
II 

(Actos no legislativos) 

REGLAMENTOS 

REGLAMENTO (UE) No 900/2014 DE LA COMISIÓN 

de 15 de julio de 2014 

que modifica, con vistas a su adaptación al progreso técnico, el Reglamento (CE) no 440/2008, 
por el que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el Reglamento (CE) no 1907/2006 del 
Parlamento Europeo y del Consejo relativo al registro, la evaluación, la autorización y la restricción 

de las sustancias y preparados químicos (REACH) 

(Texto pertinente a efectos del EEE) 

LA COMISIÓN EUROPEA, 

Visto el Tratado de Funcionamiento de la Unión Europea, 

Visto el Reglamento (CE) no 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 18 de diciembre de 2006, relativo al 
registro, la evaluación, la autorización y la restricción de las sustancias y preparados químicos (REACH), por el que se 
crea la Agencia Europea de Sustancias y Preparados Químicos, se modifica la Directiva 1999/45/CE y se derogan el 
Reglamento (CEE) no 793/93 del Consejo y el Reglamento (CE) no 1488/94 de la Comisión, así como la Directiva 
76/769/CEE del Consejo y las Directivas 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE y 2000/21/CE de la Comisión (1), y, en 
particular, su artículo 13, apartado 2, 

Considerando lo siguiente: 

(1)  El Reglamento (CE) no 440/2008 de la Comisión (2) incluye los métodos de ensayo para la determinación de las 
propiedades fisicoquímicas, toxicológicas y ecotoxicológicas de las sustancias, que deben aplicarse a efectos del 
Reglamento (CE) no 1907/2006. 

(2)  Es necesario actualizar el Reglamento (CE) no 440/2008 a fin de incluir con carácter prioritario los métodos de 
ensayo nuevos y actualizados adoptados recientemente por la OCDE para tener en cuenta el progreso técnico y 
para reducir el número de animales utilizados con fines experimentales, de acuerdo con la Directiva 2010/63/UE 
del Parlamento Europeo y del Consejo (3). Se ha consultado a los interesados sobre el presente proyecto. 

(3)  Esta adaptación al progreso técnico contiene seis nuevos métodos de ensayo para la determinación de la toxicidad 
y otros efectos sobre la salud, incluido un estudio de neurotoxicidad para el desarrollo, un estudio ampliado de 
toxicidad para la reproducción en una generación, un ensayo de mutación génica in vivo con roedores transgé
nicos, un ensayo in vitro para evaluar los efectos sobre la síntesis de las hormonas esteroideas, así como 
dos métodos in vivo para evaluar los efectos estrogénicos y (anti)androgénicos. 

(4)  Procede, por tanto, modificar el Reglamento (CE) no 440/2008 en consecuencia. 

(5) Las medidas previstas en el presente Reglamento se ajustan al dictamen del Comité creado en virtud del artícu
lo 133 del Reglamento (CE) no 1907/2006. 
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(1) DO L 396 de 30.12.2006, p. 1. 
(2) Reglamento (CE) no 440/2008 de la Comisión, de 30 de mayo de 2008, por el que se establecen métodos de ensayo de acuerdo con el 

Reglamento (CE) no 1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo relativo al registro, la evaluación, la autorización y la restricción 
de las sustancias y preparados químicos (REACH) (DO L 142 de 31.5.2008, p. 1). 

(3) Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la protección de los animales utili
zados para fines científicos (DO L 276 de 20.10.2010, p. 33). 



HA ADOPTADO EL PRESENTE REGLAMENTO: 

Artículo 1 

El anexo del Reglamento (CE) no 440/2008 queda modificado de acuerdo con el anexo del presente Reglamento. 

Artículo 2 

El presente Reglamento entrará en vigor el tercer día siguiente al de su publicación en el Diario Oficial de la Unión 
Europea. 

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

Hecho en Bruselas, el 15 de julio de 2014. 

Por la Comisión 

El Presidente 
José Manuel BARROSO  
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ANEXO 

El anexo del Reglamento (CE) no 440/2008 queda modificado como sigue: 

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

«B.53. ESTUDIO DE NEUROTOXICIDAD PARA EL DESARROLLO  

INTRODUCCIÓN 

1. El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 426 (2007). En Copen
hague, en junio de 1995, un grupo de trabajo de la OCDE sobre toxicidad para la reproducción y el desarrollo 
debatió la necesidad de actualizar las vigentes directrices de ensayo de la OCDE sobre la toxicidad para la repro
ducción y el desarrollo, así como de elaborar nuevas directrices sobre parámetros aún no incluidos (1). El grupo 
de trabajo recomendó que se escribieran unas directrices de ensayo sobre la neurotoxicidad para el desarrollo, 
sobre la base de unas directrices de la Agencia de Protección del Medio Ambiente estadounidense (EPA), que 
después han sido revisadas (2). En junio de 1996 se celebró en Copenhague una segunda reunión de consulta para 
facilitar a la Secretaría orientaciones para el esbozo de unas nuevas directrices de ensayo sobre la neurotoxicidad 
para el desarrollo, incluidos los principales elementos como, por ejemplo, los datos sobre la elección de la especie 
animal, el período de administración, el período de las pruebas, los parámetros que deben evaluarse, y los criterios 
para la evaluación de los resultados. En 1998 se publicaron unas directrices de evaluación del riesgo de neurotoxi
cidad de EE. UU. (3). En octubre de 2000 se celebraron consecutivamente una reunión de consulta de expertos de 
la OCDE y un taller del Instituto de Ciencias del Riesgo del ILSI, y en 2005 tuvo lugar en Tokio una reunión de 
consulta de expertos. Estas reuniones se celebraron para debatir las cuestiones científicas y técnicas relacionadas 
con las vigentes directrices de ensayo, y en ellas se elaboraron recomendaciones (4)(5)(6)(7) que se tuvieron en 
cuenta para desarrollar el presente método de ensayo. En los documentos de orientación de la OCDE no 43 sobre 
“Reproductive Toxicity Testing and Assessment” (Ensayo y evaluación de la toxicidad para la reproducción) (8) 
y no 20 sobre “Neurotoxicity Testing” (Ensayo de la neurotoxicidad) (9) se encuentra información adicional sobre 
la realización, interpretación y terminología correspondientes al presente método de ensayo. 

