minuto)

FO: > 12 stf pero se recomienda no superar 16 stf

FO: 2 peces (pareja de macho y hembra); F1: Maximo 20 peces (huevos)
/ réplica (producidos a partir de parejas de cria FO y F1).

5 tratamientos con el producto problema mas el testigo o testigos
adecuados

Minimo de 6 réplicas por tratamiento con producto problema y minimo
de 12 réplicas del testigo, y del control del disolvente, si se utiliza (el
numero de réplicas se duplica dentro de la fase de reproduccion en F1).

Minimo de 84 peces en FO y 504 en F1. (Si se utiliza el control del
disolvente, entonces 108 peces en FO y 648 peces en F1). La unidad
contabilizada es el animal que ha pasado la fase de embrion libre.

Los peces se alimentan con nauplios de 24 h de edad de artemia salina
(Artemia spp.) ad libitum, complementados en caso necesario con

comida en copos disponible en el comercio (véase en el apéndice 5 un
ejemplo de programa de alimentacion para garantizar un crecimiento y
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16. Agua de dilucion

17.Periodo de exposicion

18. Parametros bioldgicos

(primarios)
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desarrollo adecuados que permitan una solida reproduccion).

Ninguna, a menos que la proporcion de oxigeno disuelto se acerque a
valores < 60 % del valor de saturacion del aire

Agua limpia superficial, de pozo o reconstituida, o agua corriente
desclorada

En principio 19 semanas (de FO a la eclosion de F2)

Capacidad de eclosion (F1 y F2); supervivencia [F1, desde la eclosion
hasta 4 stf (final de la fase de larva / comienzo de la fase de juvenil), de
4 a9 (o 10) stf (del comienzo de la fase de juvenil a la de subadulto) y
de 9 a 15 stf (de subadulto a la finalizaciéon como adulto)]; crecimiento
(F1, longitud y peso a 9 y 15 stf); caracteristicas sexuales secundarias
(F1, papilas de la aleta anal a 9 y 15 stf); vitelogenina (F1, ARNm v¢g o
proteina VTG a 15 stf); sexo fenotipico (F1, por medio de la histologia
de las gonadas a 15 stf); reproduccion (FO y F1, fecundidad y fertilidad
durante 21 dias); tiempo hasta desovar (F1); e histopatologia (F1,
gonadas, higado y rifién a 15 stf)

19. Criterios de validez del ensayo Oxigeno disuelto > 60 % del valor de saturacion del aire; temperatura

media del agua de 24-26 °C durante todo el ensayo; reproduccion con
éxito de > 65 % de las hembras del testigo o testigos; fecundidad media
diaria de > 20 huevos en el testigo o testigos; capacidad de eclosion

> 80 % (media) en los testigos (en cada generacion F1 y F2);
supervivencia después de la eclosion hasta las 3 stf de > 80 % (media) y
desde las 3 stf hasta la terminacion en cuanto a la generacion > 90 %
(media) en los testigos (F1), las concentraciones del producto problema
en la solucion deben mantenerse de forma satisfactoria dentro del
intervalo de = 20 % de la media de los valores medidos.
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Apéndice 4

ORIENTACIONES SOBRE LOS VALORES TiPICOS DE LOS TESTIGOS

Cabe senalar que estos valores de los testigos se basan en un nimero limitado de estudios de
validacion y pueden ser objeto de modificaciones a la luz de la experiencia que se vaya
adquiriendo.

Crecimiento

Se miden el peso y la longitud de todos los peces muestreados a las 9 (o 10) y 15 semanas
tras la fertilizacion (stf). Si se sigue este protocolo, se espera obtener a las 9 stf un peso
himedo de 85-145 mg en el caso de los machos y de 95-150 mg en el de las hembras. Los
pesos previstos a las 15 stf son de 250-330 mg en el caso de los machos y de 280-350 mg en
el de las hembras. Si bien pueden producirse desviaciones importantes de estos intervalos en
los distintos peces, unos pesos medios de los testigos fuera de estos intervalos,
especialmente por debajo, sugeririan problemas relacionados con la alimentacion, el control
de la temperatura, la calidad del agua, las enfermedades o cualquier combinaciéon de estos
factores.

Eclosion

En general, el éxito de la eclosion en los testigos se sitlia en torno al 90 %; sin embargo, no
es infrecuente encontrar valores tan bajos como el 80 %. Un éxito de la eclosion inferior al
75 % puede indicar una agitacion insuficiente de los huevos en desarrollo o una atencion
insuficiente a la hora de manipular los huevos, como por ejemplo cuando no se retiran a
tiempo los huevos muertos, lo que provoca una infestacion fungica.

Supervivencia

Las tasas de supervivencia hasta las 3 stf desde la eclosion y después de las 3 stf suelen ser
del 90 % o mas en los testigos, pero no son alarmantes unas tasas de supervivencia en las
fases iniciales de la vida tan bajas como el 80 % en los testigos. El encontrar en los testigos
unas tasas de supervivencia inferiores al 80 % seria motivo de preocupacion y podria indicar
una limpieza insuficiente de los acuarios, pérdida de larvas de peces por enfermedad o por
asfixia debida a los bajos niveles de oxigeno disuelto. La mortalidad también puede
producirse como resultado de lesiones producidas durante la limpieza del recipiente y por la
pérdida de larvas de peces por el desagiie del recipiente.

Gen de la vitelogenina

Si bien los niveles absolutos del gen de la vitelogenina (vtg), expresados como nimero de
copias/ng de ARNm total, pueden variar considerablemente entre los laboratorios debido a
los procedimientos o al instrumental utilizados, la proporcion de vig de las hembras testigo
debe ser aproximadamente 200 veces superior a la de los machos testigo. No es infrecuente
que esta proporcion llegue a estar entre 1 000 y 2 000 veces; sin embargo, las proporciones
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de menos de 200 veces son sospechosas y pueden indicar problemas con la contaminacion
de la muestra o problemas con el procedimiento o los reactivos utilizados.

Caracteristicas sexuales secundarias

En el caso de los machos, el intervalo normal de los caracteres sexuales secundarios,
definidos como el numero total de segmentos de los radios de la aleta anal que tienen
papilas, es de 40-80 segmentos a las 9-10 stf. Para las15 stf, el intervalo de los machos
testigo debe ser de aproximadamente 80-120, y de 0 en el caso de las hembras testigo. Por
razones desconocidas, en raras ocasiones algunos machos no tienen papilas presentes a las
9 stf pero, dado que todos los machos testigo tienen papilas a las 15 stf, lo mas probable es
que esto se deba a un retraso en el desarrollo. La presencia de papilas en las hembras testigo
indica la presencia de machos XX en la poblacion.

Machos XX

La incidencia de fondo normal de machos XX en el cultivo resulta ser de aproximadamente
un 4 % o menos a 25 °C, con una incidencia que aumenta al aumentar la temperatura. Deben
tomarse medidas para reducir al minimo la proporcion de machos XX en la poblacion.
Puesto que resulta que la incidencia de machos XX tiene un componente genético y, por
tanto, es hereditaria, vigilar la poblacion del cultivo y velar por que no se utilicen
machos XX para propagar dicha poblacion es un medio eficaz para reducir la incidencia de
machos XX en la poblacion.

Actividad de desove

La actividad de desove en las réplicas testigo debe ser objeto de seguimiento diario antes de
realizar la evaluacion de la fecundidad. Las parejas testigo pueden evaluarse visualmente de
forma cualitativa para comprobar la existencia de la actividad de desove. Para las 12-14 stf,
la mayoria de las parejas testigo deben estar desovando. Un bajo niimero de parejas
desovando en este momento indicaria posibles problemas relacionados con la salud, la
madurez o el bienestar de los peces.

Fecundidad

Los medakas con buena salud y buena alimentacion suelen desovar diariamente a las 12-
14 stf, poniendo entre 15 y 50 huevos al dia. La produccion de huevos de 16 de las
24 parejas de cria testigo recomendadas (> 65 %) debe ser de mas de 20 huevos por pareja 'y
dia, y puede llegar a unos 40 huevos al dia. Si la produccion es inferior a esta cantidad,
puede ser un signo de que las parejas de desove son inmaduras, estan desnutridas o no
tienen buena salud.

Fertilidad

La proporcion de huevos fértiles de las parejas de desove testigo se encuentra normalmente
en la zona del 90 %, no siendo raro encontrar valores en la parte media y superior de la
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banda del 90-100 %. Las tasas de fertilidad inferiores al 80 % de los huevos testigo son
sospechosas y pueden indicar que se trata de individos poco sanos o que las condiciones de
cultivo no son ideales.
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Apéndice 5

EJEMPLO DE PROGRAMA DE ALIMENTACION

En el cuadro 1 se muestra un ejemplo de programa de alimentacion para garantizar un
crecimiento y desarrollo adecuados que permitan una so6lida reproduccion. Puede aceptarse
que haya desviaciones de este programa de alimentacion, pero en tales casos se recomienda
comprobar que se han observado un crecimiento y una reproduccion aceptables. Con el fin
de seguir el programa de alimentacion propuesto, antes de comenzar el ensayo debe
determinarse el peso seco de artemia salina por volumen de suspension de artemia salina.
Para ello, se puede pesar un volumen definido de suspension de artemia salina que se haya
secado durante 24 horas a 60 °C en recipientes previamente pesados. Para tener en cuenta el
peso de las sales en la suspension, un mismo volumen de la solucién salina utilizada en la
suspension debe también secarse, pesarse y restarse del peso de la suspension de artemia
salina secada. Como alternativa, la artemia salina puede filtrarse y enjuagarse con agua
destilada antes de secarse, eliminando asi la necesidad de medir el peso de un “blanco de
sal”. Esta informacion se utiliza para poder pasar la informacion contenida en el cuadro de
peso seco de artemia salina a volumen de suspension de artemia salina que debe darse como
alimento por pez. Ademas, se recomienda pesar semanalmente partes alicuotas de la
suspension de artemia salina para comprobar que es correcto el peso seco de artemia salina
que se da como alimento.
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Cuadro 1: Ejemplo de programa de alimentacion

Tiempo (tras la eclosion)| Artemia salina (mg de peso
seco / pez / dia)
Dia 1 0,5
Dia 2 0,5
Dia3 0,6
Dia 4 0,7
Dia 5 0,8
Dia 6 1,0
Dia 7 1,3
Dia 8 1,7
Dia 9 2,2
Dia 10 2,8
Dia 11 3,5
Dia 12 4,2
Dia 13 4,5
Dia 14 4,8
Dia 15 5,2
Dias 16-21 5,6
Semana 4 7,7
Semana 5 9,0
Semana 6 11,0
Semana 7 13,5
Semana 8 - sacrificio 22.5
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Apéndice 6
EJEMPLOS DE CAMARAS DE INCUBACION DE HUEVOS

Ejemplo A

&4

T

Esta incubadora consiste en un tubo de centrifuga de cristal cortado transversalmente,
conectado mediante un manguito de acero inoxidable y mantenido en su sitio por el tapon
superior de rosca de la centrifuga. Un pequefio tubo de vidrio o acero inoxidable pasa a
través del tapon y se coloca cerca del fondo redondeado, burbujeando aire suavemente para
suspender los huevos y reducir la transmision entre huevos de infecciones por hongos
saprofitos, asi como facilitar el intercambio quimico entre la incubadora y el recipiente de
mantenimiento.

Ejemplo B
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Esta incubadora consta de un cuerpo cilindrico de vidrio (de 5 cm de diametro y 10 cm de
altura) y de malla de alambre inoxidable (0,25 ¢ y 32 mallas) que esta fijada a la parte
inferior del cuerpo con un anillo de PTFE. Se suspenden las incubadoras de la barra de
elevacion en los recipientes y se agitan verticalmente (aproximadamente 5 cm de amplitud)
en un ciclo adecuado (aproximadamente una vez cada 4 segundos) en el caso de los huevos
de medaka.
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Apéndice 7

DIAGRAMA ESQUEMATICO PARA MEZCLAR Y POBLAR LAS REPLICAS EN EL
METODO DE ENSAYO MEOGRT

Figura 1: Mezcla y repoblacion de las réplicas en el MEOGRT. La figura representa un tratamiento o
la mitad de un testigo. Debido a la mezcla, la identidad de las réplicas no se mantiene continuamente
durante todo el ensayo. Téngase en cuenta que el término «huevos» se refiere a huevos fertilizados
viables (equivalentes a embriones).

Parametros

| Eclosion | Supervivencia

Crecimiento, VTG, CSS | Reproduccion, patologia, CSS

m
o
[=]
@,
[=]
S

Fo | F,

Muestras de
ubadultos XY —
0 12 DMY f
huevos peces huevos
evaluado
XX
XY |
Muestras de XX
ubadultos XY |1
12 DMY
huevos peces evaluado XX
12 _

Muestras de XX
XY |/

ubadultos
2 DMY |es
huevos peces evaluado

XX
Mezclar M_ezclar — Mezclar
) animales XY )
huevos viables huevos viables

eclosionados,

9
. Muestras de XX .
Distribuir ubadultos xy |—{ Distribuir
° 2 DMY 0
huevos evaluado XX huevos
XY |—

Distribuir 12
Muestras de XY XX
5 ubadultos Xy 1
h DMy
uevos peces luad uevos
evaluado XX
XY

Muestras de ;: |
20 12 Ijubadultos
huevos eces DMY huevos
evaluado XX .
Xy

-
) A
y ' -

|
S|

>

c

@

<

I}

@

|
S|

Z
N

20

o

8

|
S|

>
|
J

N
S

x X x X x X x X x X x x
< X < X < X =< X =< X < X

Tratamientos y replicacion

El método de ensayo recomienda cinco tratamientos con producto problema de calidad
técnica y un testigo negativo. El nimero de réplicas por tratamiento no permanece constante
en todo el MEOGRT, y el numero de réplicas en el testigo es el doble del de cualquier
tratamiento con producto problema. En F0, cada tratamiento con producto problema tiene
seis réplicas, mientras que el testigo negativo tiene doce réplicas. Los disolventes son muy
desaconsejables y, si se utilizan, debe incluirse en el informe del MEOGRT una
justificacion tanto de la utilizacion de un disolvente como de la eleccion del disolvente
concreto. Asimismo, si se utiliza un disolvente, son necesarios dos tipos de testigos: a) un
control del disolvente, y b) un testigo negativo. Estos dos grupos testigo deben consistir
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cada uno en un conjunto completo de réplicas en todos los puntos del calendario del
MEOGRT. Durante el desarrollo del organismo de ensayo en la generacion F1 (y en la F2,
hasta la eclosion), esta estructura de las réplicas sigue siendo la misma. Sin embargo, en la
fase adulta, cuando se configuran las parejas de cria F1, lo mejor es duplicar el numero de
réplicas de parejas de cria por tratamiento; por lo tanto, hay hasta doce parejas replicadas en
cada tratamiento con producto problema y veinticuatro parejas replicadas en el grupo testigo
(y otras veinticuatro parejas replicadas en el control del disolvente, en caso necesario). La
determinacion de la eclosion de los embriones puestos por las parejas F1 se hace con la
misma estructura de réplicas que con los embriones puestos por las parejas FO, lo que
significa inicialmente seis réplicas por tratamiento con producto problema y doce réplicas
en el grupo o grupos testigo.
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Apéndice 8

RECUENTO DE LAS PAPILAS DE LA ALETA ANAL

Materiales y reactivos principales

- Microscopia de diseccion (con camara opcional adjunta)

- Fijador (por ejemplo, el de Davidson; no se recomienda el de Bouin), si no se hace el
recuento a partir de la imagen.

Procedimientos

Tras la autopsia, se toman imagenes de la aleta anal para permitir el adecuado recuento de
las papilas de la aleta anal. Aunque la toma de imégenes es el método recomendado, puede
fijarse la aleta anal con fijador de Davidson, o con otro fijador adecuado, durante
aproximadamente un minuto. Es importante mantener plana la aleta anal durante la fijacion
para facilitar el recuento de las papilas. El cuerpo con la aleta anal puede conservarse en
fijador de Davidson u otro fijador adecuado hasta que se analice. Se recuenta el nimero de
segmentos (véase la figura 1) con papilas que sobresalen del margen posterior del segmento.

Figura 1: Papilas de la aleta anal
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Apéndice 9

CALENDARIO DETALLADO DEL MEOGRT
Semanas de ensayo 1-3 (F0)

Los peces de desove de la generacion FO que cumplen los criterios de seleccion (véanse los
puntos 16-20) se exponen durante tres semanas para permitir que los gametos en desarrollo
y los tejidos de las gonadas se expongan al producto problema. Cada uno de los recipientes
replicados alberga una sola pareja de peces de cria (pareja de cria con hembra XX y
macho XY). Se recogen y recuentan los huevos desovados y se evalua su fertilidad durante
21 dias consecutivos, empezando en el dia de ensayo 1.

Semana de ensayo 4 (F0 y F1)

Es preferible que los huevos fertilizados y viables (embriones) se recojan en un solo dia; no
obstante, si no hay suficientes embriones, podran recogerse durante dos dias. Si se recogen a
lo largo de dos dias, todos los embriones incluidos dentro de los tratamientos que se hayan
obtenido el primer dia se agrupan con los recogidos el segundo dia. A continuacion, el total
de embriones agrupados de cada tratamiento se distribuye aleatoriamente por cada una de
las incubadoras replicadas en la proporcion de 20 embriones por incubadora. La mortalidad
de los huevos fertilizados (embriones) se comprueba y registra diariamente. Los huevos
muertos se retiran de las incubadoras (Ia muerte en los huevos fertilizados puede observarse,
sobre todo en las primeras fases, por una acusada pérdida de translucidez y un cambio de la
coloracion, debido a la coagulacion o la precipitacion de las proteinas, que conducen a un
aspecto blanco opaco; OCDE, 2010).