CONSIDERACIONES INICIALES 

2.  Se sabe que una serie de sustancias produce efectos neurotóxicos en el desarrollo de los seres humanos y de otras 
especies (10)(11)(12)(13). Con el fin de valorar y evaluar las características tóxicas de una sustancia puede ser ne
cesario determinar su posible neurotoxicidad para el desarrollo. Se han diseñado estudios de neurotoxicidad para 
el desarrollo con el fin de ofrecer datos, incluida la caracterización de la relación dosis-respuesta, en relación con 
los posibles efectos funcionales y morfológicos sobre el sistema nervioso en desarrollo de la descendencia que 
puedan derivarse de la exposición durante la gestación y durante las primeras fases de la vida. 

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

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

PRINCIPIO DEL ENSAYO 

5.  La sustancia problema se administra a los animales durante la gestación y lactancia. Se someten a ensayo animales 
madres para evaluar los efectos en las hembras gestantes y lactantes y también para obtener información compa
rativa (madres/descendientes). Se seleccionan aleatoriamente descendientes dentro de las camadas para realizar la 
evaluación de la neurotoxicidad. Esta evaluación consiste en realizar observaciones para detectar anomalías 
conductuales y neurológicas macroscópicas, incluida la evaluación del desarrollo físico, la ontogenia del compor
tamiento, la actividad motriz, las funciones motrices y sensitivas, y el aprendizaje y la memoria, así como la 
evaluación del peso del encéfalo y de la neuropatología durante el período de desarrollo postnatal y la edad 
adulta. 
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6. Cuando el método de ensayo se lleva a cabo como estudio aparte, pueden utilizarse animales disponibles adicio
nales de cada grupo para aplicarles procedimientos específicos neuroconductuales, neuropatológicos, neuroquí
micos o electrofisiológicos, con el fin de completar los datos obtenidos a partir de los exámenes recomendados 
por este método de ensayo (16)(19)(20)(21). Los procedimientos complementarios pueden ser especialmente útiles 
cuando la observación empírica, los efectos previstos o el mecanismo o modo de acción indiquen un tipo deter
minado de neurotoxicidad. Estos procedimientos complementarios pueden utilizarse con las madres y también 
con las crías. Además, pueden utilizarse también procedimientos ex vivo o in vitro, en la medida en que dichos 
procedimientos no alteren la integridad de los procedimientos in vivo. 

PREPARACIÓN DEL ENSAYO 

Selección de la especie animal 

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

Condiciones de alojamiento y alimentación 

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

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

Preparación de los animales 

10. Deben emplearse animales sanos, que estén aclimatados a las condiciones del laboratorio y que no se hayan some
tido a experimentos previos, a menos que el estudio esté incorporado a otro estudio (véase el punto 3). Deben 
caracterizarse los animales de experimentación en cuanto a su especie, cepa, procedencia, sexo, peso y edad. 
A cada animal se le debe asignar un número de identificación único, con el que estará marcado. Los animales de 
todos los grupos de ensayo han de ser tan homogéneos como resulte posible en cuanto a su peso y edad, y deben 
estar en el intervalo normal de la especie y cepa en estudio. Deben emplearse hembras adultas jóvenes y nulíparas 
para cada dosis. Los hermanos no deben aparearse, y debe prestarse atención para garantizar este extremo. El día 
de gestación (DG) 0 es el día en el que se observa la presencia de un tapón vaginal o de semen. Debe dejarse un 
tiempo adecuado de aclimatación (por ejemplo, de 2 o 3 días), al comprar a un proveedor animales con un 
tiempo conocido de gestación. Las hembras apareadas se deben repartir sin sesgos entre los grupos tratados y los 
de control, y en la medida de lo posible deben distribuirse de manera equilibrada entre los grupos (por ejemplo, 
se recomienda un procedimiento aleatorio estratificado para conseguir una distribución equilibrada entre todos 
los grupos, tal como el basado en el peso corporal). Las hembras inseminadas por un mismo macho deben repar
tirse de forma igualitaria entre los grupos. 
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PROCEDIMIENTO 

Número y sexo de los animales 

11.  Cada grupo tratado y de control debe incluir un número suficiente de hembras grávidas que se expondrán a la 
sustancia problema a fin de conseguir un número adecuado de descendientes para la evaluación de la neurotoxi
cidad. Se recomienda un total de 20 camadas para cada nivel de dosis. Se permiten diseños de la administración 
en grupos duplicados y en grupos escalonados siempre que se consiga el número total de camadas por grupo y se 
utilicen modelos estadísticos adecuados para tener en cuenta las duplicaciones. 

12.  En el día postnatal (DPN) 4 (el DPN 0 es el del parto) o antes del mismo, se debe ajustar el tamaño de cada 
camada mediante la eliminación de las crías sobrantes por selección aleatoria para obtener un tamaño uniforme 
de todas las camadas (23). El tamaño de la camada no debe superar el tamaño medio de las camadas de la cepa 
de roedores utilizados (8-12). Las camadas deben tener, en la medida de lo posible, un número igual de crías 
machos y hembras. No es apropiada la eliminación selectiva de las crías, por ejemplo en función del peso 
corporal. Tras la normalización de las camadas (sacrificio de las crías sobrantes) y antes de realizar las pruebas de 
los parámetros funcionales, las crías concretas que se asignen a los ensayos anteriores o posteriores al destete 
deben identificarse de manera inequívoca, utilizando cualquier método no cruel adecuado a tal fin (por 
ejemplo, 24). 