Nota: Si alguno de los tratamientos necesita un segundo dia de recogida, aunque sea uno
solo, todos los tratamientos (incluidos los testigos) deberan seguir este procedimiento. Si,
después del segundo dia de recogida, no se dispone de un niimero suficiente de embriones
dentro de un tratamiento para la carga de 20 embriones por incubadora, se reduce el nimero
de embriones cargados dentro de ese tratamiento especifico a 15 embriones por incubadora.
Si no hay suficientes embriones para cargar 15 por incubadora, se reduce el nimero de
incubadoras replicadas hasta que haya suficientes embriones para poner 15 por incubadora.
Ademas, podrian afadirse mas parejas de cria por tratamiento y testigo en FO para producir
mas huevos, a fin de alcanzar la cifra recomendada de 20 por réplica.

En el dia de ensayo 24, las parejas de cria de la FO se sacrifican de forma compasiva y se
registran el peso y la talla. Si es necesario, pueden conservarse parejas de cria de la FO
durante un periodo adicional de 1-2 dias para reiniciar F1.

Semanas de ensayo 5-6 (F1)

Uno o dos dias antes del inicio previsto de la eclosion, se detiene o reduce la agitacion de
los huevos en incubacidn para acelerar la eclosion. Segiin van eclosionando los embriones
cada dia, se agrupan por tratamiento y se distribuyen sistematicamente por cada uno de los
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recipientes replicados de larvas dentro de un tratamiento especifico con un méaximo de doce
animales eclosionados. Para ello se seleccionan aleatoriamente los animales eclosionados y
se coloca uno solo de ellos en las sucesivas réplicas de forma indiscriminada, siguiendo un
orden a lo largo de las réplicas del tratamiento especifico, hasta que todas las réplicas dentro
del tratamiento tengan doce animales eclosionados. Si no hay suficientes animales para
completar todas las réplicas, ha de asegurarse que el mayor nimero posible de réplicas tiene
doce animales para iniciar la fase F1.

Los huevos que no hayan eclosionado en un periodo del doble del dia mediano de eclosion
del testigo se consideran inviables y se desechan. Se registra el nimero de animales
eclosionados y se calcula el éxito de la eclosion (capacidad de eclosion) en cada réplica.

Semanas de ensayo 7-11 (F1)

Se comprueba y registra diariamente la supervivencia de las larvas en todas las réplicas. En
el dia de ensayo 43, se registra el nimero de peces supervivientes en cada réplica y el
nimero inicial de animales eclosionados puestos en la réplica (en principio, doce). Esto
permite calcular el porcentaje de supervivencia desde la eclosion hasta la fase de subadulto.

Semanas de ensayo (F1)

En el dia de ensayo 78-85, se toma una pequefia muestra de la aleta caudal (es decir, se
recorta un trozo de la aleta) de cada pez para determinar el sexo genotipico del individuo de
todos los peces. Esta informacion se utiliza para establecer las parejas de cria.

Dentro de los tres dias siguientes a la determinacidon del sexo genotipico de cada pez, se
establecen doce parejas de cria por tratamiento y veinticuatro parejas por cada testigo. Se
seleccionan al azar dos peces XX y XY de cada réplica y se agrupan por sexo y, a
continuacion, se seleccionan aleatoriamente para establecer una pareja de cria (es decir, una
pareja XX-XY). Se establece un minimo de doce réplicas por tratamiento con producto y un
minimo de veinticuatro réplicas por testigo con una pareja de cria por réplica. Si una réplica
no tiene dos peces XX o dos peces XY para la agrupacion, deben obtenerse peces con el
genotipo sexual adecuado a partir de otras réplicas dentro del tratamiento.

El resto de los peces (maximo de ocho peces por réplica) se sacrifican de forma compasiva
y se toman muestras en relacion con los distintos parametros de los subadultos. Se
conservan los datos dmy (XX o XY) de todas las muestras de subadultos a fin de garantizar
que todos los datos de los parametros pueden relacionarse con el sexo genético de cada pez.

Semanas de ensayo 13-14 (F1)

La exposicion continlla mientras las parejas de cria subadultas se van convirtiendo en
adultas. En el dia de ensayo 98 (es decir, el dia anterior al inicio de la recogida de los
huevos), se retiran los huevos tanto de los acuarios como de las hembras.

Semanas de ensayo 15-17 (F1)
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Se recogen diariamente los huevos desovados durante veintiin dias consecutivos en cada
réplica, y se evaluan la fecundidad y la fertilidad.

Semana de ensayo 18 (repeticion de la semana de ensayo 4) (F1y F2)

En el dia de ensayo 120, se recogen los huevos de cada recipiente de las réplicas por la
mafana. Se evaluan los huevos recogidos, y los huevos fertilizados (con los filamentos
eliminados) de cada una de las parejas de cria se agrupan por tratamiento y se distribuyen
sistematicamente por las camaras de incubacion de huevos en la proporcion de veinte
huevos fertilizados por incubadora. Las incubadoras pueden colocarse en "recipientes de
incubacion" separados que se establezcan para cada tratamiento o en el recipiente de la
réplica que contendra los animales tras la eclosion. Es preferible que los embriones se
recojan en un solo dia; no obstante, si no hay suficiente embriones, podran recogerse
durante dos dias. Si se recogen a lo largo de dos dias, todos los embriones dentro de los
tratamientos que se hayan obtenido el primer dia se agrupan con los recogidos el segundo
dia. A continuacién, el total de embriones agrupados de cada tratamiento se distribuye
aleatoriamente por cada una de las incubadoras replicadas en la proporcion de veinte
embriones por incubadora. Nota: Si alguno de los tratamientos necesita un segundo dia de
recogida, aunque sea uno solo, todos los tratamientos (incluidos los testigos) deberan seguir
este procedimiento. Si, después del segundo dia de recogida, no se dispone de un numero
suficiente de embriones dentro de un tratamiento para la carga de veinte embriones por
incubadora, el nuimero de embriones cargados dentro de ese tratamiento especifico se reduce
a quince embriones por incubadora. Si no hay suficiente embriones para cargar quince por
incubadora, se reduce el niumero de incubadoras replicadas hasta que haya suficientes
embriones para poner quince por incubadora.

En el dia de ensayo 121 (o en el dia de ensayo 122, para garantizar que la generacion F2 ha
empezado bien), las parejas de cria F1 se sacrifican de forma compasiva y se analizan en
relacion con los parametros de adultos. Si es necesario, pueden conservarse parejas de cria
F1 durante un periodo adicional de 1-2 dias para reiniciar F2.

Semanas de ensayo 19-20 (F2)

Uno a dos dias antes del inicio previsto de la eclosion, se detiene o reduce la agitacion de los
huevos en incubacion para acelerar la eclosion. Si se pone fin al ensayo con la terminacion
de la eclosion de F2, se registra cada dia el nimero de animales eclosionados, los cuales se
desechan. (Se consideran inviables los embriones que no han eclosionado después de un
periodo de incubacion prolongado, definido como el doble del dia mediano de eclosion del
testigo).
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Apéndice 10

ANALISIS ESTADISTICO

Los tipos de datos biologicos que se generan en el MEOGRT no son especificos de este vy,
salvo en el caso de los datos de histopatologia, se han elaborado muchas metodologias
estadisticas apropiadas para analizar adecuadamente datos similares en funcion de las
caracteristicas de los datos, incluida la normalidad, la homogeneidad de la varianza, si el
disefio del estudio se presta a andlisis de hipotesis o a andlisis de regresion, ensayos
paramétricos o no paramétricos, etc. En general, los andlisis estadisticos propuestos siguen
las recomendaciones de la OCDE para los datos de ecotoxicidad (OCDE 2006) y en la
figura 2 se puede ver un diagrama de flujo relativo al andlisis de datos del MEOGRT.

Se parte de la base de que, en la mayoria de los casos, los conjuntos de datos van a mostrar
respuestas monétonas. Ademads, debe considerarse la posibilidad de utilizar una prueba
estadistica unilateral frente a una prueba estadistica bilateral. A menos que exista un
razonamiento bioldgico por el que se considere inadecuada una prueba unilateral, se sugiere
utilizar estas pruebas unilaterales. Si bien en la siguiente seccidon se recomiendan
determinadas pruebas estadisticas, si se elaboran métodos estadisticos mas adecuados o mas
potentes para su aplicacion a los datos especificos generados en el MEOGRT, esas pruebas
estadisticas se utilizarian para aprovechar esas ventajas.

Los datos del MEOGRT deben analizarse por separado para cada sexo genotipico. Hay dos
estrategias para analizar los datos de peces de sexo invertido (bien machos XX o bien
hembras XY): 1) censurar todos los datos de los peces de sexo invertido en la totalidad del
ensayo, excepto la prevalencia de la inversion de sexo en cada réplica; 2) dejar en el
conjunto de datos los datos de todos los peces de sexo invertido y analizarlos sobre la base
del genotipo.

Datos de histopatologia

Los datos de histopatologia se presentan como puntuaciones de intensidad que se evaluan
utilizando un procedimiento estadistico recientemente desarrollado, la modificacion de Rao-
Scott de la prueba de Cochran-Armitage por cortes (RSCABS, Rao-Scott Cochrane-
Armitage by Slices) (Green et al., 2014). El ajuste de Rao-Scott mantiene informacion sobre
la replicacion del ensayo; el procedimiento por cortes incorpora la expectativa bioldgica de
que las puntuaciones de intensidad tienden a aumentar con el aumento de las
concentraciones de tratamiento. Para cada diagndstico, el resultado del RSCABS especifica
qué tratamientos presentan mayor prevalencia de histopatologia que los testigos, y su nivel
de intensidad asociado.

Datos de la fecundidad

Los analisis de los datos de la fecundidad consisten en una prueba de ajuste secuencial de
Jonckheere-Terpstra o de Williams para determinar los efectos del tratamiento, siempre que
los datos sean compatibles con una relacion concentracion-respuesta monoétona. Con una
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prueba de ajuste secuencial, todas las comparaciones se realizan al nivel de significacion de
0,05 y no se realiza ningun ajuste por el nimero de comparaciones realizadas. Se espera que
los datos sean compatibles con una relacion concentracion-respuesta monotona, pero esto
puede verificarse, bien mediante la inspeccion visual de los datos, bien mediante la
elaboracion de contrastes lineales y cuadraticos de medias de tratamiento tras una
transformacion ordinal por rangos de los datos. A menos que el contraste cuadratico sea
significativo y el contraste lineal no lo sea, se realiza la prueba de tendencia. De lo
contrario, se utiliza la prueba de Dunnett para determinar los efectos del tratamiento si los
datos se distribuyen normalmente con varianzas homogéneas. Si no se cumplen estos
requisitos, se utiliza la prueba de Dunn con ajuste de Bonferroni-Holm. Todas las pruebas
indicadas se realizan con independencia de cualquier prueba global F o Kruskal-Wallis. En
la referencia OCDE 2006 se ofrecen mas detalles.

Pueden utilizarse métodos alternativos, como un modelo lineal generalizado con errores de
Poisson para los recuentos de huevos (sin transformar), si estd justificado estadisticamente
(Cameron y Trividi, 2013). Si se utiliza un enfoque alternativo, se recomienda
asesoramiento estadistico.

Recuento diario de huevos dentro de una sola generacion

El modelo ANOVA viene dado por Y = Tiempo*Tiempo+Tratamiento + *Tratamiento +
Tiempo*Tratamiento  +  *Tiempo*Tratamiento, con  efectos  aleatorios de
Réplica(Generacion*Tratamiento) y Tiempo*Réplica(Tratamiento), teniendo en cuenta
componentes desiguales de la varianza de ambos tipos entre generaciones. Aqui “Tiempo”
hace referencia a la frecuencia de recuento de los huevos (por ejemplo, dia o semana). Se
trata de un analisis de medidas repetidas, con las correlaciones entre observaciones de las
mismas réplicas teniendo en cuenta el caracter de medidas repetidas de los datos.

Los principales efectos del tratamiento se prueban con la prueba de Dunnett (o Dunnet-Hsu)
que se ajusta por el nimero de comparaciones. Es necesario aplicar ajustes por el efecto
principal de la generacion o el tiempo, ya que respecto a estos dos factores no existe un
nivel de “testigo” y cada pareja de niveles es una comparacion de posible interés. En el caso
de estos dos efectos principales, si la prueba F para el efecto principal es significativa al
nivel de 0,05, las comparaciones por parejas entre niveles de ese factor pueden someterse
entonces a ensayo al nivel de 0,05 sin mas ajuste.

El modelo incluye interacciones de dos y tres factores, de modo que un efecto principal
para, por ejemplo, el tiempo, puede no ser significativo, aunque el tiempo tenga un impacto
significativo en los resultados. Asi, si una interaccion de dos o tres factores en la que
participa el tiempo es significativa al nivel de 0,05, se pueden aceptar sin mas ajuste las
comparaciones de niveles de tiempo al nivel de significacion de 0,05.

A continuacidn estan las pruebas F relativas a la significacion del tratamiento dentro del
tiempo, los llamados cortes en el cuadro de ANOVA. Si, por ejemplo, el corte para el
tratamiento dentro de F1 y el tiempo 12 es significativo al nivel de 0,05, las comparaciones
por parejas para el tratamiento dentro de F1 y el tiempo 12 pueden aceptarse sin mas ajuste
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al nivel de 0,05. Se aplican declaraciones similares a las pruebas para el tiempo dentro de F1
y el tratamiento, y para la generacion dentro del tiempo y el tratamiento.

Por ultimo, en el caso de las comparaciones no incluidas en ninguna de las categorias
anteriores, las comparaciones deben ajustarse a los valores p mediante el ajuste de
Bonferroni-Holm. Puede encontrarse mas informaciéon sobre los analisis de estos modelos
en Hocking (1985) y Hochberg y Tamhane (1987).

Como alternativa, los datos brutos se registran y se presentan en el informe del estudio
como la fecundidad (nimero de huevos) por réplica para cada dia. Debe calcularse la media
de las réplicas de los datos en bruto y después hay que aplicar una transformacion de raiz
cuadrada. Debe calcularse un ANOVA de un factor con las medias de las réplicas
transformadas, seguido de contrastes de Dunnett. También puede ser util inspeccionar
visualmente los datos de fecundidad de cada tratamiento y/o réplica con un diagrama de
dispersion que muestre los datos a lo largo del tiempo. Esto permitird una evaluacion
informal de los efectos potenciales a lo largo del tiempo.

Todos los demas datos biologicos

Los analisis estadisticos se basan en la suposicion de que, si la seleccion de las dosis es
adecuada, los datos serdn monotonos. Asi pues, se supone que los datos son mondtonos y su
monotonia se evalua formalmente mediante el uso de contrastes lineales y cuadraticos. Si
los datos son monoétonos, se recomienda una prueba de tendencia de Jonckheere-Terpstra
con las medianas de las réplicas (segin lo aconsejado en OCDE 2006). Si el contraste
cuadratico es significativo y el contraste lineal no lo es, se considera que los datos son no
monotonos.

Si los datos son no monotonos, en particular debido a la reduccion de la respuesta del
tratamiento mas elevado o de los dos tratamientos mas elevados, debe considerarse la
censura del conjunto de datos para que el andlisis se lleve a cabo sin dichos tratamientos.
Esta decision debera adoptarse con juicio profesional y todos los datos disponibles,
especialmente los datos que indiquen toxicidad manifiesta a dichos niveles de tratamiento.

Por lo que respecta al peso y la longitud, no se recomiendan transformaciones, aunque
ocasionalmente puedan ser necesarias. No obstante, se recomienda una transformacion
logaritmica para los datos de vitelogenina, una transformacion de raiz cuadrada para los
datos sobre los CSS (papilas de la aleta anal), y una transformacion arcoseno de raiz
cuadrada para los datos relativos a la proporcion de la eclosion, al porcentaje de
supervivencia, a la proporcion de sexos y al porcentaje de huevos fértiles, El tiempo hasta la
eclosion y el tiempo hasta el primer desove deben tratarse como datos de tiempo hasta un
evento, y los distintos embriones que no eclosionan en el plazo definido o las réplicas en las
que no hay desove se tratan como datos censurados por la derecha. El tiempo hasta la
eclosion debe calcularse a partir del dia mediano de eclosion de cada réplica. Estos
parametros deben analizarse utilizando un modelo de peligro proporcional de Cox de efecto
mixto.
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Los datos bioldgicos de las muestras de adultos tienen una medicion por réplica, es decir,
hay un pez XX y un pez XY por cada réplica de acuario. Por lo tanto, se recomienda
efectuar un ANOVA de un factor con las medias de las réplicas. Si se cumplen las hipotesis
del ANOVA (normalidad y homogeneidad de la varianza evaluadas con los valores
residuales del ANOVA mediante la prueba de Shapiro-Wilks y la prueba de Levene,
respectivamente), deben utilizarse contrastes de Dunnett para determinar qué tratamientos
son diferentes del testigo. Por otra parte, si no se cumplen las hipdtesis del ANOVA, debe
realizarse una prueba de Dunn para determinar qué tratamientos son diferentes del testigo.
Se recomienda un procedimiento similar para los datos en forma de porcentajes (fertilidad,
eclosion y supervivencia).

Los datos bioldgicos de las muestras de subadultos tienen de 1 a 8 mediciones por réplica,
es decir, puede haber nimeros variables de individuos que contribuyen a la media de las
réplicas respecto a cada sexo genotipico. Por lo tanto, se recomienda utilizar un modelo de
ANOVA de efecto mixto, seguido por contrastes de Dunnett, si se cumplen las hipotesis de
normalidad y homogeneidad de la varianza (con los valores residuales del ANOVA de
efecto mixto). Si no se cumplen, debe realizarse una prueba de Dunn para determinar qué
tratamientos son diferentes del testigo.