Asignación de los animales a los ensayos funcionales y de comportamiento, pesajes del encéfalo y evalua
ciones neuropatológicas 

13.  El método de ensayo permite diferentes enfoques con respecto a la asignación de animales expuestos en el útero y 
a través de la lactancia a ensayos funcionales y de comportamiento, determinación de la maduración sexual, pesaje 
del encéfalo, y evaluación neuropatológica (25). Se pueden añadir otros ensayos de la función neuroconductual 
(por ejemplo, el comportamiento social), de neuroquímica o de neuropatología según cada caso, siempre que no 
se vea comprometida la integridad de los ensayos originales requeridos. 

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

15.  Existen diversas maneras de asignar las crías a los exámenes anteriores y posteriores al destete, ensayos cognitivos, 
exámenes patológicos, etc. (véase la figura 1 en cuanto al diseño general y el apéndice 1 en cuanto a ejemplos de 
asignación). Los números mínimos recomendados de animales en cada grupo tratado para los exámenes ante
riores y posteriores al destete son los siguientes: 

Observaciones clínicas y de peso corporal Todos los animales 

Observaciones clínicas detalladas 20/sexo (1/sexo/camada) 

Peso del encéfalo (tras la fijación) DPN 11-22 10/sexo (1/camada) 

Peso del encéfalo (sin fijar) ~ DPN 70 10/sexo (1/camada) 

Neuropatología (fijación por inmersión o perfusión) DPN 11-22 10/sexo (1/camada) 

Neuropatología (fijación por perfusión) ~ DPN 70 10/sexo (1/camada) 
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Maduración sexual 20/sexo (1/sexo/camada) 

Otros parámetros del desarrollo (optativos) Todos los animales 

Ontogenia del comportamiento 20/sexo (1/sexo/camada) 

Actividad motriz 20/sexo (1/sexo/camada) 

Funciones motrices y sensitivas 20/sexo (1/sexo/camada) 

Aprendizaje y memoria 10/sexo (a) (1/camada) 

(a)  Dependiendo de la sensibilidad de los ensayos de la función cognitiva, debe considerarse a veces la investigación de un 
número mucho más elevado de animales, por ejemplo, hasta 1 macho y 1 hembra por camada (sobre las asignaciones de 
animales, véase el apéndice 1) [se encuentra más información sobre el tamaño de la muestra en el documento de orientación 
de la OCDE 43 (8)].  

Posología 

16.  Se emplean al menos tres dosis de ensayo y un grupo de control en paralelo. Las dosis han de ser espaciadas para 
obtener una gradación de efectos tóxicos. Salvo cuando esté limitada por la naturaleza fisicoquímica o las propie
dades biológicas de la sustancia, la dosis más elevada debe elegirse de forma que induzca cierta toxicidad para la 
madre (por ejemplo, signos clínicos, descenso del aumento de peso corporal (en no más del 10 %), o pruebas de 
toxicidad limitante de la dosis en un órgano diana). La dosis más alta puede limitarse a 1 000 mg/kg/día de peso 
corporal, con algunas excepciones; por ejemplo, la exposición humana prevista puede indicar la necesidad de 
utilizar una dosis superior. Otra posibilidad consiste en realizar estudios piloto o estudios preliminares para deter
minar el intervalo de concentraciones, a fin de establecer la dosis máxima utilizable que debe producir un grado 
mínimo de toxicidad para la madre. Si se ha comprobado que la sustancia problema es tóxica para el desarrollo, 
ya sea en un estudio normal de toxicidad para el desarrollo o en un estudio piloto, la dosis más alta debe ser la 
dosis máxima que no induce toxicidad excesiva para los descendientes ni muerte fetal o neonatal ni malforma
ciones, lo que sería suficiente para no permitir una evaluación significativa de la neurotoxicidad. La dosis más baja 
debe aspirar a no provocar ningún signo de toxicidad para la madre ni para el desarrollo, incluida la neurotoxi
cidad. Debe seleccionarse una secuencia decreciente de dosis con vistas a demostrar la eventual relación dosis- 
respuesta y la existencia de un nivel sin efectos adversos observados (NOAEL), o dosis cerca del límite de detección 
que permitan la determinación de una dosis de referencia. Los intervalos del doble al cuádruple suelen ser 
óptimos para establecer las dosis decrecientes y a menudo es preferible añadir un cuarto grupo de ensayo en lugar 
de utilizar intervalos muy amplios (por ejemplo, con un factor superior a 10) entre dosis. 

17. Las dosis deben establecerse tomando en consideración todos los datos disponibles sobre la toxicidad y la infor
mación complementaria relativa al metabolismo y la toxicocinética de la sustancia problema o productos afines. 
Dicha información puede ayudar asimismo a justificar la pertinencia de la posología. Debe considerarse la admi
nistración directa de dosis a las crías en función de la información sobre la exposición y la farmacocinética 
(28)(29). Antes de realizar estudios de administración directa de dosis deben considerarse cuidadosamente sus 
ventajas e inconvenientes (30). 

18.  El grupo de control en paralelo debe ser un grupo de control que no recibe tratamiento, o un grupo de control 
del vehículo si se utiliza este para administrar la sustancia problema. En principio, todos los animales deben 
recibir el mismo volumen de sustancia problema o de vehículo por unidad de peso corporal. Si se utiliza un ve
hículo u otro aditivo para facilitar la administración, debe atenderse a las siguientes características: efectos sobre la 
absorción, distribución, metabolismo o retención de la sustancia problema; efectos sobre las propiedades químicas 
de la sustancia problema que puedan modificar sus características de toxicidad; y efectos sobre el consumo de 
alimentos y agua o sobre el estado nutricional de los animales. El vehículo no debe provocar efectos que puedan 
interferir con la interpretación del estudio y tampoco debe ser tóxico neuroconductual ni afectar a la reproducción 
o al desarrollo. En caso de nuevos vehículos, debe incluirse un grupo de control que no reciba tratamiento, 
además de un grupo de control del vehículo. Los animales del grupo o grupos de control deben tratarse de la 
misma manera que los de los grupos de ensayo. 
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Administración de las dosis 

19.  La sustancia problema o el vehículo deben administrarse por la vía más pertinente para la posible exposición 
humana, y sobre la base de la información disponible relativa al metabolismo y distribución en los animales de 
ensayo. La vía de administración será generalmente oral (por ejemplo, vía oral forzada, con la alimentación, con el 
agua de bebida), pero pueden utilizarse otras vías (por ejemplo, cutánea, por inhalación), en función de las carac
terísticas y de las vías de exposición humana previstas o conocidas (se dan más orientaciones en el documento de 
orientación 43 (8). Debe facilitarse una justificación de la vía de administración elegida. La sustancia problema 
debe administrarse todos los días a la misma hora más o menos. 