Figura 2: Diagrama de flujo de los procedimientos estadisticos recomendados para el andlisis de datos
del MEOGRT.
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C.53. ENSAYO DE CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE LARVAS DE ANFIBIOS
(LAGDA)

INTRODUCCION

1.

El presente método es equivalente a las directrices de ensayo (TG) 241 de la OCDE
(2015). La necesidad de elaborar y validar un ensayo que permita identificar y caracterizar
las consecuencias negativas de la exposicion a productos toxicos en los anfibios procede de
la preocupacion de que los niveles medioambientales de productos puedan tener efectos
adversos tanto en los seres humanos como en la vida silvestre. Las directrices de ensayo de
la OCDE sobre el ensayo de crecimiento y desarrollo de larvas de anfibios (LAGDA,
Larval Amphibian Growth and Development Assay) describen un ensayo de toxicidad con
una especie anfibia que tiene en cuenta el crecimiento y el desarrollo a partir de la
fertilizacion durante la fase temprana de juveniles. Se trata de un ensayo (normalmente de
16 semanas) que evalua el desarrollo temprano, la metamorfosis, la supervivencia, el
crecimiento y la maduracidén sexual parcial. También incluye la medicién de un conjunto
de otros parametros que permite la evaluacion diagndstica de los productos sospechosos de
alterar el sistema endocrino u otros tipos de sustancias toxicas para el desarrollo y para la
reproduccion. El método descrito en este método de ensayo procede del trabajo de
validacion con la rana africana de ufias (Xenopus laevis) por parte de la Agencia de
Proteccion del Medio Ambiente de los Estados Unidos (U.S. EPA) con apoyo de Japon (1).
Aunque otras especies anfibias pueden adaptarse a un protocolo de ensayo de crecimiento
y desarrollo con la capacidad de determinar el sexo genético como componente importante,
los métodos especificos y los parametros de observacion detallados en este método de
ensayo son aplicables Unicamente a Xenopus laevis.

El LAGDA sirve como prueba de nivel superior con anfibios para recoger informacion mas
completa sobre la relacion concentracion-respuesta en cuanto a los efectos adversos,
adecuada para su utilizacion en la identificacion y caracterizacion de los peligros, asi como
en la evaluacion del riesgo ecologico. El ensayo corresponde al nivel 4 del marco
conceptual de la OCDE para los ensayos y la evaluacion de los alteradores endocrinos, en
el que los ensayos in vivo también proporcionan datos sobre efectos adversos en relacion
con parametros pertinentes endocrinos (2). El disefio experimental general implica exponer
embriones de X. /aevis en la fase 8-10 de Nieuwkoop y Faber (NF) (3) a un minimo de
cuatro concentraciones diferentes de producto problema (por lo general espaciadas a
intervalos al menos semilogaritmicos), ademas del testigo o testigos, hasta 10 semanas
después del tiempo mediano hasta la fase NF 62 en el testigo, con una submuestra
intermedia en la fase NF 62 [< 45 dias tras la fertilizacion (dtf); normalmente unos 45 dtf].
Hay cuatro réplicas de cada concentracion de ensayo y ocho réplicas del testigo. Los
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parametros evaluados en el transcurso de la exposicion (en la submuestra intermedia y en
la muestra final al terminar el ensayo) incluyen los que son indicativos de toxicidad
generalizada, como mortalidad, comportamiento anormal y determinaciones del
crecimiento (longitud y peso), y también parametros disefiados para caracterizar modos de
accion especificos de toxicidad endocrina relacionados con procesos fisioldgicos en los
que participan estrégenos, androgenos u hormonas tiroideas. El método hace hincapié
principalmente en los posibles efectos pertinentes para la poblacion (en particular, efectos
adversos sobre la supervivencia, el desarrollo, el crecimiento y el desarrollo sexual) a fin
de calcular una concentracién sin efecto observado (NOEC) o una concentracion con
efecto del x % en el parametro medido (cambio en ese porcentaje) (CEx). Aunque hay que
senalar que los enfoques de CEx rara vez son adecuados para grandes estudios de este tipo,
en los que puede ser poco practico aumentar el numero de concentraciones de ensayo para
poder determinar la CEx deseada. También hay que sefialar que el método no cubre la fase
de reproduccion en si. Las definiciones utilizadas en el presente método se recogen en el
apéndice 1.

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES

3. Debido al nimero limitado de productos sometidos a ensayo y de laboratorios implicados
en la validacién de este ensayo, que es bastante complejo, y en particular a que la
reproducibilidad inter-laboratorios no estd documentada por ahora con datos
experimentales, se prevé que, cuando se disponga de un numero suficiente de estudios para
determinar el impacto de este nuevo disefio del estudio, se examinaran las directrices de
ensayo 241 de la OCDE vy, en caso necesario, se modificaran a la luz de la experiencia
adquirida. El LAGDA es un ensayo importante para estudiar los posibles factores del
declive de la poblacion de anfibios, al evaluar los efectos de la exposicion a los productos
durante la fase larvaria sensible, en la que los efectos sobre la supervivencia y el
desarrollo, incluido el desarrollo normal de los o¢rganos sexuales, pueden afectar
negativamente a la poblacion.

4. El objetivo del ensayo es detectar un efecto o efectos principales resultantes de
mecanismos tanto endocrinos como no endocrinos, e incluye parametros de diagndstico
que son en parte especificos de modalidades endocrinas clave. Hay que sefialar que, hasta
que se elabor6 el LAGDA, no habia ningun ensayo validado que sirviera para alcanzar este
objetivo con los anfibios.

5. Antes de iniciar el ensayo, es importante disponer de informacion sobre las propiedades
fisicoquimicas del producto problema, en particular para permitir la obtencion de
soluciones estables del producto. También es necesario disponer de un método analitico
suficientemente sensible para verificar las concentraciones del producto problema. Con
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una duracién aproximada de 16 semanas, el ensayo requiere un total de 480 animales, es
decir, embriones de X. laevis, (0 640 embriones, si se utiliza un control del disolvente) a
fin de garantizarle una potencia suficiente para la evaluacion de los parametros pertinentes
para la poblacion, como el crecimiento, el desarrollo y la maduracion sexual.

6. Antes de utilizar el método de ensayo con fines normativos en una mezcla hay que
considerar si proporcionara resultados adecuados para la finalidad normativa en cuestion.
Ademas, este ensayo no evalua directamente la fecundidad, por lo que puede no ser
aplicable para su uso en una fase mas avanzada que el nivel 4 del marco conceptual de la
OCDE para los ensayos y la evaluacion de los alteradores endocrinos.

BASE CIENTIFICA DEL METODO DE ENSAYO

7. Gran parte de nuestra comprension actual de la biologia de los anfibios se ha obtenido
utilizando la especie modelo de laboratorio, X. /laevis. Esta especie puede cultivarse
habitualmente en el laboratorio, la ovulacion puede inducirse con gonadotropina coridnica
humana (hCG) y pueden obtenerse facilmente poblaciones de animales de los criadores
comerciales.

8. Al igual que en todos los vertebrados, la reproduccion en los anfibios estd controlada por el
eje hipotalamo-hipofisis-gonadas (HPG, hypothalamic pituitary gonadal) (4). Los
estrogenos y los androgenos son mediadores de este sistema endocrino, dirigiendo el
desarrollo y la fisiologia de tejidos sexualmente dimorfos. Hay tres fases distintas en el
ciclo de vida de los anfibios en las que este eje esta especialmente activo: 1) la
diferenciacion de las gonadas durante el desarrollo de las larvas, 2) el desarrollo de los
caracteres sexuales secundarios y la maduracion de las gonadas durante la fase de
juveniles, y 3) la reproduccion funcional de los adultos. Cada una de estas tres ventanas de
desarrollo puede ser susceptible de perturbacion endocrina por algunos productos, como
los estrogenos y los androgenos, que, en ultima instancia, provocaria una pérdida de
aptitud para la reproduccion por parte de los organismos.

9. Las génadas comienzan el desarrollo en la fase NF 43, cuando se forma por primera vez la
cresta genital bipotencial. La diferenciacion de las goénadas comienza en la fase NF 52
cuando las células germinales primordiales bien migran al tejido medular (machos) o bien
permanecen en la region cortical (hembras) de las gonadas en desarrollo (3). De este
proceso de diferenciacion sexual de las gonadas de Xenopus se comunicd por primera vez
en la década de 1950 que es susceptible de sufrir alteraciones por productos (5) (6). La
exposicion de los renacuajos al estradiol durante este periodo de diferenciacién de las
gonadas conduce a la inversion de sexo de los machos que, cuando llegan a la edad adulta,
son hembras plenamente funcionales (7) (8). También es posible la inversion de sexo
funcional de las hembras, que se convierten en machos, y se ha informado de ella a raiz de

576



D060575/02

la implantacion de tejido testicular en los renacuajos (9). Sin embargo, aunque la
exposicion a un inhibidor de la aromatasa también provoca la inversion de sexo funcional
en X. tropicalis (10), no se ha demostrado que esto ocurra en X. laevis. Histéricamente, los
efectos del producto toxico sobre la diferenciacion de las gonadas se han evaluado
mediante el examen histologico de las gonadas en la metamorfosis y la inversion de sexo
solo se ha podido determinar mediante el andlisis de la proporcion de sexos. Hasta hace
poco, no habia medios para determinar directamente el sexo genético de Xenopus. Sin
embargo, el reciente establecimiento de marcadores relacionados con el sexo en X. laevis
hace posible determinar el sexo genético y permite la identificacion directa de animales
con inversion de sexo (11).

10. En los machos, el desarrollo de los juveniles va de par con un aumento de los niveles
sanguineos de testosterona, lo que provoca el desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios, asi como el de los testiculos. En las hembras, los ovarios producen estradiol,
lo que da lugar a la aparicion de vitelogenina (VTG) en el plasma y de ovocitos
vitelogénicos en los ovarios, y al desarrollo de oviductos (12). Los oviductos son
caracteres sexuales secundarios femeninos que intervienen en la maduracion de los
ovocitos durante la reproduccion. Se aplican capas de gelatina al exterior de los ovocitos
segiin van pasando por el oviducto y se recogen en el ovisaco, listos para la fertilizacion.
Se ve que el desarrollo del oviducto estd regulado por estrogenos, ya que esta
correlacionado con los niveles sanguineos de estradiol en X. laevis (13) y X. tropicalis
(12). Se ha comunicado el desarrollo de oviductos en machos tras la exposicion a
policlorobifenilos (14) y a 4-terc-octilfenol (15).

PRINCIPIO DEL ENSAYO

11. El disefio experimental implica exponer embriones de X. laevis en la fase NF 8-10 (3) por
la via del agua a cuatro concentraciones diferentes de producto problema, ademas del
testigo o testigos, hasta 10 semanas después del tiempo mediano hasta la fase NF 62 en el
testigo, con una submuestra intermedia en la fase NF 62. Aunque también cabe la
posibilidad de administrar productos muy hidréfobos por la via de los alimentos, hasta la
fecha ha habido poca experiencia con esa via de exposicion en este ensayo. Hay cuatro
réplicas de cada concentraciéon de ensayo y ocho réplicas de cada testigo. Entre los
parametros evaluados en el transcurso de la exposicion se incluyen los que indican
toxicidad generalizada [es decir, mortalidad, comportamiento anormal y determinaciones
del crecimiento (longitud y peso)], asi como parametros disefiados para caracterizar modos
de accion especificos de toxicidad endocrina relacionados con procesos fisiologicos en los
que participan estrégenos, androgenos u hormonas tiroideas [es decir, histopatologia de la
tiroides, histopatologia de las gonadas y sus conductos, desarrollo anormal, vitelogenina
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plasmatica, vitelogenina del plasma (opcional) y proporcion de  sexos
genotipicos/fenotipicos].

CRITERIOS DE VALIDEZ DEL ENSAYO

12.

13.

14.

Se aplican los siguientes criterios de validez del ensayo:

La concentracion de oxigeno disuelto ha de ser > 40 % del valor de saturacion en el aire a
lo largo de todo el ensayo;

La temperatura del agua debe estar en el intervalo de 21 °C + 1 °C y la diferencia entre
réplicas y entre tratamientos no debe superar el valor de 1,0 °C;

El pH de la solucién de ensayo debe mantenerse entre 6,5 y 8,5, y la diferencia entre
réplicas y entre tratamientos no debe ser superior a 0,5;

Debe disponerse de pruebas para demostrar que las concentraciones del producto
problema en la solucion se han mantenido satisfactoriamente dentro del intervalo de
+ 20 % de la media de los valores medidos;

La mortalidad durante el periodo de exposicion debe ser < 20 % en cada réplica de los
testigos;

La viabilidad ha de ser > 70 % en el desove elegido para iniciar el estudio;
El tiempo mediano hasta la fase NF 62 de los testigos debe ser < 45 dias;

El peso medio de los organismos de ensayo en la fase NF 62 y al final del ensayo en los
testigos y, en su caso, en los controles del disolvente debe alcanzar 1,0 £ 0,2y 11,5+3 g,
respectivamente.

Aunque no es un criterio de validez, se recomienda que se disponga para su analisis de al
menos tres niveles de tratamiento con tres réplicas no alteradas. Una mortalidad excesiva,
que altere un tratamiento, se define como > 4 muertes (> 20 %) en dos o mas réplicas que
no se puedan explicar por un error técnico. Debe disponerse para su analisis de al menos
tres niveles de tratamiento sin toxicidad manifiesta evidente. Los signos de toxicidad
manifiesta pueden incluir, entre otras cosas, flotar en la superficie, tumbarse en el fondo
del recipiente, nadar de forma invertida o irregular, dejar de subir a la superficie y no ser
sensible a estimulos, o presentar anomalias morfoldgicas (p. ej., deformidades de las
extremidades), lesiones hemorrdgicas y edema abdominal.

En caso de que se observe una desviacion de los criterios de validez del ensayo, se deben
tener en cuenta las consecuencias en relacion con la fiabilidad de los datos del ensayo y
dichas desviaciones y consideraciones deben incluirse en el informe del ensayo.
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DESCRIPCION DE LOS METODOS

Equipo

15.

Se emplea el equipo comun de laboratorio y, en particular:

a) aparatos de ajuste de la temperatura (por ejemplo, calefactores o enfriadores, ajustables a
221 £1°C);

b) termometro;

¢) microscopio de diseccion binocular y herramientas de diseccion;

d)camara digital con un minimo de 4 megapixeles de resolucion y apta para su uso en
microscopia (en caso necesario);

e) balanza analitica capaz de pesar con precision de 0,001 mg o 1 pg;
f) medidor de oxigeno disuelto y pHmetro;

g)medidor de la intensidad de la luz capaz de medir en unidades lux.

Agua

Fuente y calidad

16.

17.

Puede utilizarse cualquier agua de dilucion de la que se disponga localmente (p. ej., agua
de manantial o agua del grifo pasada por filtro de carbon) y que permita el crecimiento y el
desarrollo normales de X. laevis; debe disponerse de pruebas de crecimiento normal en esta
agua. Como la calidad del agua local puede variar considerablemente de una zona a otra,
debe analizarse, en particular si no se dispone de datos historicos sobre la adecuacidon del
agua para criar larvas de anfibios. Antes de iniciar el ensayo y/o, por ejemplo, cada seis
meses cuando se sepa que el agua de dilucion es de calidad relativamente constante, se
debe proceder a la determinacion de los metales pesados (p. ej., Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni),
de los aniones y cationes principales (p. ej., Ca*, Mg?', Na*, K*, CI', SO4*), plaguicidas,
carbono organico total y solidos en suspension. En el apéndice 2 se recogen algunas
caracteristicas quimicas de un agua de dilucion aceptable.

Concentracion de yoduro en el agua del ensayo

Con el fin de que la glandula tiroidea sintetice las hormonas tiroideas que permiten la
metamorfosis normal, es necesario que las larvas tengan acceso a suficiente yoduro
mediante una combinacion de fuentes acuosas y dietéticas. En la actualidad no existen
directrices basadas en datos empiricos sobre concentraciones minimas de yoduro en los
alimentos o en el agua para garantizar un desarrollo adecuado. No obstante, la
disponibilidad de yoduro puede afectar a la capacidad de respuesta del sistema tiroideo
ante los agentes con actividad tiroidea, y se sabe que modula la actividad basal de la
glandula tiroidea, aspecto que merece atencion a la hora de interpretar los resultados
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histopatologicos de la glandula. Segun trabajos previos, se ha visto que el comportamiento
del ensayo es adecuado cuando las concentraciones de yoduro (I") en el agua de dilucién
varian entre 0,5 y 10 ug/l. Lo ideal es que la concentraciéon minima de yoduro en el agua de
dilucion a lo largo de todo el ensayo sea de 0,5 pg/l (afiadido como sal de sodio o de
potasio). Si el agua del ensayo se ha reconstituido a partir de agua desionizada, debe
anadirse yodo a una concentracion minima de 0,5 pg/l. Deben indicarse las
concentraciones medidas de yoduro del agua del ensayo (es decir, del agua de dilucién) y
el complemento de yodo u otras sales (en su caso) anadido al agua del ensayo. El
contenido de yodo puede medirse también en los alimentos, ademds de en el agua del
ensayo.

Sistema de exposicion

18. El ensayo se ha desarrollado con un sistema de diluyente dindmico. Los componentes del
sistema que estén en contacto con el agua deben estar hechos de vidrio, acero inoxidable u
otros materiales quimicamente inertes. Los recipientes de exposicion deben ser acuarios de
vidrio o de acero inoxidable, y su volumen utilizable debe estar entre 4,0 y 10,0 1 (con una
profundidad minima del agua de 10 a 15 cm). El sistema debe ser capaz de soportar todas
las concentraciones de exposicidon, un testigo y un control del disolvente, en caso
necesario, con cuatro réplicas por tratamiento y ocho en el caso de los testigos. El caudal
de cada recipiente debe ser constante, teniendo en cuenta tanto el mantenimiento de las
condiciones bioldgicas como la exposicion al producto. Se recomienda que los caudales
sean adecuados (por ejemplo, al menos cinco renovaciones del volumen del recipiente por
dia) para evitar un descenso de la concentracion del producto por el metabolismo tanto de
los organismos de ensayo como de los microorganismos acuaticos presentes en los
acuarios o por vias abioticas de degradacion (hidrolisis, fotdlisis) o disipacion
(volatilizacion, sorcion). A los recipientes de tratamiento se les debe asignar
aleatoriamente una posicion en el sistema de exposicion para reducir los posibles efectos
posicionales, incluyendo ligeras variaciones de temperatura, intensidad de la luz, etc. Para
obtener mas informacioén sobre la configuracién de sistemas de exposicion dinamica,
consultese la Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on Test Materials with
Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians de la ASTM (16).

Distribucion del producto: preparacion de las soluciones de ensayo

19. Para realizar las soluciones de ensayo en el sistema de exposicion, la solucion del producto
problema debe administrarse al sistema de exposicion mediante una bomba adecuada u
otro aparato. El caudal de la solucion madre debe calibrarse de acuerdo con la
confirmacion analitica de las soluciones problema antes del inicio de la exposicion, y
comprobarse volumétricamente con regularidad durante el ensayo. La solucion de ensayo
de cada camara debe ser objeto como minimo de cinco renovaciones de volumen al dia.
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20. E1 método utilizado para introducir el producto problema en el sistema puede variar en

21.

funcién de sus propiedades fisicoquimicas. Por tanto, antes del ensayo debe obtenerse la
informacion de referencia sobre el producto que sea pertinente para determinar su
capacidad de someterse al ensayo. Entre la informacion util sobre las propiedades
especificas del producto problema se incluyen la formula estructural, el peso molecular, la
pureza, la estabilidad en el agua y ante la luz, el pKa y el Kow, la solubilidad en el agua
(preferiblemente en el medio de ensayo) y la presion de vapor, asi como los resultados de
un ensayo de biodegradabilidad facil [método de ensayo C.4 (17) o C.29 (18)]. La
solubilidad y la presion de vapor pueden utilizarse para calcular la constante de la ley de
Henry, que indicara si se van a producir pérdidas debido a la evaporacion del producto
problema. La realizacion de este ensayo sin la informacion indicada més arriba debe
considerarse cuidadosamente, ya que el disefio del estudio depende de las propiedades
fisicoquimicas del producto problema y, sin esos datos, los resultados del ensayo pueden
ser dificiles de interpretar o incluso carecer de sentido. Para cuantificar el producto
problema en las soluciones del ensayo, debe disponerse de un método analitico fiable, cuyo
limite de deteccion y cuya exactitud sean conocidos y se hayan comunicado. Los productos
hidrosolubles pueden disolverse en alicuotas de agua de dilucion a una concentracion que
permita su suministro a la concentracidon objetivo del ensayo en un sistema dindmico. Los
productos liquidos o solidos a temperatura ambiente y moderadamente hidrosolubles
pueden requerir el uso de una columna de saturacion liquido:liquido o liquido:soélido (por
ejemplo, columna de lana de vidrio) (19). Aunque también cabe la posibilidad de
administrar productos problema muy hidréfobos por la via de los alimentos, hasta la fecha
ha habido poca experiencia con esa via de exposicidn en este ensayo.

Las soluciones de ensayo a las concentraciones elegidas se preparan por diluciéon de una
solucion madre. La solucion madre se prepara preferiblemente por simple mezcla o
agitacion del producto problema en el agua de diluciébn con medios mecénicos (por
ejemplo, mediante un agitador o ultrasonidos). Para lograr la concentracion adecuada de la
solucion madre pueden emplearse columnas o sistemas de saturacion o métodos de
administracion pasiva (20). Lo preferible es utilizar un sistema de ensayo sin cosolventes;
sin embargo, los distintos productos problema tendran propiedades fisicoquimicas diversas
que probablemente requerirdn enfoques diferentes para la preparacion del agua de
exposicion al producto. Deben hacerse todos los esfuerzos posibles para evitar tener que
recurrir a disolventes o vehiculos: 1) el uso de determinados disolventes puede desembocar
en toxicidad o en respuestas indeseables o imprevistas; 2) la concentracion de productos
problema por encima de su hidrosolubilidad (como puede ocurrir con frecuencia si se
utilizan disolventes) puede hacer que sean inexactas las determinaciones de las
concentraciones efectivas; 3) el uso de disolventes en ensayos a largo plazo puede dar
lugar a la formacion de “biopelicula” en un grado significativo, asociada con una actividad
microbiana que puede afectar a las condiciones medioambientales, asi como a la capacidad
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de mantener las concentraciones de exposicion, y 4) a falta de datos histéricos que
demuestren que el disolvente no influye en los resultados del estudio,el uso de disolventes
impone la realizaciéon de un control del disolvente con implicaciones para el bienestar de
los animales, ya que han de utilizarse mas animales para llevar a cabo el ensayo. En caso
de productos dificiles de ensayar, es posible utilizar un disolvente como ultimo recurso, y
debe consultarse el documento de orientaciéon de la OCDE sobre ensayos de toxicidad
acuatica con sustancias y mezclas dificiles (Guidance Document on Aquatic Toxicity
Testing of Difficult Substances and Mixtures) (21). La eleccion del disolvente debe venir
determinada por las propiedades quimicas del producto problema y por la disponibilidad de
datos histdricos de testigos del disolvente. A falta de datos histéricos, debe determinarse la
idoneidad de un disolvente antes de realizar el estudio definitivo. En caso de que sea
inevitable la utilizacion de un disolvente, y de que se encuentre actividad microbiana
(biopelicula), se recomienda registrar/comunicar la formacién de biopelicula por recipiente
(al menos una vez por semana) a lo largo de todo el ensayo. Lo ideal es que la
concentracion de disolvente se mantenga constante en el control del disolvente y en todos
los tratamientos de ensayo. Si la concentracion del disolvente no se mantiene constante, en
el control de disolvente debe utilizarse la mayor concentracion de disolvente que se
encuentre en el tratamiento de ensayo. En los casos en que se utilicen vehiculos
disolventes, las concentraciones maximas de disolvente no deben superar los 100 pl/l o
100 mg/l (21), y se recomienda mantener la concentracion de disolvente lo mas baja
posible (p. ej., < 20 pl/l) para evitar cualquier posible efecto del disolvente sobre los
parametros medidos (22).

Animales de experimentacion

Especie de ensayo
22. La especie de ensayo es X. laevis por los siguientes motivos: 1) se cultiva habitualmente en
laboratorios de todo el mundo, 2) puede obtenerse facilmente a través de proveedores
comerciales y 3) es posible determinar su sexo genético.

Cria y cuidado de los adultos

23.La cria y el cuidado de X. laevis se describen en unas directrices normalizadas (23). El
alojamiento y el cuidado de X. laevis los describe también Read (24). Para inducir la
reproduccion, de tres a cinco parejas de hembras y machos adultos reciben por inyeccion
intraperitoneal gonadotropina coriénica humana (hCG). Se administran a especimenes
femeninos y masculinos, por ejemplo, unas 800-1 000 UI y 500-800 UI, respectivamente,
de hCG disuelta en solucion salina al 0,6-0,9 % (o en solucidon de Ringer para ranas, que es
una solucion salina isotonica para uso con anfibios;
www.hermes.mbl.edu/biologicalbulletin/compendium/comp-RGR.html). Los volimenes
de inyeccion deben ser de aproximadamente 10 pl/g de peso corporal (~ 1 000 pl). A
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continuacion, las parejas de cria se mantienen en grandes recipientes, sin alteraciones y en
condiciones estaticas con el objeto de fomentar el amplexo. El fondo de cada recipiente de
cria debe tener un fondo falso de malla de acero inoxidable (p. ej., aberturas de 1,25 cm)
que permita que los huevos caigan al fondo del recipiente. Normalmente, las ranas a las
que se haya inyectado la hCG a tultima hora de la tarde depositaran la mayor parte de sus
huevos a media manana del dia siguiente. Cuando se haya liberado y fertilizado una
cantidad suficiente de huevos, deben retirarse los adultos de los recipientes de cria. A
continuacion, se recogen los huevos y se eliminan las capas de gelatina mediante
tratamiento con L-cisteina (23). Hay que preparar una solucion de L-cisteina al 2 % y
ajustar su pH a 8,1 con NaOH 1 M. Esta solucién a 21 °C se afiade a un Erlenmeyer de
500 ml que contiene los huevos de un unico desove y se agita moviendo suavemente de
forma circular el recipiente durante uno o dos minutos y a continuacion se enjuaga a fondo
entre 6 y 8 veces con agua de cultivo a 21 °C. A continuacion, se transfieren los huevos a
un cristalizador y se determina si su viabilidad es > 70 % con anomalias minimas en los
embriones que muestran division celular.

DISENO DEL ENSAYO

Concentraciones de ensayo

24.

25.

Se recomienda utilizar un minimo de cuatro concentraciones del producto y los testigos
adecuados (incluidos los controles del disolvente, en caso necesario). En general, se
recomienda espaciar las concentraciones con un factor de separacion inferior o igual a 3,2.

A efectos del presente ensayo, los resultados de los estudios existentes con anfibios deben
utilizarse, en la medida de lo posible, para determinar la mayor concentracion de ensayo a
fin de evitar concentraciones manifiestamente toxicas. Puede contribuir a establecer esta
concentracion la informacion procedente de, por ejemplo, las relaciones cuantitativas
estructura/actividad, la extrapolacion y los datos de estudios existentes con anfibios, como
el ensayo sobre metamorfosis de anfibios [método de ensayo C.38 (25)] y el ensayo de
teratogénesis con embriones de rana - Xenopus (23), y/o ensayos con peces, como los
métodos de ensayo C.48, C.41 y C.49 (26) (27) (28). Antes de la realizacion del LAGDA
puede llevarse a cabo un experimento de determinacion del intervalo. Se recomienda que la
exposicion para determinar el intervalo se inicie en el plazo de 24 horas desde la
fertilizacion y se continue durante 7-14 dias (o mads, si es necesario), y que las
concentraciones de ensayo se fijen de tal manera que la separacion entre ellas no sea
superior a un factor de 10. Los resultados del experimento de determinacion del intervalo
deben servir para fijar la concentracion de ensayo mas elevada en el LAGDA. Téngase en
cuenta que, si hay que utilizar un disolvente, la idoneidad del disolvente (es decir, si puede
afectar al resultado del estudio) podria determinarse como parte del estudio de
determinacion del intervalo.
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Réplicas dentro de los grupos de tratamiento y testigos

26.

Debe utilizarse un minimo de cuatro recipientes replicados por concentracion de ensayo y
un minimo de ocho réplicas de los testigos (y el control del disolvente, en caso necesario)
(es decir, el nimero de réplicas de los testigos y del eventual control del disolvente debe
ser el doble del numero de réplicas de cada grupo de tratamiento, con el fin de garantizar
una potencia estadistica adecuada). Cada réplica debe contener un maximo de 20 animales.
El nimero minimo de animales manejados seria de 15 (5 para la submuestra de la fase
NF 62 y 10 juveniles). No obstante, se afiaden animales adicionales a cada réplica para
tener en cuenta la posibilidad de mortalidad, manteniendo al mismo tiempo el numero
critico de 15.

PROCEDIMIENTO

Resumen del procedimiento

27.

El ensayo se inicia con embriones recién desovados (fase NF 8-10) y contintia en la fase de
desarrollo de los juveniles. Los animales se examinan diariamente para observar si hay
mortalidad y signos de comportamiento anémalo. En la fase NF 62 se recoge una
submuestra de larvas (de hasta 5 animales por réplica) y se examinan varios parametros
(cuadro 1). Después de que todos los animales hayan alcanzado la fase NF 66, es decir, la
finalizacion de la metamorfosis (o 70 dias después de la iniciacion del ensayo, si esta fecha
es anterior), se hace un sacrificio parcial al azar (pero sin submuestreo) para reducir el
numero de animales (10 por recipiente) (véase el punto 43), y los demés animales siguen
adelante con la exposicion hasta 10 semanas después del tiempo mediano hasta la fase
NF 62 del testigo. A la terminacion del ensayo (muestreo de juveniles) se efectiian
mediciones adicionales (cuadro 1).

Condiciones de exposicion

28.

29.

En el apéndice 3 figura un resumen completo de los parametros del ensayo. Durante el
periodo de exposicion, deben medirse diariamente el oxigeno disuelto, la temperatura y el
pH de las soluciones de ensayo. La conductividad, la alcalinidad y la dureza se miden una
vez al mes. En cuanto a la temperatura del agua de las soluciones de ensayo, las diferencias
entre réplicas y entre tratamientos (dentro del mismo dia) no deben superar el valor de
1,0 °C. Asimismo, en cuanto al pH de las soluciones de ensayo, las diferencias entre
réplicas y entre tratamientos no deben ser superiores a 0,5.

De los recipientes de exposicion se pueden retirar cada dia mediante un sifon los alimentos
no consumidos y los productos residuales, teniendo cuidado de evitar la contaminacion
cruzada de los recipientes. Debe procurarse reducir al minimo el estrés y los traumatismos
causados a los animales, en particular durante los traslados, la limpieza de los acuarios y la
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manipulacién. Deben evitarse las condiciones o actividades estresantes, como el ruido
fuerte o incesante, los golpes en los acuarios y las vibraciones en los recipientes.

Duracion de la exposicion al producto problema

30. La exposicion se inicia con embriones recién desovados (fase NF 8-10) y contintia hasta
diez semanas después del tiempo mediano hasta la fase NF 62 (<45 dias desde el inicio del
ensayo) en el grupo testigo. En general, la duraciéon del LAGDA es de 16 semanas
(17 semanas como maximo).

Inicio del ensayo

31. Los animales parentales utilizados para el inicio del ensayo deberdn haber demostrado
previamente que consiguen descendientes cuyo sexo puede ser genéticamente asignado
(apéndice 5). Después de que los adultos hayan desovado, los embriones se recogen, se
tratan con cisteina para eliminar la capa de gelatina y se someten a cribado segun su
viabilidad (23). El tratamiento con cisteina permite que los embriones sean manipulados
durante el cribado sin adherirse a las superficies. El cribado se lleva a cabo bajo un
microscopio de diseccion, utilizando una pipeta de tamafio adecuado para retirar los
embriones inviables. Es preferible utilizar para el ensayo un unico desove que dé lugar a
una viabilidad superior al 70 %. Los embriones en la fase NF 8-10 se distribuyen
aleatoriamente en recipientes de tratamiento de exposicién que contengan un volumen
adecuado de agua de dilucién hasta que cada recipiente contenga 20 embriones. Los
embriones deben tratarse con cuidado durante este traslado para minimizar el estrés por
manipulacién y evitar lesiones. Al cabo de 96 horas después de la fertilizacion, los
renacuajos deben haber subido por la columna de agua y comenzado a pegarse a los
laterales del recipiente.

Régimen de alimentacion

32. El cambio del tipo y de la dosis de la alimentacion durante las diferentes etapas de la vida
de X laevis es un aspecto muy importante del protocolo del LAGDA. Una alimentacion
excesiva durante la fase larvaria suele dar lugar a un aumento de la incidencia de escoliosis
y de su gravedad (apéndice 8), y debe evitarse. Por el contrario, una alimentacion
inadecuada durante la fase larvaria da lugar a unas tasas de desarrollo muy variables entre
los testigos, lo que podria poner en peligro la potencia estadistica o confundir los
resultados de los ensayos. En el apéndice 4 se facilitan la dieta recomendada y los
regimenes alimentarios para X. laevis en condiciones dindmicas, pero son admisibles otras
posibilidades siempre que los organismos de ensayo crezcan y se desarrollen de forma
satisfactoria. Es importante sefalar que, si se miden parametros especificos del sistema
endocrino, los alimentos deben estar exentos de sustancias activas sobre este sistema,
como es la harina de soja.
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Alimentacion de las larvas

33. La dieta recomendada para las larvas consiste en alimento inicial para truchas, discos del
alga Spirulina y copos para peces de colores (por ejemplo, TetraFin®, de Tetra, Alemania)
mezclados en agua de cultivo (o de dilucion). Esta mezcla se administra tres veces al dia en
dias laborables y una vez al dia los fines de semana. Los renacuajos también se alimentan
con nauplios de 24 h de edad de artemia salina, Artemia spp., dos veces al dia en dias
laborables y una vez al dia en los fines de semana, a partir del dia 8 tras la fertilizacion. La
alimentacion de las larvas, que debe ser la misma en cada recipiente de ensayo, ha de
permitir un crecimiento y un desarrollo adecuados de los animales de ensayo, a fin de
garantizar la reproducibilidad y transferibilidad de los resultados del ensayo: 1) el tiempo
mediano hasta la fase NF 62 en los testigos debe ser < 45 dias y 2) es recomendable un
peso medio de 1,0 £ 0,2 g en la fase NF 62 en los testigos.

Alimentacion de los juveniles

34. Una vez que se haya completado la metamorfosis, el régimen de alimentacion consiste en
comida sumergible de alta calidad para ranas, por ejemplo Sinking Frog Food -3/32
(Xenopus Express, Florida, EE. UU.). En el caso de las ranas jovenes (fases tempranas de
juveniles), los copos se pasan brevemente por un molinillo de café o batidora, o se trituran
en un mortero para reducir su tamafo. Una vez que los juveniles son lo suficientemente
grandes para consumir copos enteros, ya deja de ser necesario triturarlos o molerlos. Los
animales deben recibir el alimento una vez al dia. La alimentacion de los juveniles debe
permitir el crecimiento y desarrollo adecuados de los organismos: se recomienda un peso
medio de 11,5 £ 3 g en los juveniles del testigo al término del ensayo.