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

21.  La sustancia problema o el vehículo deben administrarse como mínimo una vez al día a las hembras apareadas 
desde el momento de la implantación (DG 6) hasta el final de la lactancia (DPN 21), de forma que las crías estén 
expuestas a la sustancia durante su desarrollo neurológico, tanto pre como postnatal. La edad a la que se inicia la 
administración, así como la duración y la frecuencia de esta, podrán ajustarse en caso de que haya pruebas que 
apoyen otro diseño experimental más pertinente para la exposición humana. La duración de la administración 
debe ajustarse en caso de que se utilicen otras especies, para garantizar la exposición durante todas las fases 
tempranas del desarrollo del encéfalo (es decir, las equivalentes al crecimiento del encéfalo humano en los 
períodos prenatal y postnatal temprano). La administración puede comenzar desde el inicio de la gestación 
(DG 0), aunque debe prestarse atención al potencial de la sustancia problema para causar la muerte del embrión 
antes de la implantación. Si la administración comenzara el DG 6 se evitaría este riesgo, pero no se tratarían las 
fases de desarrollo entre los DG 0 y 6. Cuando un laboratorio compra animales ya apareados, es imposible 
comenzar la administración el DG 0, por lo que el DG 6 sería una buena opción para empezarla. El laboratorio 
de ensayo debe fijar la posología según la información pertinente disponible sobre los efectos de la sustancia 
problema, la experiencia previa y las consideraciones logísticas; puede incluirse la continuación de la administra
ción pasado el destete. No debe administrarse la sustancia problema el día del parto a los animales que no hayan 
terminado de parir completamente. En general, se acepta que la exposición de las crías tiene lugar a través de la 
leche materna; sin embargo, debe considerarse la administración directa de la sustancia a las crías en los casos en 
que falten pruebas de la continuidad de la exposición de la descendencia. Pueden obtenerse estas pruebas de que 
la exposición continúa a partir de, por ejemplo, la información farmacocinética, la toxicidad para la descendencia 
o cambios en biomarcadores (28). 

OBSERVACIONES 

Observaciones sobre las madres 

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

23.  Durante los períodos de tratamiento y de observación, deben realizarse periódicamente (al menos dos veces 
durante el período de administración en la gestación y dos veces durante el período de administración en la 
lactancia) observaciones clínicas más detalladas, utilizando al menos diez madres por nivel de dosis. Los animales 
serán observados, fuera de su jaula de alojamiento, por técnicos especializados que no estén advertidos del trata
miento de los animales, utilizando procedimientos normalizados para minimizar el estrés de los animales y los 
sesgos de los observadores, y maximizar la fiabilidad entre los observadores. Cuando sea posible, se recomienda 
que todas las observaciones de un determinado estudio sean hechas por el mismo técnico. 

24.  La presencia de signos observados debe consignarse. Siempre que sea factible, se registrará también la magnitud 
de los signos observados. Las observaciones clínicas deben incluir, entre otras cosas, los cambios de la piel, pelo, 
ojos, mucosas, la presencia de secreciones y la actividad neurovegetativa (por ejemplo, lagrimeo, piloerección, 
tamaño de la pupila, pauta inusual de respiración y/o respiración por la boca, y cualquier signo anómalo de 
micción o defecación). 

25.  También habrá de anotarse cualquier respuesta no habitual en lo que se refiere a la posición del cuerpo, el nivel 
de actividad (por ejemplo, aumento o disminución de la exploración de la zona normal) y la coordinación de los 
movimientos. Deben registrarse también los cambios observados en la marcha (por ejemplo, contoneo o ataxia), 
postura (por ejemplo, espalda encorvada) y respuesta a la manipulación, a la colocación o a otros estímulos 
ambientales, así como la presencia de movimientos clónicos o tónicos, convulsiones, temblores, estereotipias (por 
ejemplo, realización excesiva de movimientos de limpieza, movimientos anómalos de la cabeza, recorridos repeti
tivos en círculo) o comportamientos anómalos (por ejemplo, lamido excesivo o mordiscos, automutilación, 
marcha hacia atrás, vocalización) o de agresión. 
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26.  Los signos de toxicidad han de anotarse, incluidos el día de inicio, la hora del día, el grado y la duración. 

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

Observaciones sobre los descendientes 

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

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

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

Parámetros físicos y del desarrollo 

31.  Los cambios en los parámetros del desarrollo previos al destete (por ejemplo, despliegue de las orejas, apertura de 
los ojos, erupción de los incisivos) están muy correlacionados con el peso corporal (30)(31). El peso corporal 
puede ser el mejor indicador del desarrollo físico. La medición de parámetros del desarrollo se recomienda, por lo 
tanto, solo en el caso de que haya pruebas de que estos parámetros van a aportar información adicional. El calen
dario para la evaluación de estos parámetros se indica en el cuadro 1. En función de los efectos previstos y de los 
resultados de las mediciones iniciales, puede ser recomendable añadir puntos de medición adicionales o realizar 
las mediciones en otras fases del desarrollo. 

32.  Es recomendable utilizar la edad post-coital en lugar de la edad postnatal al evaluar el desarrollo físico (33). Si se 
someten a ensayo las crías el día del destete, se recomienda hacerlo antes del destete en sí, para evitar un efecto de 
confusión debido al estrés asociado con el destete. Además, debe evitarse realizar cualquier ensayo con las crías 
durante los dos días siguientes al destete. 