Quimica analitica

35. Antes del inicio del ensayo, deben determinarse la estabilidad del producto problema (p.
eJ., solubilidad, degradabilidad y volatilidad) y todos los métodos analiticos necesarios, por
ejemplo utilizando la informacién o los conocimientos existentes. Cuando se administre el
producto a través del agua de dilucion, se recomienda analizar las soluciones de ensayo de
cada recipiente en paralelo antes del inicio del ensayo para verificar el comportamiento del
sistema. Durante el periodo de exposicion, las concentraciones del producto problema se
determinan a intervalos apropiados, de preferencia cada semana al menos en una réplica de
cada grupo de tratamiento, rotando cada semana entre las réplicas del mismo grupo de
tratamiento. Se recomienda basar los resultados en las concentraciones medidas. Sin
embargo, si la concentracion de producto problema en la solucion se ha mantenido
debidamente dentro del = 20 % de la concentracion nominal durante todo el ensayo, los
resultados pueden basarse tanto en los valores nominales como en los valores medidos.
Asimismo, el coeficiente de variacion (CV) de la concentracién de ensayo medida durante
todo el periodo de ensayo dentro de un tratamiento debe ser igual o inferior al 20 % en
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cada concentracion. Cuando las concentraciones medidas no se mantengan en el intervalo
del 80-120 % de la concentraciéon nominal (por ejemplo, cuando se someten a ensayo
productos muy biodegradables o adsorbentes), las concentraciones con efecto deben
determinarse y expresarse en relacion con la media aritmética de la concentracion en los
ensayos dindmicos.

36. A lo largo de toda la duracion de la exposicion, los caudales de agua de dilucion y de
solucion madre deben comprobarse a intervalos apropiados (por ejemplo, tres veces por
semana). En el caso de los productos que no pueden detectarse a alguna de las
concentraciones nominales o a todas ellas (por ejemplo, debido a una rapida degradacion o
adsorcion en los recipientes de ensayo, o a la marcada acumulacion del producto en los
cuerpos de los animales expuestos), se recomienda que la tasa de renovacion de la solucion
de ensayo en cada camara se adapte para mantener las concentraciones de ensayo lo mas
constantes posible.

Observaciones y medicion de los parametros

37.Los parametros evaluados en el transcurso de la exposicion son los indicativos de
toxicidad, incluida la mortalidad, el comportamiento anormal, como los signos clinicos de
enfermedad y/o la toxicidad general, y las determinaciones del crecimiento (longitud y
peso), asi como los parametros de histopatologia que puedan responder tanto a la toxicidad
general como a los modos de accion endocrinos relacionados con rutas en las que
participan estrégenos, androgenos u hormonas tiroideas. Ademds, se puede medir
opcionalmente la concentracion plasmatica de VTG al término del ensayo. La medicion de
la VTG puede ser util para comprender los resultados del estudio en el contexto de los
mecanismos endocrinos en relacion con alteradores endocrinos sospechosos. Los
parametros y el calendario de las mediciones se resumen en el cuadro 1.

Cuadro 1: Resumen de los parametros del LAGDA

Terminacion del
i . |Muestreo intermedio ensayo
Parametros* Cada dia
(muestreo de larvas) (muestreo de
juveniles)
Mortalidad y anomalias X
Tiempo hasta la fase NF 62 X
Histo(pato)logia (glandula tiroidea) X
Morfometria (crecimiento en peso y X X
longitud)
indice hepatosomatico (IHS) X
Proporcion de sexos X
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genéticos/fenotipicos

Histopatologia (gonadas, conductos X
genitales, rifién e higado)

Vitelogenina (VTG) (opcional) X

* Se analizan todos los parametros estadisticamente.

Mortalidad y observaciones diarias

38.

39.

Cada dia hay que comprobar si hay animales muertos en todos los recipientes del ensayo;
las cifras de muertes de cada recipiente deben quedar registradas. Los animales muertos
deben extraerse del recipiente del ensayo en cuanto se observen. La fase de desarrollo de
los animales muertos debe clasificarse, bien como anterior a la fase NF 58 (antes de la
aparicion de las patas delanteras), fase NF 58 - fase NF 62, fase NF 63 - fase NF 66 (entre
la fase NF 62 y la absorcion completa de la cola), o bien tras la fase NF 66 (posterior a la
etapa larvaria). Las tasas de mortalidad que superen el 20 % podrian indicar unas
condiciones incorrectas del ensayo o efectos manifiestamente toxicos del producto
problema. Los animales suelen ser mas sensibles a la mortalidad no inducida por el
producto durante los primeros dias de desarrollo tras el desove y durante el apogeo de la
metamorfosis. Esta mortalidad podria mostrarse en los datos de los testigos.

Ademas, deben registrarse las eventuales observaciones de comportamiento anormal,
malformaciones macroscdpicas visibles (p. €j., escoliosis) o lesiones. Las observaciones de
escoliosis deben contabilizarse (incidencia) y clasificarse con respecto a la gravedad (por
ejemplo, no relevante - NR, minima - 1, moderada - 2, grave - 3; apéndice 8). Deben
hacerse esfuerzos para garantizar que durante todo el estudio sea limitada la prevalencia de
la escoliosis moderada y grave (por ejemplo, por debajo del 10 % en los testigos), si bien
una prevalencia mayor de las anomalias en los testigos no seria necesariamente razon para
detener el ensayo. El comportamiento normal de las larvas se caracteriza por su suspension
en la columna de agua con la cola elevada por encima de la cabeza, el movimiento regular
y ritmico de la aleta caudal, la subida periddica a la superficie, la formacion del opérculo y
la respuesta ante estimulos. Entre los comportamientos andmalos se incluiria, por ejemplo,
flotar en la superficie, quedarse en el fondo del recipiente, nadar de forma inversa o
irregular, no subir a la superficie y no presentar respuesta ante estimulos. En el caso de los
animales postmetamoérficos, ademas de los comportamientos anomalos recién citados,
deben registrarse las diferencias marcadas en el consumo de alimentos entre los distintos
grupos de tratamiento. Las malformaciones y lesiones macroscopicas podrian incluir
anomalias morfoldgicas (por ejemplo, deformidades de las extremidades), lesiones
hemorragicas, edema abdominal, e infecciones bacterianas o flngicas, entre otras. La
presencia de lesiones en la cabeza de los juveniles, justo detrds de las narinas, puede ser
indicio de niveles insuficientes de humedad. Estas determinaciones son cualitativas, deben
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considerarse similares a las manifestaciones clinicas de enfermedad o estrés, y efectuarse
en comparacion con los animales testigo. Si la tasa de incidencia es mayor en los
recipientes expuestos que en los testigos, se debe considerar como prueba de toxicidad
manifiesta.

Submuestreo de larvas

Esquema del muestreo de larvas:

40. Los renacuajos que hayan alcanzado la fase NF 62 deben retirarse de los recipientes y ser

41.

objeto de muestreo o pasarse para la parte siguiente de la exposicion a un depdsito nuevo,
o separarse fisicamente de los renacuajos restantes en el mismo recipiente con un
separador. Los renacuajos se observan diariamente y se anota el dia del estudio en que un
renacuajo concreto alcanza la fase NF 62. La caracteristica definitoria que debe utilizarse
en esta evaluacion es la forma de la cabeza. Una vez que la cabeza se ha reducido en
tamafio de tal modo que a la vista su anchura es aproximadamente la misma que la del
tronco del renacuajo y las extremidades anteriores al nivel del centro del corazon, entonces
se considerard que ese animal ha alcanzado la fase NF 62.

El objetivo es tomar muestras de un total de cinco renacuajos en la fase NF 62 por
recipiente replicado. Esto deberia llevarse a cabo de forma totalmente aleatoria pero
decidida a priori. En la figura 1 se presenta un ejemplo hipotético de un recipiente
replicado. Si en un recipiente concreto hay 20 renacuajos supervivientes cuando el primer
individuo alcanza la fase NF 62, deben elegirse cinco numeros aleatorios entre el 1 y el 20.
El renacuajo n.° 1 es el primer individuo que llega a la fase NF 62 y el renacuajo n.° 20 es
el Ultimo individuo de un recipiente que llega a la fase NF 62. Analogamente, si hay 18
larvas supervivientes en un recipiente, deben elegirse cinco nimeros aleatorios entre el 1y
el 18. Esto debe hacerse con cada recipiente replicado cuando el primer individuo del
ensayo llega a la fase NF 62. Si se producen muertes durante el muestreo de la fase NF 62,
las muestras restantes deben volver a aleatorizarse sobre la base de cuantas larvas quedan
por debajo de la fase NF 62 y de cuantas muestras mas son necesarias para alcanzar un
total de cinco muestras de esa réplica. El dia en que un renacuajo llega a la fase NF 62, se
acude al diagrama de muestreo preparado para determinar si ese individuo es objeto de
muestreo o se separa fisicamente de los renacuajos restantes para seguir con la exposicion.
En el ejemplo proporcionado (figura 1), el primer individuo que llega a la fase NF 62 (es
decir, casilla n.° 1) se separa fisicamente de las otras larvas, continlia la exposicion y se
registra el dia del estudio en que ese individuo ha llegado a la fase NF 62. Posteriormente,
los individuos n.° 2 y n.° 3 se tratan del mismo modo que el n.° 1 y, a continuacion, se
muestrea el individuo n.° 4 en cuanto al crecimiento y la histologia de la tiroides (con
arreglo a este ejemplo). Este procedimiento continlia hasta que el individuo n.° 20 se
incorpora al resto de los individuos de fase NF posterior a la 62 o es objeto de muestreo. El
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procedimiento aleatorio utilizado debe garantizar la misma probabilidad de seleccion a
cada organismo del ensayo. Esto puede conseguirse utilizando cualquier método de
aleatorizacion, pero también exige que cada renacuajo se recoja con red en algin momento
a lo largo del periodo de submuestreo de la fase NF 62.

Figura 1: Ejemplo hipotético de régimen de muestreo de la fase NF 62 con un solo recipiente replicado.

Tiempo

Un solo recipiente replicado — sin mortalidad

112|3|4|5|6|7|8|9|10(11|12|13|14|15|16|17|18|19|20
Distintas larvas Submuestra
42. En el submuestreo de larvas, los parametros obtenidos son: 1) tiempo hasta la fase NF 62

(es decir, numero de dias entre la fertilizacion y la fase NF 62), 2) anomalias externas, 3)
morfometria (p. €j., peso y longitud) y 4) histologia de la tiroides.

Sacrificio compasivo de los renacuajos

43.

44,

La submuestra de los renacuajos de la fase NF 62 (5 individuos por réplica) debe
sacrificarse de forma compasiva mediante inmersion durante 30 minutos en cantidades
adecuadas (p. €j., 500 ml) de solucion anestésica (por ejemplo, solucion al 0,3 % de MS-
222, metanosulfonato de tricaina, n.° CAS 886-86-2). La solucion de MS-222 debe
amortiguarse con bicarbonato sddico a un pH de aproximadamente 7,0, ya que la solucion
de MS-222 sin amortiguar es 4acida e irritante para la piel de las ranas, lo que da lugar a una
absorcion deficiente y a un estrés adicional innecesario para los animales.

Utilizando una red con cerco, se retira un renacuajo de la cdmara experimental y se lleva a
la solucion de sacrificio compasivo. Se sacrifica adecuadamente al animal, que esta listo
para la autopsia cuando no responde a estimulos externos, como el pellizcar la extremidad
posterior con un par de pinzas.

Morfometria (peso y longitud)

45.

Las mediciones del peso humedo (con precision de 1 mg) y de la longitud del hocico a la
cloaca (SVL, snout-to-vent length) (con precision de 0,1 mm) de cada renacuajo debe
realizarse inmediatamente después de que el animal deje de responder por efecto de la
anestesia (figura 2a). Para medir la SVL a partir de una fotografia se podréd utilizar un
programa informatico de andlisis de iméagenes. Los renacuajos se secan con material
absorbente antes de pesarse, para eliminar el exceso de agua adherida. Después de efectuar
las mediciones del tamafio (peso y SVL) se deben registrar o anotar las eventuales
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anomalias morfologicas macroscopicas y/o signos clinicos de toxicidad como escoliosis
(véase el apéndice 8), petequias y hemorragia, y se recomienda la documentacion digital.
Téngase en cuenta que las petequias son pequeias hemorragias rojas o purpura en los
capilares de la piel.

Recogida y fijacion de tejidos

46. En la submuestra de las larvas, se realiza una evaluacion de la histologia de la glandula
tiroidea. Se retira y desecha el tronco inferior posterior a las extremidades anteriores. La
canal cortada se fija en fijador de Davidson. El volumen de fijador del recipiente debe ser,
como minimo, diez veces el volumen aproximado de los tejidos. Para fijar adecuadamente
los tejidos de interés debe aplicarse una agitacion o una circulacion adecuadas de la
solucion fijadora. Todos los tejidos permanecen en fijador de Davidson durante al menos
48 horas, pero no mas de 96 horas, tras lo cual se lavan en agua desionizada y se conservan
en formol al 10 % amortiguado a pH neutro (1) (29).

Histologia de la glandula tiroidea
47. Las glandulas tiroideas de cada submuestra de larvas (con los tejidos fijados) se evaltian

histologicamente, es decir, se efectiia un diagndstico y una clasificacion de la gravedad
(29) (30).

Figura 2: Puntos de referencia para medir la longitud del hocico a la cloaca correspondiente al LAGDA en
la fase NF 62 (a) y en ranas juveniles (b). Caracteristicas definitorias de la fase NF 62 (a): la cabeza tiene
la misma anchura que el tronco, la longitud del nervio olfativo es menor que el didmetro del bulbo olfativo
(vista dorsal), y las extremidades anteriores se encuentran al nivel del corazén (vista ventral). Imagenes
adaptadas de Nieuwkoop y Faber (1994).

a. Submuestra de Iarvasr(fase NF 62) b. Muestreo de juveniles

Longitud hocico - cloaca

il 1..|
= L

591



D060575/02

Final de la exposicion de las larvas

48. Dado el numero inicial de renacuajos, se prevé que probablemente habra un pequeio
porcentaje de individuos que no se desarrollen normalmente y no completen la
metamorfosis (fase NF 66) en un plazo razonable. La porcién de la exposicion en fase
larvaria no debe ser superior a 70 dias. Los renacuajos que permanezcan al final de este
periodo deben sacrificarse de forma compasiva (véase el punto 43), su peso himedo y SVL
deben medirse, se les debe asignar una fase segin Nieuwkoop y Faber, 1994, y deben
anotarse las eventuales anomalias del desarrollo.

Sacrificio parcial tras la fase NF 66

49. Deben mantenerse diez individuos por recipiente después de la fase NF 66 (reabsorcion
completa de la cola) hasta la terminacion de la exposicion. Por tanto, después de que todos
los animales hayan alcanzado la fase NF 66 o bien después de 70 dias (lo que ocurra
primero), debe procederse a un sacrificio parcial. Deben seleccionarse aleatoriamente los
animales tras la fase NF 66 que no continiien con la exposicion.

50. Se sacrifican de forma compasiva los animales que no se seleccionen para seguir con la
exposicion (véase el punto 43). Se realizan con cada animal mediciones de la fase de
desarrollo, peso humedo y SVL (figura 2b) y una autopsia macroscopica. Se anota el sexo
fenotipico (sobre la base de la morfologia de las gonadas) como hembra, macho o
indeterminado.

Muestreo de juveniles

Esquema del muestreo de juveniles

51. El resto de los animales sigue con la exposicion hasta 10 semanas después del tiempo
mediano hasta la fase NF 62 en el testigo del agua de dilucion (y/o en el control del
disolvente, si procede). Al final del periodo de exposicion, se sacrifican de forma
compasiva los animales restantes (hasta un maximo de 10 ranas por réplica), y se miden o
evaltan los diversos parametros, y se registran: 1) la morfometria (peso y longitud), 2) la
proporcion de sexos fenotipicos/genotipicos, 3) el peso del higado (indice
hepatosomatico), 4) la histopatologia (gonadas, conductos genitales, rifion e higado) y, de
formal opcional, 5) la VTG plasmatica.

Sacrificio compasivo de las ranas
52. Las muestras de juveniles, ranas postmetamorficas, se sacrifican de forma compasiva
mediante inyeccidn intraperitoneal de anestésico, por ejemplo MS-222 al 10 % en una
solucion amortiguadora de fosfato adecuada. Pueden tomarse muestras de las ranas
después de que dejen de reaccionar (generalmente en torno a 2 minutos después de la
inyeccion, si se utiliza MS-222 al 10 % a la dosis de 0,01 ml/g de rana). Si bien las ranas
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juveniles pueden sumergirse en solucion de anestésico (MS-222) de mayor concentracion,
la experiencia ha demostrado que se tarda mas tiempo en lograr la anestesia mediante este
método y la duracion puede no ser adecuada para permitir el muestreo. La inyeccion
proporciona una eutanasia rapida y eficiente antes de la toma de muestras. No debe
iniciarse el muestreo hasta que se haya confirmado la ausencia de respuesta de las ranas
para garantizar que los animales estdn muertos. Si las ranas muestran signos de sufrimiento
considerable (que sea muy intenso, y que pueda predecirse de manera fiable la muerte) y se
consideran moribundas, los animales deben anestesiarse y sacrificarse de forma compasiva,
y estos casos deben tratarse como mortalidad a efectos del anélisis de los datos. Cuando se
sacrifica una rana debido a la morbilidad, este extremo debe tenerse en cuenta y
registrarse. En funcion del momento en que se sacrifique la rana durante el estudio, se
puede conservar la rana para llevar a cabo un andlisis histopatoldgico (fijando la rana con
vistas al posible estudio de su histopatologia).

Morfometria (peso y longitud)

53.

Las mediciones del peso humedo y de la SVL (figura 2b) son idénticas a las sefialadas en
el submuestreo de larvas.

VTG plasmadtica (opcion)

54.La VTG es un biomarcador ampliamente aceptado derivado de la exposicion a sustancias

55.

estrogénicas. Para el LAGDA, la VTG plasmatica puede medirse opcionalmente en
muestras de juveniles (esto puede ser especialmente pertinente si se sospecha que el
producto problema es un estrogeno).

Se cortan las extremidades posteriores de juveniles sacrificados de forma compasiva y se
recoge sangre con un capilar heparinizado (aunque pueden ser adecuados otros métodos de
recogida de sangre, como la puncion cardiaca). La sangre se pasa a un tubo de
microcentrifugacion (p. ej., de 1,5 ml de volumen) y se centrifuga para obtener plasma. Las
muestras de plasma deben almacenarse a la temperatura maxima de -70°C hasta la
determinacion de la VTG. La concentracion de la VTG plasmatica puede medirse mediante
un método de enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) (apéndice 6), o mediante un
método alternativo como la espectrometria de masas (31). Se prefieren los anticuerpos
especificos de la especie debido a su mayor sensibilidad.

Determinacion del sexo genético

56.

El sexo genético de cada rana juvenil se evalua sobre la base de los marcadores
desarrollados por Yoshimoto ef al. (11). Para determinar el sexo genético, una porcion (o
la totalidad) de una extremidad posterior (o de cualquier otro tejido) que se haya retirado
durante la diseccion se recoge y conserva en un tubo de microcentrifugacion (las muestras
de tejido de las ranas pueden obtenerse a partir de cualquier tejido). Los tejidos pueden
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conservarse a la temperatura mdxima de -20°C hasta el aislamiento del acido
desoxirribonucleico (ADN). El aislamiento del ADN de los tejidos puede efectuarse con
juegos disponibles en el mercado, y el andlisis para detectar la presencia o ausencia del
marcador se realiza mediante un método de reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)
(apéndice 5). Generalmente, la concordancia entre el sexo histoldgico y el genotipo en
todos los animales testigo en el momento del muestreo de juveniles en los grupos testigos
es superior al 95 %.

Recogida de tejidos y fijacion para el estudio de la histopatologia

57. Se recogen las gonadas, los conductos genitales, los rifiones y los higados para llevar a
cabo un andlisis histolégico durante el muestreo final. Se abre la cavidad abdominal y se
extrae y pesa el higado. A continuacidén, los oOrganos digestivos (p. ej., estdmago,
intestinos) se retiran cuidadosamente de la parte inferior del abdomen para dejar a la vista
las gonadas, los rifiones y los conductos genitales. Deben registrarse las eventuales
anomalias morfologicas macroscopicas de las gonadas. Por ultimo, deben retirarse las
extremidades posteriores si no se habian retirado previamente para la extraccion de sangre.
Los higados recogidos y las canales con las gonadas dejadas in sifu deben ponerse
inmediatamente en fijador de Davidson. El volumen de fijador del recipiente debe ser,
como minimo, diez veces el volumen aproximado de los tejidos. Todos los tejidos
permanecen en fijador de Davidson durante al menos 48 horas, pero no mas de 96 horas,
tras lo cual se lavan en agua desionizada y se conservan en formol al 10 % amortiguado a
pH neutro (1) (29).

Histopatologia
58. Cada muestra de juveniles se evalua en cuanto a la histopatologia de las gonadas, los
conductos genitales, los rifiones y el tejido hepatico, es decir, se efectia un diagnostico y
una clasificacion de la gravedad (32). El fenotipo de las gonadas se obtiene también de esta
evaluacion (p. ej., ovarios, testiculos, hermafroditismo) y, junto con las valoraciones
individuales del sexo genético, estas observaciones se pueden utilizar para calcular la
proporcidn de sexos fenotipicos/genotipicos.

PRESENTACION DE DATOS

Analisis estadistico

59. El LAGDA genera tres tipos de datos que se han de analizar estadisticamente: 1) datos
cuantitativos continuos (peso, SVL, IHS, VTG), 2) datos de tiempo hasta un evento en
cuanto a las tasas de desarrollo (es decir, dias hasta la fase NF 62 desde la iniciacion del
ensayo) y 3) datos ordinales en forma de puntuaciones de gravedad o fases de desarrollo a
partir de las evaluaciones de histopatologia.
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60. Se recomienda que el disefo del ensayo y la seleccion de la prueba estadistica aporten una
potencia adecuada para detectar los cambios de importancia biologica en los parametros
respecto a los que debe comunicarse una NOEC o una CEx. Es preferible que los analisis
estadisticos de los datos (en general, sobre la base de la media de las réplicas) sigan los
procedimientos descritos en el Documento sobre enfoques actuales del analisis de datos de
ecotoxicidad, orientaciones sobre la aplicacion (33). En el apéndice 7 del presente método
de ensayo figura el arbol de decisiones de analisis estadisticos recomendado y la
orientacion para el tratamiento de los datos y la eleccion del ensayo o modelo estadistico
mas adecuado para su uso en el LAGDA.

61. Los datos del muestreo de juveniles (p. €j., crecimiento, IHS) deben analizarse respecto a
cada sexo genotipico por separado, ya que el sexo genotipico se determina en todas las
ranas.

Consideraciones relativas al analisis de los datos

Uso de réplicas y tratamientos alterados

62. Las réplicas y los tratamientos pueden verse alterados debido al exceso de mortalidad por
toxicidad manifiesta, enfermedad o error técnico. Si un tratamiento esta alterado debido a
una enfermedad o a un error técnico, debe haber tres tratamientos no alterados con tres
réplicas no alteradas disponibles para el andlisis. Si se produce toxicidad manifiesta en el
tratamiento o tratamientos elevados, es preferible que haya al menos tres niveles de
tratamiento con tres réplicas no alteradas disponibles para su andlisis [en consonancia con
el enfoque de concentracion maxima tolerada para las directrices de ensayo de la OCDE
(34)]. Ademéas de la mortalidad, entre los signos de toxicidad manifiesta se pueden incluir
efectos sobre el comportamiento (por ejemplo, flotar en la superficie, quedarse en el fondo
del recipiente, nadar de forma inversa o irregular, no subir a la superficie), lesiones
morfoldgicas (por ejemplo, lesiones hemorragicas, edema abdominal) o inhibicion de
respuestas de alimentacion normales en comparacion cualitativa con los animales testigo.

Control del disolvente
63. Al finalizar el ensayo, debe efectuarse una evaluacion de los efectos potenciales del
disolvente (si se utiliza). Esto se realiza mediante una comparacion estadistica del grupo de
control del disolvente y del grupo testigo del agua de dilucion. Los parametros mas
pertinentes que deben tenerse en cuenta en este analisis son los factores determinantes del
crecimiento (peso y longitud), ya que pueden verse afectados por una toxicidad
generalizada. Si se detectan diferencias estadisticamente significativas en estos parametros
entre el grupo testigo del agua de dilucion y el grupo control del disolvente, debe aplicarse
el mejor juicio profesional para determinar si estd afectada la validez del ensayo. Si los dos
grupos difieren, deben compararse con el control del disolvente los tratamientos expuestos
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al producto, a menos que se sepa que es preferible la comparacion con el testigo del agua
de dilucion. Si no hay diferencia estadisticamente significativa entre los dos grupos, se
recomienda comparar los tratamientos expuestos al producto problema con los grupos
testigo reunidos (grupo de control del disolvente y grupo testigo del agua de dilucién), a
menos que se sepa que es preferible la comparacion solo con el grupo testigo del agua de
dilucion o con el grupo de control del disolvente.

Informe del ensayo

64. El informe del ensayo debe incluir lo siguiente:

Producto problema:
- Naturaleza fisica y, en su caso, propiedades fisicoquimicas;
- Sustancias de un solo componente:
aspecto fisico, hidrosolubilidad y otras propiedades fisicoquimicas pertinentes;

identificacion quimica, como nombres [IUPAC o CAS, numero CAS, codigo SMILES
o InChl, formula estructural, pureza, identidad quimica de las impurezas si procede y
es viable en la préctica (incluido el contenido de carbono organico, si procede).

- Sustancias de componentes multiples, UVCB y mezclas:

caracterizadas en la medida de lo posible por la identidad quimica (véase el parrafo
anterior), la cantidad en que estdn presentes y las propiedades fisicoquimicas
pertinentes de sus componentes.

Especie de ensayo:

- Nombre cientifico, cepa si se conoce, fuente y método de recogida de los huevos
fertilizados y manipulaciones posteriores.

- Incidencia de la escolosis en los testigos historicos del cultivo madre utilizado.

Condiciones del ensayo:
- Fotoperiodo o fotoperiodos;

- Disefio del ensayo (por ejemplo, tamafio, material y volumen de agua de la camara,
numero de camaras de ensayo y de réplicas, nimero de organismos de ensayo por réplica);

- Me¢étodo de preparacion de las soluciones madre y frecuencia de renovacion (en su caso, se
especificara el agente solubilizante empleado y su concentracion);

- Me¢étodo de administracion del producto problema (p. €j., bombas, sistemas de dilucion);
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Eficiencia de recuperacion del método y concentraciones nominales de ensayo, limite de
deteccion, medias de los valores medidos en los recipientes de ensayo y sus desviaciones
tipicas, método de obtencion y datos que muestren que las mediciones se refieren a las
concentraciones del producto problema en disolucion verdadera;

Caracteristicas del agua de dilucion: pH, dureza, temperatura, concentracion de oxigeno
disuelto, contenido de cloro residual (si se ha medido), yodo total, carbono orgénico total,
solidos en suspension (si se ha medido), salinidad del medio de ensayo (si se ha medido) y
cualquier otra medicion realizada;

Concentraciones nominales de ensayo, medias de los valores medidos y sus desviaciones
tipicas;
Calidad del agua en los recipientes de ensayo, pH, temperatura (diaria) y concentracion de

oxigeno disuelto;

Informacién detallada de la alimentacion (por ejemplo, tipo de alimentos, procedencia,
cantidad proporcionada y frecuencia).

Resultados:

Prueba de que los testigos satisfacen los criterios de validez:

Datos del testigo (mas control del disolvente cuando se utilice) y de los lotes de
tratamiento como sigue: mortalidad y anomalias observadas, tiempo hasta la fase NF 62,
evaluacion histologica de la glandula tiroidea (solo en la muestra de larvas), crecimiento
(peso y longitud), IHS (solo en la muestra de juveniles), proporcion de sexos
genéticos/fenotipicos (solo en la muestra de juveniles), resultados de la evaluacion de la
histopatologia de las gonadas, los conductos genitales, los rifiones y los higados (solo en la
muestra de juveniles) y la VTG plasmatica (solo en la muestra de juveniles, si se ha
realizado);

Enfoque del analisis estadistico y del tratamiento de los datos (prueba o modelo estadistico
utilizado);

Concentracion sin efecto observado (NOEC) para cada respuesta evaluada;

Concentracion minima con efecto observado (LOEC) para cada respuesta evaluada (con

o = 0,05); si procede, CEx para cada respuesta evaluada e intervalos de confianza (p. ej.,
del 95 %), asi como una representacion grafica del modelo ajustado usado para su célculo,

la pendiente de la curva de concentracion-respuesta, la férmula del modelo de regresion,
los parametros estimados del modelo y sus errores tipicos;

Eventuales desviaciones del método de ensayo y de los criterios de aceptacion, asi como
consideracion de sus posibles consecuencias sobre el resultado del ensayo.
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65. En cuanto a los resultados de las mediciones de los parametros, deben presentarse los
valores medios y sus desviaciones tipicas (tanto en relacion con las réplicas como en
relacion con las concentraciones, si es posible).

66. El tiempo mediano hasta la fase NF 62 en los testigos debe calcularse y presentarse como
la media de las medianas de las réplicas y su desviacion tipica. Andlogamente, en el caso
de los tratamientos, la mediana del tratamiento debe calcularse y presentarse como la
media de las medianas de las réplicas y su desviacion tipica.
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Apéndice 1

DEFINICIONES
Parametro principal: Parametro que causa un efecto a nivel de la poblacion.

Producto: Sustancia o mezcla.

ELISA: Enzimoinmunoanalisis de adsorcion.

CEx: Concentracion con efecto del x %; es la concentracion que provoca el x % de un
efecto sobre los organismos de ensayo dentro de un determinado periodo de exposicion
cuando se compara con un testigo. Por ejemplo, una CE50 es una concentracion de la que se
estima que causa un efecto sobre un parametro de ensayo en el 50 % de una poblacion
expuesta a lo largo de un determinado periodo de exposicion.

dtf: Dias tras la fertilizacion.

Ensayo dinamico: Ensayo con un flujo continuo de soluciones de ensayo por el sistema de
ensayo durante la duracion de la exposicion.

Eje HPG: Eje hipotalamo-hipofisis-gonadas (hypothalamic-pituitary-gonadal).
IUPAC: Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada.

Concentracion minima con efecto observado (LOEC): Concentracion mas baja de
producto problema con la que se observa un efecto estadistico significativo (con p < 0,05)
en comparacion con el testigo. Ademas, todas las concentraciones de ensayo superiores a la
LOEC deben ejercer un efecto nocivo igual o mayor que el observado a dicha
concentracion. Si no se cumplen estas dos condiciones, es preciso dar una explicacion
completa sobre como se ha elegido la LOEC (y, por tanto, la NOEC). En el apéndice 7 se
recogen las orientaciones pertinentes.

Concentracion letal mediana (CL50): Concentracion de un producto problema de la que
se estima que mata al 50 % de los organismos de ensayo durante la duracion del ensayo.

Concentracion sin efecto observado (NOEC): Concentracion de ensayo inmediatamente
inferior a la LOEC que, en comparacion con el testigo, no ejerce ningin efecto
estadisticamente significativo (p < 0,05) dentro del periodo de exposicion establecido.

SMILES: Sistema Simplificado de Registro de Lineas Moleculares (Simplified Molecular
Input Line Entry Specification).

Producto problema: Toda sustancia o mezcla sometida a ensayo con este método de
ensayo.
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UVCB: Sustancias de composicion desconocida o variable, productos complejos de
reaccion o materiales bioldgicos.

VTG: La vitelogenina es una fosfolipoglucoproteina precursora de la proteina de la yema de
huevo que normalmente se produce en las hembras sexualmente activas de todas las
especies oviparas.
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CARACTERISTICAS QUIMICAS DEL AGUA DE DILUCION ADECUADA
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Sustancia Limite de e
concentracion
Particulas 5 mg/l
Carbono organico total 2 mg/l
Amoniaco no ionizado 1 ng/l
Cloro residual 10 pg/l
Plaguicidas organofosforados totales 50 ng/l
Plaguicidas organoclorados totales y bifenilos policlorados 50 ng/l
Cloro organico total 25 ng/l
Aluminio 1 pg/l
Arsénico 1 pg/l
Cromo 1 pg/l
Cobalto 1 pg/l
Cobre 1 pg/l
Hierro 1 pg/l
Plomo 1 pg/l
Niquel 1 pg/l
Cinc 1 pg/l
Cadmio 100 ng/1
Mercurio 100 ng/l
Plata 100 ng/l
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Apéndice 3

CONDICIONES DE ENSAYO DEL LAGDA

1. Especie de ensayo
2. Tipo de ensayo

3. Temperatura del agua

5. Fotoperiodo

6. Volumen de la solucion de
ensayo y recipiente de ensayo

7. Intercambios de volumen de
las soluciones de ensayo

8. Edad de los organismos de
ensayo en el momento del
inicio

9. Numero de organismos por
réplica

10. Ntimero de tratamientos

11. Ntamero de réplicas por

tratamiento

12.Numero de organismos por
concentracion del ensayo

13. Agua de dilucion

14. Aireacion

Xenopus laevis
Dinamico continuo

La temperatura nominal es de 21 °C. La temperatura media a lo largo de
la duracion del ensayo es de 21 + 1 °C (las diferencias entre réplicas y
entre tratamientos no deben superar el valor de 1,0 °C).

Bombillas fluorescentes (de amplio espectro) 600-2 000 lux (limenes
por m?) en la superficie del agua

12 h de luz, 12 h de oscuridad

4-10 1 (profundidad minima del agua: 10-15 cm)

Recipiente de vidrio o de acero inoxidable

Constante, teniendo en cuenta tanto el mantenimiento de las
condiciones bioldgicas como la exposicion al producto (por ejemplo,
cinco renovaciones del volumen del recipiente al dia).

Fase de Nieuwkoop y Faber (NF) 8-10

20 animales (embriones) / recipiente (réplica) al inicio de exposicion y
10 animales (juveniles) / recipiente (réplica) después de la fase NF 66
hasta la terminacion de la exposicion.