Cuadro 1 

Calendario de la evaluación de los parámetros físicos y del desarrollo, y de los parámetros funcionales/de 
comportamiento (a). 

Períodos de edad 
Parámetros Antes del destete (b) Antes de la  

madurez (b) Adultos jóvenes (b) 

Parámetros físicos y del desarrollo 

Peso corporal y observaciones clínicas Semanalmente (c) Al menos cada 
dos semanas 

Al menos cada dos 
semanas 

Peso del encéfalo DPN 22 (d) En el momento del 
sacrifico 

Neuropatología DPN 22 (d) En el momento del 
sacrifico 

Maduración sexual — Cuando corres
ponda 

— 

Otros parámetros del desarrollo (e) Cuando corres
ponda 

— — 
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Períodos de edad 
Parámetros Antes del destete (b) Antes de la  

madurez (b) Adultos jóvenes (b) 

Parámetros funcionales y de comportamiento 

Ontogenia del comportamiento Al menos dos 
mediciones   

Actividad motriz (incluida la habituación) 1–3 veces (f) — Una vez 

Funciones motrices y sensitivas — Una vez Una vez 

Aprendizaje y memoria — Una vez Una vez 

(a)  Este cuadro presenta el número mínimo de veces que se deben efectuar las mediciones. En función de los efectos previstos y 
de los resultados de las mediciones iniciales, puede ser recomendable añadir puntos de medición adicionales (por ejemplo, 
animales viejos) o realizar las mediciones en otras fases del desarrollo. 

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

(c)  Los pesos corporales deben medirse al menos dos veces por semana cuando se administra la sustancia directamente a las 
crías, con el fin de ajustar las dosis en un período de rápido aumento del peso corporal. 

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

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

(f)  Véase el punto 35.  

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

Ontogenia del comportamiento 

34.  La ontogenia de determinados comportamientos debe medirse al menos en una cría/sexo/camada durante el 
período de edad apropiado, utilizándose las mismas crías en todos los días de ensayo en relación con todos los 
comportamientos evaluados. Los días de medición debe estar espaciados uniformemente a lo largo de dicho 
período para determinar si el cambio en la ontogenia del comportamiento es normal o si está relacionado con el 
tratamiento (38). A continuación se indican ejemplos de comportamientos cuya ontogenia puede evaluarse: reflejo 
de enderezamiento, geotaxia negativa y actividad motriz (38)(39)(40). 

Actividad motriz 

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

Funciones motrices y sensitivas 

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

Ensayos de aprendizaje y memoria 

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

Autopsia 

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

39.  La evaluación neuropatológica de la descendencia se efectuará utilizando los tejidos de los animales sacrificados 
de forma compasiva el DPN 22 o en un momento anterior, entre el DPN 11 y el DPN 22, así como al final del 
estudio. En el caso de los descendientes sacrificados hasta el DPN 22, deben evaluarse los tejidos del encéfalo; en 
el caso de los animales sacrificados al final del estudio, deben evaluarse los tejidos tanto del sistema nervioso 
central (SNC) como del sistema nervioso periférico (SNP). Los tejidos de los animales sacrificados el DPN 22 o 
antes pueden fijarse por inmersión o por perfusión; los de los animales sacrificados al final del estudio deben 
fijarse por perfusión. Todos los aspectos de la preparación de las muestras de tejido, desde la perfusión de los 
animales hasta la disección de las muestras de tejido, el tratamiento de los tejidos y la tinción de las preparaciones 
microscópicas, deben seguir un diseño equilibrado de forma que cada lote contenga muestras representativas de 
cada grupo de dosis. En el documento de orientación no 20 de la OCDE (9) se encuentran orientaciones adicio
nales; véase también (103). 

Tratamiento de las muestras de tejido 

40.  Deben registrarse todas las anomalías macroscópicas visibles en el momento de la autopsia. Las muestras de 
tejidos tomadas deben representar todas las regiones principales del sistema nervioso. Las muestras de tejidos 
deben conservarse en un fijador adecuado y tratarse de acuerdo con protocolos histológicos publicados y normali
zados (69)(70)(71)(103). La inclusión en parafina es aceptable para los tejidos del SNC y del SNP, pero puede ser 
apropiada la utilización de osmio tras la fijación, junto con la inclusión en epoxirresina, cuando se necesite un 
mayor grado de resolución (por ejemplo, para los nervios periféricos cuando se sospeche una neuropatía perifé
rica, o para el análisis morfométrico de los nervios periféricos). Los tejidos del encéfalo recogidos para el análisis 
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morfométrico deben incluirse en los medios apropiados al mismo tiempo para todos los niveles de dosis, a fin de 
evitar artefactos por retracción que pueden asociarse con una conservación prolongada en el fijador (6). 

Examen neuropatológico 

41.  Los objetivos del examen cualitativo son los siguientes: 

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

ii)  identificar los tipos de alteraciones neuropatológicas resultantes de la exposición a la sustancia problema; así 
como 

iii)  determinar el grado de gravedad de las alteraciones neuropatológicas. 

Un anatomopatólogo con formación adecuada debe examinar al microscopio secciones histológicas representa
tivas de las muestras de tejido para detectar los eventuales indicios de alteraciones neuropatológicas. A todas las 
alteraciones neuropatológicas se les debe asignar un grado subjetivo de gravedad. Una tinción con hematoxilina y 
eosina puede ser suficiente para evaluar las secciones del encéfalo de los animales sacrificados de forma compasiva 
el DPN 22 o antes. Sin embargo, se recomienda realizar una tinción de mielina (por ejemplo, azul de luxol 
rápido/violeta de cresilo) y una tinción de plata (por ejemplo, tinciones de Bielschowsky o de Bodian) para las 
secciones de tejidos del SNC y del SNP de los animales sacrificados al final del estudio. Según la opinión profe
sional del anatomopatólogo y el tipo de alteraciones observadas, pueden resultar adecuadas otras tinciones para 
identificar y caracterizar tipos concretos de alteraciones [por ejemplo, proteína ácida fibrilar glial (GFAP) o 
histoquímica de lectinas para evaluar las alteraciones de la glía y de la microglía (72), fluoro-jade para detectar 
necrosis (73)(74), o tinciones de plata específicas de la degeneración neuronal (75)]. 