Como minimo, cuatro tratamientos con el producto problema mas el
testigo o testigos adecuados

Cuatro réplicas por tratamiento con el producto problema y ocho
réplicas con el testigo o testigos

Como minimo ochenta animales por tratamiento con el producto
problema y ciento sesenta animales con el testigo o testigos

Cualquier agua que permita el crecimiento y el desarrollo normales de
X. laevis (por ejemplo, agua de manantial o agua del grifo pasada por
filtro de carbon)

No es obligatoria, pero puede ser necesario airear los depositos si los

niveles de oxigeno disuelto caen por debajo de los limites
recomendados y aumenta al maximo el flujo de solucién de ensayo.
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15. Oxigeno disuelto de la solucionOxigeno disuelto: > 40 % del valor de saturacion del aire o > 3,5 mg/I

de ensayo

16.pH de las soluciones de ensayo 6,5-8,5 (las diferencias entre réplicas y entre tratamientos no deben

17.Dureza y alcalinidad de la
solucion de ensayo

18.Régimen de alimentacion

19.Periodo de exposicion

20. Parametros bioldgicos

21. Criterios de validez del ensayo

superar el valor de 0,5)

10-250 mg CaCO3/1

(Véase el apéndice 4)

Desde la fase NF 8-10 hasta diez semanas después del tiempo mediano
hasta la fase NF 62 en el grupo testigo del agua y/o del disolvente
(maximo de 17 semanas)

Mortalidad (y anomalias observadas), tiempo hasta la fase NF 62
(muestra de larvas), evaluacion histoldgica de la glandula tiroidea
(muestra de larvas), crecimiento (peso y longitud), indice
hepatosomatico (muestra de juveniles), proporcion de sexos
genéticos/fenotipicos (muestra de juveniles), histopatologia de las
gonadas, los conductos genitales, los rifiones y los higados (muestra de
juveniles) y la vitelogenina plasmatica (muestra de juveniles, opcional)

El oxigeno disuelto debe ser > 40 % del valor de saturacion del aire; la
temperatura media del agua debe ser de 21 + 1 °C, y las diferencias
entre réplicas y entre tratamientos deben ser < 1,0 °C; el pH de la
solucion de ensayo debe oscilar entre 6,5 y 8,5; la mortalidad en el
testigo debe ser < 20 % en cada réplica, y el tiempo medio hasta la fase
NF 62 en el testigo debe ser < 45 dias; el peso medio de los organismos
de ensayo en la fase NF 62 y a la terminacion del ensayo en los testigos
y, en su caso, en los controles del disolvente debe alcanzar el valor de
1,0+ 0,2y 11,5+ 3 g, respectivamente; debe haber pruebas disponibles
para demostrar que las concentraciones del producto problema en la
solucion se han mantenido debidamente dentro de un intervalo de

+ 20 % de la media de los valores medidos.
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Apéndice 4

REGIMEN DE ALIMENTACION

Hay que sefialar que, aunque se recomienda este régimen de alimentacion, pueden aceptarse
otras alternativas siempre que permitan que los organismos de ensayo crezcan y se
desarrollen a un ritmo adecuado.

Alimentacion de las larvas

Preparacion de la dieta para larvas
A. Combinacién 1 : 1 (v/v) de mezcla de alimento inicial para truchas con mezcla de
algas/TetraFin® (o equivalente);

1. Mezcla de alimento inicial para truchas: mezclar 50 g de alimento inicial para truchas
(granulos finos o polvo) y 300 ml de agua filtrada apropiada en una batidora durante 20
segundos

2. Mezcla de algas/TetraFin® (o equivalente): mezclar 12 g de discos del alga Spirulina y
500 ml de agua filtrada en una batidora durante 40 segundos; mezclar 12 g de TetraFin® (o
equivalente) con 500 ml de agua filtrada y, a continuacion, combinar estas mezclas para
obtener un litro de suspension de 12 g/1 de algas Spirulina y 12 g/1 de TetraFin® (o
equivalente)

3. Combinar volimenes iguales de la mezcla de alimento inicial para truchas y de la mezcla de
algas/TetraFin® (o equivalente).

B. Artemia salina:

Se hacen eclosionar 15 ml de huevos de artemia salina en 11 de agua salada (preparada
anadiendo 20 ml de NaCl a 11 de agua desionizada). Tras airear durante 24 horas a
temperatura ambiente con iluminacion constante, se recolectan las artemias salinas.
Brevemente, durante 30 minutos se interrumpe la aireacion para permitir que se depositen las
artemias salinas. Los quistes que flotan en la parte superior del recipiente se vierten y se
desechan, y las artemias se vierten a través de los filtros adecuados y se llevan a 30 ml con
agua filtrada.

Protocolo de alimentacion

En el cuadro 1 se indica el tipo y la cantidad de alimentos utilizados en las fases de
exposicion de las larvas. Los animales deben recibir alimentos tres veces al dia de lunes a
viernes y una vez al dia en los fines de semana.

Cuadro 1: Régimen de alimentacion para larvas de X. laevis en condiciones dinamicas

Alimento inicial para truchas :

algas/TetraFin® (o equivalente) Artemia salina

Tiempo*
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(tras la fertilizacion)

Dia entre semana
(tres veces al dia)

Fin de semana

(una vez al dia)

Dia entre semana
(dos veces al dia)

Fin de semana

(una vez al dia)

Dias 4-14 0,5 ml 0,5 ml
0,33 ml 1,2 ml ) ;
(en las semanas 0-1) (del dia 8 al 15) (del dia 8 al 15)
1 ml 1 ml
Semana 2 0,67 ml 2,4 ml (a partir del dia 16) (a partir del dia 16)
Semana 3 1,3 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Semana 4 1,5 ml 4,0 ml 1 ml 1 ml
Semana 5 1,6 ml 4,4 ml 1 ml 1 ml
Semana 6 1,6 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Semana 7 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml
Semanas 8-10 1,7 ml 4,6 ml 1 ml 1 ml

* El dia 0 se define como el dia en que se efectia la inyeccion de hCG.

Transicion de la dieta para larvas a la dieta para juveniles

A medida que las larvas completan su metamorfosis, se les aplica la transicion a una
formulacion de la dieta para juveniles que se explica a continuaciéon. Mientras esta
transicion se esta llevando a cabo, la dieta para larvas debe ir reduciéndose a medida que
aumenta la alimentacion de juveniles. Esto puede lograrse mediante una reduccion
proporcional de la alimentacion de larvas, al tiempo que se incrementa proporcionalmente la
alimentacion de juveniles, cuando cada grupo de cinco renacuajos sobrepasa la fase NF 62 y
se acerca a la terminacion de la metamorfosis en la fase NF 66.

Alimentacion de juveniles

Dieta para juveniles

Una vez que se haya completado la metamorfosis (fase 66), el régimen de alimentacion se
limita a alimento especial para ranas que sedimente, de primera calidad, de 3/32 pulgadas

(Xenopus Express™, FL, EE. UU.), o equivalente.

Preparacion de los copos molidos de cara a la transicion de larvas a juveniles

Los copos de alimento para ranas que sedimente se pasan brevemente por un molinillo de
café, batidora o mortero, a fin de reducir el tamafio de los copos en aproximadamente 1/3. Si

se prolonga el tratamiento, se obtiene polvo, lo que no es recomendable.

Protocolo de alimentacion

En el cuadro 2 se indica el tipo y la cantidad de alimentos utilizados en las fases de
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juveniles y de adultos. Los animales deben recibir el alimento una vez al dia. Cabe senalar
que, cuando sufren la metamorfosis, los animales siguen recibiendo una porcion de artemias
salinas hasta que hayan completado la metamorfosis mas del 95 % de los animales.

Los animales no deben recibir alimentos el dia de la terminacion del ensayo, para que el
alimento no altere las mediciones del peso.

Cuadro 2: Régimen de alimentacion para juveniles de X. laevis en condiciones dindmicas. Cabe sefalar
que los animales que no han sufrido la metamorfosis, incluidos aquellos cuya metamorfosis se ha retrasado
por el tratamiento con el producto, no pueden comer copos sin moler.

Tiempo Cantidad de copos molidos Volumen de copos enteros
(semanas tras la fecha mediana de (mg por rana joven) (mg por rana joven)
metamorfosis)
Al completar los animales su metamorfosis 25 0
Semanas (-1 25 28
Semanas 2-3 0 110
Semanas 4-5 0 165
Semanas 6-9 0 220

* El primer dia de la semana 0 es la fecha mediana de la metamorfosis en los animales testigo.
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El método de determinacion del sexo genético de Xenopus laevis se basa en Yoshimoto et
al., 2008. En esta publicacion se pueden consultar, en caso necesario, procedimientos
detallados para la determinacion del genotipo sexual. Pueden utilizarse métodos alternativos
(por ejemplo, la RCP cuantitativa de alto rendimiento) si se consideran adecuados.

Cebadores de X. laevis

Marcador de DM-W

Directo: 5’-CCACACCCAGCTCATGTAAAG-3’

Inverso: 5-GGGCAGAGTCACATATACTG-3’

Testigo positivo

Directo: 5’-AACAGGAGCCCAATTCTGAG-3’

Inverso: 5-AACTGCTTGACCTCTAATGC-3’

Purificacion del ADN

Se purifica el ADN del tejido muscular o cutaneo utilizando, por ejemplo, Qiagen DNeasy
Blood and Tissue Kit (n.° de catalogo 69506) o un producto similar, siguiendo las
instrucciones del juego. E1 ADN puede eluirse a partir de las columnas de centrifugacion,
utilizando menos amortiguador a fin de obtener muestras mas concentradas si se considera
necesario para la RCP. Téngase en cuenta que el ADN es bastante estable, por lo que debe
velarse por evitar la contaminacion cruzada que pudiera dar lugar a una caracterizacion
erronea de los machos como hembras, o viceversa.

RCP

En el cuadro 1 se presenta un ejemplo de protocolo en el que se utiliza la polimerasa

JumpStart™ Tag de Sigma.

Cuadro 1: Ejemplo de protocolo en el que se utiliza la polimerasa JumpStar

t™ Tag de Sigma.

Mezcla de reaccion (master,

mix)

Ix (ub)

[Final]
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NFW (agua libre de nucleasas)

11

Amortiguador 10X 2,0 -
MgCl> (25 mM) 2,0 2,5 mM
dNTP (10 mM cada uno) 0,4 200 uM
Marcador de cebador directo 0,8 0,3 uM
(8 uM)
Marcador de cebador inverso 0,8 0,3 uM
(8 uM)
Testigo de cebador directo 0,8 0,3 uM
(8 uM)
Testigo de cebador inverso 0,8 0,3 uM
(8 uM)
JumpStart™ Taq 0,4 0,05 unidades/pl
Molde de ADN 1,0 ~ 200 pg/ul

D060575/02

Nota: Al preparar las mezclas de reaccion, ha de prepararse mas cantidad para compensar las
eventuales pérdidas que puedan producirse durante el pipeteado (por ejemplo: debe
utilizarse 25x para solo 24 reacciones).

Reaccion:
Mezcla de reaccion (master mix) 19,0 pl
Molde 1,0 ul
Total 20,0 ul
Perfil del termociclador:
Etapa 1. 94 °C 1 min
Etapa 2. 94°C 30s
Etapa 3. 60°C 30s
Etapa 4. 72°C 1 min
Etapa5. Volveralaetapa2. 35 ciclos
Etapa 6. 72°C 1 min
Etapa 7. 4°C Mantener

Los productos de la RCP pueden someterse inmediatamente a electroforesis en gel o
conservarse a 4 °C.
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Electroforesis en gel de agarosa (3 %) (ejemplo de protocolo)
50X TAE

Tris 242 ¢

Acido acético glacial 5,71 ml

Na; (EDTA)-2H>0 372 ¢

Afadir agua hasta 100 ml

IXTAE
H>O 392 ml
50X TAE 8 ml
Agarosa 3:1

3 partes de agarosa NuSieve™ GTG™
1 parte de agarosa de Fisher de baja electro-enddsmosis (EEO)

Meétodo

1. Preparar un gel del 3 % mediante adicion de 1,2 g de mezcla de agarosa a 43 ml de 1X TAE.
Agitar de forma circular para disociar los grandes grumos.

2. Poner en el horno de microondas la mezcla de agarosa hasta su completa disolucion (evitar el
desbordamiento por ebullicion). Dejar enfriar ligeramente.

3. Afadir 1,0 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml). Agitar de forma circular el matraz. Téngase
en cuenta que el bromuro de etidio es mutdgeno, por lo que, en la medida en que sea
técnicamente posible, deben utilizarse productos alternativos para reducir al minimo los
riesgos para la salud de los trabajadores'.

4. Verter el gel en el molde con peine. Enfriar completamente.

Anadir gel al equipo. Cubrir el gel con 1X TAE.

! De acuerdo con el articulo 4, apartado 1, de la Directiva 2004/37/CE del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 29 de abril de 2004, relativa a la proteccién de los trabajadores contra los riesgos relacionados con la
exposicion a agentes carcindgenos o mutagenos durante el trabajo (sexta Directiva especifica con arreglo al
articulo 16, apartado 1, de la Directiva 89/391/CEE del Consejo) (DO L 158 de 30.4.2004, p. 50).
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6. Adadir 1 pl de colorante de carga 6x a cada 10 pl de producto de RCP.
7. Pipetear las muestras a los pocillos.

8. Dejar correr a 160 voltios constantes durante ~20 minutos.

En la figura 1 se recoge una imagen de gel de agarosa en la que se muestra la distribucién
de las bandas que corresponden a machos y hembras.

Figura 1: Imagen del gel de agarosa que muestra la distribucion de las bandas de un ejemplar macho (&)
(una sola banda a ~203 pb: DMRT1) y de un ejemplar hembra (9) (dos bandas a ~259 pb: DM-W y 203

pb: DMRT1).
o , DM-W
BN ™ DMRT1
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Apéndice 6

MEDICION DE LA VITELOGENINA

La medicion de la vitelogenina (VTG) se realiza mediante un método de
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) que se desarrolld originalmente para la VTG
del pez cabeza gorda (Parks et al., 1999). Actualmente no existen anticuerpos disponibles en
el comercio para X. laevis. Sin embargo, dada la riqueza de la informacién sobre esta
proteina y la disponibilidad de servicios de produccion de anticuerpos comerciales
rentables, es razonable que los laboratorios puedan desarrollar ficilmente una prueba
ELISA para hacer esta medicion (Olstead et al., 2009). También Olstead et al. (2009)
aportan una descripcion del ensayo modificada para la determinaciéon de la VTG en
X. tropicalis, tal como se indica a continuacion. El método utiliza un anticuerpo preparado
contra la VTG de X. tropicalis, pero del que se sabe que también funciona con la VTG de X.
laevis. Cabe sefialar que también pueden utilizarse métodos ELISA no competitivos, y que
estos pueden tener unos limites de deteccion inferiores a los del método que se describe a
continuacion.

Materiales y reactivos

Suero con el primer anticuerpo (Ab) preadsorbido

Mezclar una parte de suero con el primer Ab contra la VTG de X. tropicalis con dos partes
de plasma de macho testigo y dejar a temperatura ambiente durante unos 75 minutos, poner
en hielo durante 30 minutos, centrifugar > 20K x G durante 1 h a 4 °C, eliminar el
sobrenadante, tomar una parte alicuota y conservar a -20 °C.

Segundo anticuerpo

De cabra anti-Ig G de conejo, conjugado con HRP (p. ej., Bio-Rad 172-1019)
Patron de VTG

VTG de X. laevis purificada a 3,3 mg/ml
TMB (3,3',5,5'-tetrametil-bencidina) (p. ej., KPL 50-76-00, o Sigma T0440)
Suero de cabra normal (NGS, normal goat serum)(p. €j., Chemicon® S26-100 ml)

Placas de microvaloracion de poliestireno EIA de 96 pocillos (por ejemplo, ICN: 76-381-
04, Costar: 53590, Fisher: 07-200-35)

Estufa de hibridacion (o incubadora de aire de equilibrio rapido) a 37 °C, para placas, bafio
de agua para tubos

Otros equipos, productos y suministros de laboratorio comunes.

Composiciones

Solucion amortiguadora de recubrimiento (solucion amortiguadora de carbonato 50 mM,
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pH 9,6):

NaHCO3 1,26 g

NaxCO; 0,68 g

Agua 428 ml
10X PBS (fosfato 0,1 M, NaCl 1,5 M):

NaH,PO4-H,0 0,83 g

Na;HPO47 H,O 20,1 g

NaCl 71 g

Agua 810 ml
Solucion amortiguadora de lavado (PBST):

10X PBS 100 ml

Agua 900 ml

Ajustar el pH a 7,3 con HCI 1 M; afiadir a continuacion 0,5 ml de Tween-20.
Solucion amortiguadora de ensayo:

Suero de cabra normal (NGS) 3,75 ml

Solucion amortiguadora de lavado 146,25 ml
Recogida de muestras

Se recoge sangre con un tubo de microhematocrito heparinizado y se coloca en hielo. Tras
centrifugar durante 3 minutos, se asigna la puntuacion al tubo, que se abre a continuacion y
el plasma se pasa a tubos de microcentrifugacion de 0,6 ml que contienen 0,13 unidades de
aprotinina liofilizada. (Estos tubos se preparan con antelacion afiadiendo la cantidad
adecuada de aprotinina, congeldndolos y liofilizdndolos en vacio a baja temperatura hasta su
desecacion.) Se conserva el plasma a -80 °C hasta que se analice.

Procedimiento para una placa
Recubrimiento de la placa

Mezclar 20 pl de VTG purificada con 22 ml de soluciéon amortiguadora de carbonato
(concentracion final de 3 pg/ml). Afiadir 200 pl a cada pocillo de una placa de 96 pocillos.
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Tapar la placa con una pelicula de sellado adhesiva y dejar incubando a 37 °C durante
2 horas (0 a 4 °C hasta el dia siguiente).

Bloqueo de la placa

La solucion de bloqueo se prepara anadiendo 2 ml de suero de cabra normal (NGS) a 38 ml
de solucién amortiguadora de carbonato. Retirar la solucion de recubrimiento y sacudir para
secar. Anadir a cada pocillo 350 pl de la solucion de bloqueo. Tapar la placa con una
pelicula de sellado adhesiva y dejar incubando a 37 °C durante 2 horas (o a 4 °C hasta el dia
siguiente).