42.  Ha de efectuarse una evaluación morfométrica (cuantitativa), ya que estos datos pueden ayudar a la detección de 
un efecto relacionado con el tratamiento y son valiosos para la interpretación de las diferencias de peso o morfo
logía del encéfalo relacionadas con el tratamiento (76)(77). Deben tomarse muestras de tejido nervioso, que han 
de prepararse para permitir las evaluaciones morfométricas. Entre estas se pueden incluir, por ejemplo, las medi
ciones lineales o superficiales de regiones específicas del encéfalo (78). Tales mediciones exigen la utilización de 
secciones homólogas, cuidadosamente seleccionadas en función de referencias microscópicas fiables (6). Puede 
utilizarse la estereología para identificar efectos relacionados con el tratamiento sobre parámetros tales como el 
volumen o el número de células de determinadas regiones neuroanatómicas (79)(80)(81)(82)(83)(84). 

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

44. La evaluación neuropatológica debe incluir un examen para detectar eventuales signos de alteraciones del desa
rrollo del sistema nervioso (6)(85)(86)(87)(88)(89), además de alteraciones celulares (por ejemplo, vacuolización, 
degeneración o necrosis neuronal) y cambios histológicos (por ejemplo, gliosis, infiltración de leucocitos, forma
ción de quistes). A este respecto, es importante que se distingan los efectos relacionados con el tratamiento de los 
acontecimientos normales del desarrollo que se sepa que se producen en una fase del desarrollo correspondiente 
al momento del sacrificio (90). Pueden citarse como ejemplos de alteraciones significativas que indican daño para 
el desarrollo las siguientes, sin ánimo de exhaustividad: 

—  alteraciones en el tamaño o la forma macroscópicos de los bulbos olfativos, el cerebro o el cerebelo; 

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

— alteraciones de la proliferación, migración y diferenciación, indicadas por zonas de necrosis o apoptosis exce
sivas, poblaciones agrupadas o dispersas de neuronas ectópicas, desorientadas o deformes, o alteraciones del 
tamaño relativo de diversos estratos de las estructuras corticales; 
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—  alteraciones de las pautas de mielinización, como la reducción global del tamaño o la alteración de la tinción 
de las estructuras mielinizadas; 

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

Análisis de la relación dosis-respuesta de las alteraciones neuropatológicas 

45. Se recomienda seguir el siguiente procedimiento por fases para los análisis neuropatológicos cualitativos y cuanti
tativos. En primer lugar, se comparan las secciones del grupo de dosis alta con las del grupo de control. En caso 
de que no se detecten alteraciones neuropatológicas en los animales del grupo de dosis alta, no se requiere conti
nuar el análisis. Si se encuentran indicios de alteraciones neuropatológicas en el grupo de dosis alta, se examinan 
los animales de los grupos de dosis intermedia y baja. Si el grupo de dosis alta se termina por causa de muerte o 
de otro tipo de toxicidad que implique confusión, deben analizarse los grupos de dosis alta e intermedia para 
detectar las eventuales alteraciones neuropatológicas. Si hay alguna indicación de neurotoxicidad en los grupos de 
la dosis inferior, debe realizarse con esos grupos el análisis neuropatológico. En caso de que en el examen cualita
tivo o cuantitativo se observen alteraciones neuropatológicas relacionadas con el tratamiento, deben determinarse 
la relación entre la dosis y la incidencia, y la frecuencia y el grado de gravedad de las lesiones o de las alteraciones 
morfométricas, sobre la base de una evaluación de todos los animales de todos los grupos de dosis. Deben 
incluirse en esta evaluación todas las regiones del encéfalo que presenten algún signo de alteración neuropatoló
gica. Para cada tipo de lesión, deben describirse los criterios utilizados para definir los distintos grados de 
gravedad, indicando las características utilizadas para distinguir cada grado. Deben registrarse la frecuencia de cada 
tipo de lesión y su grado de gravedad, y debe realizarse un análisis estadístico para evaluar la naturaleza de la rela
ción dosis-respuesta. Se recomienda el uso de preparaciones codificadas (91). 

DATOS E INFORME 

Datos 

46.  Los datos deben notificarse individualmente y resumirse en forma de cuadro, mostrándose para cada grupo de 
ensayo los tipos de cambio y el número de madres, de descendientes por sexo, y de camadas en las que se haya 
observado cada tipo de cambio. Si se ha utilizado la exposición postnatal directa de la descendencia, han de notifi
carse la vía, la duración y el período de la exposición. 

Evaluación e interpretación de los resultados 

47.  Un estudio de neurotoxicidad para el desarrollo debe proporcionar información sobre los efectos de la exposición 
continuada a una sustancia durante la vida intrauterina y en las primeras fases del desarrollo postnatal. Dado que 
el estudio se centra en parámetros tanto de toxicidad general como de neurotoxicidad para el desarrollo, los resul
tados deben permitir distinguir los efectos sobre el desarrollo neurológico que se producen en ausencia de toxi
cidad general para la madre frente a los que se manifiestan únicamente a dosis que también son tóxicas para la 
madre. Debido a la compleja interrelación entre el diseño del estudio, el análisis estadístico y la significación bioló
gica de los datos, la interpretación adecuada de los datos de neurotoxicidad para el desarrollo implica el juicio de 
expertos (107)(109). Para la interpretación de los resultados del ensayo debe aplicarse un enfoque de ponderación 
de las pruebas (20)(92)(93)(94). Deben ser objeto de discusión las pautas de las eventuales observaciones conduc
tuales o morfológicas, así como los datos sobre la relación dosis-respuesta. Deben incluirse en esta caracterización 
los datos de todos los estudios pertinentes para la evaluación de la neurotoxicidad para el desarrollo, incluidos los 
estudios epidemiológicos o los informes de casos humanos, y los estudios con animales de experimentación (por 
ejemplo, datos de toxicocinética, información sobre la relación estructura-actividad, datos de otros estudios de 
toxicidad). Esto incluye la relación entre las dosis de la sustancia problema y la presencia o ausencia, la incidencia 
y el alcance de cualesquiera efectos neurotóxicos para cada sexo (20)(95). 