Preparacion de los patrones

Se mezclan 5,8 pl de patron de VTG purificada con 1,5 ml de solucion amortiguadora de
ensayo en un tubo de ensayo desechable de vidrio de borosilicato de 12 x 75 mm. Se obtiene
asi una concentracion de 12 760 ng/ml. A continuacion se lleva a cabo una serie de
diluciones afiadiendo 750 pl de la dilucion anterior a 750 pl de la solucion amortiguadora de
ensayo para obtener las concentraciones finales de 12 760, 6 380, 3 190, 1 595, 798, 399,
199, 100 y 50 ng/ml.

Preparacion de las muestras

Empezar con una dilucién de plasma en solucion amortiguadora de ensayo 1 : 300 (por
ejemplo, combinar 1 pl de plasma con 299 pl de solucion amortiguadora de ensayo) o
1 : 30. Si se espera una cantidad importante de VTG, puede ser necesario utilizar diluciones
adicionales o mayores. Ha de procurarse mantener B/B, en el intervalo de los patrones. Para
las muestras sin VTG apreciable como, p. €j., machos y hembras testigo (todos los cuales
son inmaduros), se debe utilizar la dilucion 1 : 30. Las muestras con una dilucion menor que
esta pueden mostrar efectos matriciales no deseados.

Ademas, se recomienda estudiar una muestra de un testigo positivo en cada placa. Esta
muestra procede de una mezcla de plasma que contiene altos niveles inducidos de VTG. La
mezcla se diluye inicialmente en NGS, se divide en partes alicuotas y se conserva a -80 °C.
Por cada placa, una parte alicuota se descongela, se diluye més en solucion amortiguadora
de ensayo y se somete a ensayo de forma similar a una muestra problema.

Incubacion con el primer anticuerpo

El primer Ab se prepara haciendo una dilucion de 1:2 000 del suero con el primer Ab
preadsorbido en soluciéon amortiguadora de ensayo (p. €j., 8 pul en 16 ml de solucion
amortiguadora de ensayo). Se combinan 300 pl de la solucion del primer Ab con 300 pl de
muestra/patron en un tubo de vidrio. El tubo B, se prepara de forma similar con 300 pl de
solucion amortiguadora de ensayo y 300 ul de anticuerpo. También debe prepararse un tubo
de NSB utilizando solo 600 pul de solucion amortiguadora de ensayo, es decir, sin Ab. Se
cubren los tubos con Parafilm y se agitan suavemente en vortex para mezclar. Se incuban en
un bafio de agua a 37 °C durante 1 hora.
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Lavado de la placa

Justo antes de que se complete la incubacion del primer Ab, se lava la placa. Esto se lleva a
cabo sacudiendo la placa para expulsar su contenido y secando con papel absorbente. A
continuacion, se llenan los pocillos con 350 pl de solucion de lavado, que se retira después,
y se seca con papel absorbente. En este contexto es 1util contar con un lavador de placas o
una pipeta de repeticiéon multicanal. La fase de lavado se repite dos veces mas para efectuar
un total de tres lavados.

Carga de la placa

Después de haber lavado la placa, se retiran los tubos del bafio de agua y se agitan en vortex
ligeramente. Se anaden 200 pl de cada muestra, patrén, Bo, y del tubo de NSB, a dos
pocillos de la placa. Se tapa la placa con una pelicula de sellado adhesiva y se deja
incubando a 37 °C durante 1 hora.

Incubacion con el segundo anticuerpo

Al final de la incubacion de la etapa anterior, la placa debe lavarse tres veces de nuevo,
como se indica més arriba. El segundo Ab diluido se prepara mezclando 2,5 pl del segundo
Ab con 50 ml de solucion amortiguadora de ensayo. Se afiaden 200 pl del segundo Ab
diluido a cada pocillo, se sella como se indica mds arriba, y se incuba durante 1 hora a
37 °C.

Adicion de sustrato

Una vez finalizada la incubacion con el segundo Ab, se lava la placa tres veces como se ha
descrito anteriormente. Se afiaden a continuacion a cada pocillo 100 pl de sustrato de TMB.
Se dejan pasar 10 minutos para que se realice la reaccion, preferiblemente protegida de la
luz intensa. Se interrumpe la reaccion afiadiendo 100 pl de acido fosforico 1 M. De esta
manera cambiara el color de azul a amarillo intenso. Se mide la absorbancia a 450 nm
utilizando un lector de placas.

Calculo de B/Bo

Se resta el valor medio de NSB de todas las mediciones. El valor de B/ B, correspondiente a
cada muestra y patron se calcula dividiendo el valor de la absorbancia (B) por la
absorbancia media de la muestra B,.

Obtencion de la curva patron y determinacion de las cantidades desconocidas

Se genera una curva patron con ayuda de algiin programa informatico de trazado de graficas
(por ejemplo, Slidewrite™ o Sigma Plot®) que extrapole las cantidades a partir del valor de
B/B, de las muestras sobre la base del valor de B/B, de los patrones. Normalmente, la
cantidad se representa a escala logaritmica y la curva tiene forma sigmoidea. Sin embargo,
puede tener aspecto lineal si se utiliza un intervalo limitado de patrones. Se corrigen las
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cantidades de las muestras para tener en cuenta el factor de dilucién y se consignan como
mg de VTG/ml de plasma.

Determinacion de los limites minimos de deteccion (LMD)

A menudo, especialmente en relacion con machos normales, no estd claro como consignar
los resultados de los valores bajos. En estos casos, deben utilizarse los “limites de
confianza” del 95 % para determinar si el valor debe consignarse como cero o como algin
otro numero. Si el resultado de la muestra se encuentra dentro del intervalo de confianza del
patron cero (Bo), el resultado debe consignarse como cero. El nivel minimo de deteccion
sera el del patron més bajo que sea sistematicamente diferente del del patron cero; es decir,
los dos intervalos de confianza no se han de solapar. Para cualquier resultado de una
muestra que esté dentro del limite de confianza del nivel minimo de deteccion, o por
encima, se consignara el valor calculado. Si una muestra se sitGa entre el intervalo de
confianza del patron cero y el del nivel minimo de deteccidn, se consignard la mitad del
nivel minimo de deteccion como valor de dicha muestra.
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Apéndice 7

ANALISIS ESTADISTICO

El LAGDA genera tres tipos de datos que se han de analizar estadisticamente: 1) datos
cuantitativos continuos, 2) datos de tiempo hasta un evento en cuanto a las tasas de
desarrollo (tiempo hasta la fase NF 62) y 3) datos ordinales en forma de puntuaciones de
gravedad o fases de desarrollo a partir de las evaluaciones de histopatologia. En la figura 1
se muestra el arbol de decisiones de analisis estadisticos recomendado para el LAGDA.
Asimismo, a continuacién se indican algunas notas que podrian ser necesarias para realizar
un andlisis estadistico de las mediciones del LAGDA. Respecto al arbol de decisiones de
analisis, los resultados de las mediciones de la mortalidad, el crecimiento (peso y longitud)
y el indice hepatosomdtico (IHS) deben analizarse con arreglo a la rama “Otros
parametros”.

Datos continuos

En primer lugar, debe comprobarse la monotonicidad de los datos de los parametros
continuos, mediante la transformacion por rangos de los datos, el ajuste a un modelo de
ANOVA y la comparacion de contrastes lineales y cuadraticos. Si los datos son mondtonos,
debe realizarse una prueba de tendencia de ajuste secuencial de Jonckheere-Terpstra con las
medianas de las réplicas y no deben aplicarse andlisis posteriores. Una alternativa para los
datos que se distribuyen normalmente con varianzas homogéneas es la prueba de ajuste
secuencial de Williams. Si los datos no son monoétonos (el contraste cuadratico es
significativo y el lineal no lo es), deben analizarse utilizando un modelo de ANOVA de
efectos mixtos. A continuacion se deben evaluar los datos en cuanto a su normalidad
(utilizando preferentemente la prueba de Shapiro-Wilk o Anderson-Darling) y a la
homogeneidad de la varianza (preferentemente con la prueba de Levene). Ambas pruebas se
realizan con los valores residuales del modelo de ANOVA de efectos mixtos. Se pueden
utilizar juicios de expertos en lugar de estas pruebas formales para determinar la normalidad
y la homogeneidad de la varianza, aunque se prefieren las pruebas formales. Si los datos se
distribuyen normalmente con varianza homogénea, se cumplen las hipotesis de un ANOVA
de efectos mixtos y se determina un efecto significativo del tratamiento a partir de la prueba
de Dunnett. En caso de que se compruebe la ausencia de normalidad o la heterogeneidad de
la varianza, se infringen las hipdtesis de la prueba de Dunnett y se busca una transformacion
de normalizacion y de estabilizacion de la varianza. Si no se encuentra tal transformacion,
se determinard un efecto del tratamiento significativo con una prueba de Dunn. Siempre que
sea posible, debe realizarse una prueba unilateral, a diferencia de una prueba bilateral, pero
requiere que un juicio de expertos determine cudl es la apropiada para un parametro dado.

Mortalidad

Deben analizarse los datos de mortalidad en relacién con el periodo que abarque todo el
ensayo y expresarse como proporcion de animales muertos en un recipiente concreto. Los
renacuajos que no completen la metamorfosis en el tiempo establecido, los renacuajos
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contenidos en la cohorte de la submuestra de larvas, las ranas juveniles objeto de sacrificio
parcial y los eventuales animales que mueran por error del experimentador deben tratarse
como datos censurados y no incluirse en el denominador del célculo del porcentaje. Con
anterioridad a cualquier andlisis estadistico, las proporciones de mortalidad deben ser objeto
de una transformacion arcoseno de raiz cuadrada. Una alternativa es utilizar la prueba de
ajuste secuencial de Cochran-Armitage, posiblemente con un ajuste de Rao-Scott si hay
dispersion excesiva.

Peso y longitud (datos de crecimiento)

Los machos y las hembras no son sexualmente dimorfos durante la metamorfosis, por lo que
los datos sobre el crecimiento de la submuestra de larvas se deben analizar con
independencia del sexo. No obstante, los datos relativos al crecimiento de los juveniles
deben analizarse por separado en funcidon del sexo genético. Puede ser necesario llevar a
cabo una transformacion logaritmica en relaciébn con estos parametros, ya que no es
infrecuente la distribucion logaritmica normal de los datos sobre el tamaio.

Indice hepatosomatico (IHS)

El peso del higado debe normalizarse como proporcion del peso corporal entero (es decir,
IHS) y analizarse por separado en funcion del sexo genético.

Tiempo hasta la fase NF 62

Los datos sobre el tiempo hasta la metamorfosis deben tratarse como datos de tiempo hasta
un evento, y los eventuales datos sobre mortalidad o individuos que no alcanzan la fase
NF 62 en 70 dias se tratan como datos censurados por la derecha (es decir, el valor real es
superior a 70 dias, pero el estudio finaliza antes de que los animales hayan alcanzado la fase
NF 62 en 70 dias). La mediana del tiempo hasta la fase NF 62 de finalizacion de la
metamorfosis en los testigos del agua de dilucion debe utilizarse para determinar la fecha de
terminacion del ensayo. La mediana del tiempo hasta la finalizacion de la metamorfosis
podria determinarse mediante los estimadores de producto limite de Kaplan-Meier. Este
pardmetro debe analizarse utilizando un modelo de peligro proporcional de Cox de efecto
mixto que tenga en cuenta la estructura de réplicas del estudio.

Datos de histopatologia (puntuaciones de la gravedad y fases de desarrollo)

Los datos de histopatologia tienen forma de puntuaciones de la gravedad o de fases de
desarrollo. Un ensayo denominado RSCABS (Rao-Scott Cochran-Armitage by Slices,
modificacion de Rao-Scott de la prueba de Cochran-Armitage por cortes) utiliza una prueba
de tendencia de Cochran-Armitage con un ajuste de Rao-Scott a cada nivel de gravedad en
una respuesta de histopatologia (Green et al., 2014). El ajuste de Rao-Scott incorpora al
ensayo el disefio experimental de los recipientes replicados. El procedimiento “por cortes”
incorpora las expectativas biologicas de que la gravedad del efecto tiende a aumentar con el
aumento de las dosis o las concentraciones, manteniendo al mismo tiempo las puntuaciones
individuales y revelando la gravedad de los posibles efectos observados. El procedimiento
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RSCABS no solo determina qué tratamientos son estadisticamente diferentes de los testigos
(es decir, tienen una histopatologia mas grave que los testigos), sino que también determina
con qué puntuacion de la gravedad se produce la diferencia, proporcionando asi un contexto
muy necesario para el andlisis. En el caso de la determinacion de las fases de desarrollo de
las gonadas y los conductos genitales, debe aplicarse una manipulacién adicional a los
datos, ya que la hipotesis de la RSCABS consiste en que la gravedad del efecto aumenta con
la dosis. El efecto observado podria ser un retraso o una aceleracion del desarrollo. Por lo
tanto, los datos sobre las fases de desarrollo deben analizarse tal como se hayan consignado
a fin de detectar una eventual aceleracion en el desarrollo y, a continuacion, deben invertirse
manualmente antes de un segundo analisis para detectar un eventual retraso en el desarrollo.

Figura 1: Arbol de decisiones de analisis estadisticos para los datos del LAGDA.
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Apéndice 8

CONSIDERACIONES SOBRE EL SEGUIMIENTO Y LA REDUCCION AL MINIMO DE
LA INCIDENCIA DE LA ESCOLIOSIS

La escoliosis idiopatica, generalmente manifestada como “cola torcida” en los renacuajos de
Xenopus laevis, puede complicar las observaciones morfoldgicas y comportamentales de las
poblaciones sometidas a ensayo. Debe intentarse minimizar o eliminar la incidencia de la
escoliosis, tanto en las poblaciones iniciales como en las condiciones de ensayo. En el
ensayo definitivo, se recomienda que la prevalencia de la escoliosis moderada y grave sea
inferior al 10 %, con el fin de aumentar la confianza en que el ensayo pueda detectar efectos
sobre el desarrollo relacionados con el tratamiento en larvas de anfibios que por lo demas
estén sanas.

Las observaciones diarias durante el ensayo definitivo deben registrar tanto la incidencia
(recuento de animales) como la gravedad de la escoliosis, cuando se dé esta. La naturaleza
de la anomalia debe describirse con respecto a la ubicacion (p. ej., anterior o posterior a la
cloaca) y a la direccion de la curvatura (p. ej., lateral o dorsal a ventral). La gravedad puede
clasificarse del siguiente modo:

(NR) No relevante: no se observa ninguna curvatura;
(1) Minima: ligera curvatura lateral, posterior a la cloaca; visible solo en reposo;

(2) Moderada: curvatura lateral, posterior a la cloaca; es visible en todo momento pero no
inhibe el movimiento;

(3) Grave: curvatura lateral, anterior a la cloaca; O cualquier curvatura que inhiba el
movimiento; O cualquier curvatura dorsal a ventral.

Un Grupo Consultivo Cientifico (SAP, Scientific Advisory Panel) de 1a FIFRA de la EPA de
EE.UU. (FIFRA SAP 2013) revis6 los datos resumidos relativos a la escolosis en quince
ensayos de metamorfosis de anfibios con X. laevis (fase NF de 51 a 60+) y ofrecio
recomendaciones generales para reducir la prevalencia de esta anomalia en las poblaciones
sometidas a ensayo. Las recomendaciones son pertinentes para el LAGDA, aunque este
ensayo abarca un tiempo de desarrollo més largo.

Comportamiento historico en cuanto al desove

Por lo general, deben usarse como parejas reproductoras adultos de alta calidad y sanos; la
eliminacion de las parejas de cria que producen descendientes con escoliosis puede reducir
al minimo su incidencia a lo largo del tiempo. En concreto, puede ser beneficiosa la
minimizacion del uso de animales reproductores capturados en el medio silvestre. El
periodo de exposicion del LAGDA comienza con embriones en la fase NF 8-10, y no es
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factible determinar al principio del ensayo si los individuos concretos van a presentar
escoliosis. Asi pues, ademas de hacer un seguimiento de la incidencia de la escoliosis en los
animales que se someten al ensayo, debe documentarse el comportamiento historico de la
nidada de animales (incluida la prevalencia de la escoliosis en las larvas a las que se permita
desarrollarse). Puede ser ttil seguir realizando un seguimiento de la parte de cada nidada
que no se utilice en un determinado estudio y consignar estas observaciones (FIFRA SAP
2013).

Calidad del agua

Es importante garantizar una calidad adecuada del agua, tanto en relacion con la poblacién
de laboratorio como durante el ensayo. Ademas de los criterios de calidad del agua que se
evaluan sistematicamente en los ensayos de toxicidad acudtica, puede ser util supervisar y
corregir las eventuales deficiencias de nutrientes (como, por ejemplo, deficiencia de
vitamina C, calcio, fosforo) o los niveles excesivos de selenio y cobre, de los que se dice
que provocan escoliosis en diversos grados en especimenes de Rana sp. y Xenopus sp.
criados en laboratorio (Marshall et al., 1980; Leibovitz et al., 1992; Martinez et al., 1992;
tal y como se recoge en FIFRA SAP 2013). En general, el uso de un régimen alimentario
adecuado (véase el apéndice 4) y la limpieza periddica de los recipientes mejoran la calidad
del agua y la salud de los ejemplares sometidos al ensayo.

Alimentacion

En el apéndice 4 se detallan las recomendaciones especificas sobre el régimen alimentario,
de las que se ha comprobado que tienen éxito en el LAGDA. Se recomienda que se
controlen las fuentes de alimentacion en cuanto a la presencia de toxinas biologicas,
herbicidas y otros plaguicidas de los que se sepa que causan escoliosis en X. laevis o0 en
otros animales acudticos (Schlenk y Jenkins, 2013). Por ejemplo, la exposiciéon a
determinados inhibidores de la colinesterasa se ha asociado con la escoliosis en peces
(Schultz et al., 1985) y ranas (Bacchetta ef al., 2008).
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