48.  La evaluación de los datos debe incluir una discusión de la significación tanto biológica como estadística. El 
análisis estadístico debe considerarse como una herramienta que orienta para la interpretación de los datos, más 
que determinarla. La falta de significación estadística no debe ser el único motivo para concluir que no hay ningún 
efecto relacionado con el tratamiento, al igual que la presencia de significación estadística no puede ser la única 
justificación para concluir que se da algún efecto relacionado con el tratamiento. Para evitar posibles resultados 
negativos falsos y las dificultades inherentes a “comprobar un resultado negativo”, deben discutirse los datos sobre 
los controles positivos e históricos disponibles, especialmente cuando no se observen efectos relacionados con el 
tratamiento (102)(106). La probabilidad de encontrar positivos falsos debe discutirse a la luz de la evaluación esta
dística total de los datos (96). La evaluación debe incluir la posible relación existente entre las alteraciones neuro
patológicas y conductuales observadas. 
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49.  Todos los resultados deben analizarse utilizando modelos estadísticos adecuados para el diseño experimental 
(108). La elección de un análisis paramétrico o no paramétrico debe justificarse teniendo en cuenta factores tales 
como la naturaleza de los datos (transformados o no) y su distribución, así como la relativa solidez de los análisis 
estadísticos seleccionados. El objetivo y el diseño del estudio deben guiar la elección del análisis estadístico para 
minimizar los errores de tipo I (positivos falsos) y de tipo II (negativos falsos) (96)(97)(104)(105). Los estudios 
sobre el desarrollo con especies multíparas en los que se estudian varias crías por camada deben incluir la camada 
en el modelo estadístico para evitar un aumento de los índices de errores de tipo I (98)(99)(100)(101). La unidad 
estadística de medida debe ser la camada y no la cría. Los experimentos deben diseñarse de manera que las crías 
de una misma camada no se traten como observaciones independientes. Cualquier parámetro medido varias veces 
en el mismo sujeto se analizará utilizando modelos estadísticos que tengan en cuenta el carácter no independiente 
de dichas medidas. 

Informe del ensayo 

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

Sustancia problema: 

—  naturaleza física y, si procede, propiedades fisicoquímicas; 

—  datos de identificación, incluido el origen; 

—  pureza del preparado, e impurezas conocidas o previstas. 

Vehículo (si procede): 

—  justificación de la elección del vehículo, si es distinto del agua o de la solución salina fisiológica. 

Animales de experimentación: 

—  especie y cepa empleada, y justificación en caso de que sea distinta de la rata; 

—  proveedor de los animales de experimentación; 

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

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

—  peso de cada animal al inicio del ensayo. 

Condiciones del ensayo: 

—  justificación de la selección de las dosis; 

—  justificación de la vía y del período de administración; 

—  especificación de las dosis administradas, con datos sobre el vehículo, el volumen y la forma física del material 
administrado; 

— datos sobre la formulación de la sustancia problema o su preparación con los alimentos, concentración obte
nida, estabilidad y homogeneidad del preparado; 

—  método utilizado para la identificación inequívoca de las madres y de su descendencia; 

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

—  datos sobre la administración de la sustancia problema; 

—  conversión de la concentración (ppm) de la sustancia problema en los alimentos, en el agua de bebida o en el 
dispositivo de inhalación a dosis reales (mg/kg peso corporal/día), en su caso; 

—  condiciones ambientales; 

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

—  fechas de inicio y terminación del estudio. 
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Procedimientos de observación y ensayo: 

—  descripción detallada de los procedimientos utilizados para normalizar las observaciones y procedimientos, así 
como definiciones operativas para asignar puntuación a las observaciones; 

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

— datos de los procedimientos utilizados para los estudios conductuales/funcionales, anatomopatológicos, neuro
químicos o electrofisiológicos, con información y detalles sobre los dispositivos automáticos; 

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

—  breve justificación de todas las decisiones que impliquen una opinión profesional. 

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

—  número de animales al comienzo del estudio y número al final del mismo; 

—  número de animales y de camadas utilizadas para cada ensayo; 

—  número de identificación de cada animal y camada de la que procede; 

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

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

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

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

—  naturaleza, gravedad, duración, día de inicio, hora del día, y evolución posterior de las observaciones clínicas 
detalladas; 

—  puntuación de cada parámetro del desarrollo (peso, maduración sexual y ontogenia del comportamiento) en 
cada momento de observación; 

—  descripción detallada de todas las observaciones conductuales, funcionales, neuropatológicas, neuroquímicas y 
electrofisiológicas por sexo, incluidos tanto los aumentos como los descensos respecto a los controles; 

—  observaciones de la autopsia; 

—  peso del encéfalo; 

—  eventuales diagnósticos derivados de lesiones y signos neurológicos, incluidas las enfermedades o procesos 
naturales; 

—  imágenes de observaciones modelo; 

— imágenes de baja resolución para evaluar la homología de las secciones empleadas en relación con la morfo
metría; 

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

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

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

Discusión de los resultados: 

—  información sobre la relación dosis-respuesta, por sexo y grupo; 

—  relación de otros eventuales efectos tóxicos con la conclusión acerca del potencial neurotóxico de la sustancia 
problema, por sexo y grupo; 
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—  impacto de cualquier información toxicocinética sobre las conclusiones; 

—  semejanzas con los efectos de cualquier neurotóxico conocido; 

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

—  eventual relación entre efectos neuropatológicos y funcionales; 

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

Conclusiones: 

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

Esquema general de los ensayos funcionales/conductuales, de evaluación neuropatológica y de pesaje del encé
falo. Este diagrama se basa en la descripción recogida en los puntos 13-15 (DPN = día postnatal). En el apén

dice 1 se recogen ejemplos de asignación de los animales 
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Apéndice 1 

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

Ejemplo 1 

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

3.  Para los ensayos funcionales/conductuales posteriores al destete (observaciones clínicas detalladas, actividad 
motriz, sobresalto acústico y ensayo de la función cognitiva en el período previo a la madurez) y para evaluar la 
edad de la maduración sexual, se utiliza otro conjunto de 20 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra 
por camada). De este conjunto, 10 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho o 1 hembra por camada) se anestesian 
y se fijan por perfusión al finalizar el estudio (alrededor del día DPN 70). Previa fijación adicional in situ, se retira 
el encéfalo y se prepara para su evaluación neuropatológica. 

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

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

Cuadro 1 

Cría no (a) 
No de crías asignado al ensayo Examen/ensayo 

m h   

1 5 20 m + 20 h Ontogenia del comportamiento   

10 m + 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatología/morfometría DPN 22   

10 m + 10 h Pesaje del encéfalo DPN 22     

2 6 20 m + 20 h Observaciones clínicas detalladas   

20 m + 20 h Actividad motriz   

20 m + 20 h Maduración sexual   

20 m + 20 h Funciones motrices y sensitivas   

20 m + 20 h Aprendizaje y memoria (DPN 25)   

10 m + 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatología/morfometría de adultos 
jóvenes ~DPN 70     

3 7 20 m + 20 h Aprendizaje y memoria (adultos jóvenes)   

10 m + 10 h Pesaje del encéfalo de adultos jóvenes ~DPN 70 

4 8 — Animales de reserva para sustituciones o ensayos adicionales 

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

21.8.2014 L 247/22 Diario Oficial de la Unión Europea ES    



Ejemplo 2 

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

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

8.  Para el ensayo de la función cognitiva en el período previo a la madurez y en adultos jóvenes, se utilizan 10 crías/ 
sexo/dosis (es decir, 1 macho o 1 hembra por camada). Se utilizan animales distintos para los ensayos de la 
función cognitiva realizados el día DPN 23 y para los realizados con adultos jóvenes. Al finalizar el estudio, se 
sacrifican 10 animales/sexo/grupo de entre los utilizados para el ensayo con adultos, se retira el encéfalo y se 
pesa. 

9.  Los 20 animales/sexo/grupo restantes que no se han seleccionado para los ensayos se eliminan al destete. 

Cuadro 2 

Cría no (a) 
No de crías asignado al ensayo Examen/ensayo 

m h   

1 5 20 m + 20 h Ontogenia del comportamiento   

10 m + 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatología/morfometría DPN 11 

2 6 20 m + 20 h Observaciones clínicas detalladas   

20 m + 20 h Actividad motriz   

20 m + 20 h Maduración sexual   

20 m + 20 h Funciones motrices y sensitivas   

10 m + 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatología/morfometría de adultos 
jóvenes ~DPN 70     

3 7 10 m + 10 h (b) Aprendizaje y memoria (DPN 23) 

3 7 10 m + 10 h (b) Aprendizaje y memoria (adultos jóvenes)    

Pesaje del encéfalo de adultos jóvenes 

4 8 — Animales sacrificados y desechados el día DPN 21 

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

(b)  Se utilizan crías diferentes para los ensayos de la función cognitiva realizados el día DPN 23 y para los realizados con 
adultos jóvenes (por ejemplo, de las camadas pares/impares del total de 20).  

Ejemplo 3 

10.  Para el pesaje del encéfalo y la evaluación de la neuropatología del día DPN 11 se utiliza un conjunto de 20 crías/ 
sexo/dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por camada). De estos animales, 10 crías/sexo/dosis (es decir, 1 macho 
o 1 hembra por camada) se sacrifican de forma compasiva el día DPN 11, y se les retira el encéfalo, que se pesa y 
se prepara para su evaluación histopatológica. Por otra parte, se recogen los datos del peso de los encéfalos sin 
fijarde los 10 machos y 10 hembras restantes por cada dosis. 
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11. Para los ensayos de ontogenia del comportamiento (actividad motriz), los exámenes posteriores al destete (acti
vidad motriz y evaluación de la edad de la maduración sexual), y el ensayo de la función cognitiva en el período 
previo a la madurez, se utiliza otro conjunto de 20 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por 
camada). 

12.  Para los ensayos de las funciones motrices y sensitivas (sobresalto acústico) y las observaciones clínicas detalladas, 
se utiliza otro conjunto de 20 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho y 1 hembra por camada). De este conjunto, 
10 animales/sexo/dosis (es decir, 1 macho o 1 hembra por camada) se anestesian y se fijan por perfusión al fina
lizar el estudio (alrededor del día DPN 70). Previa fijación adicional in situ, se retira el encéfalo, se pesa y se 
prepara para su evaluación neuropatológica. 

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

Cuadro 3 

Cría no (a) 
No de crías asignado al ensayo Examen/ensayo 

m h   

1 5 10 m + 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatología/morfometría DPN 11   
10 m + 10 h Pesaje del encéfalo DPN 11 

2 6 20 m + 20 h Ontogenia del comportamiento (actividad motriz)   
20 m + 20 h Actividad motriz   
20 m + 20 h Maduración sexual   
20 m + 20 h Aprendizaje y memoria (DPN 27)     

3 7 20 m + 20 h Sobresalto acústico (período previo a la madurez y adultos 
jóvenes)   

20 m + 20 h Observaciones clínicas detalladas   
10 m + 10 h Pesaje del encéfalo/neuropatología/morfometría de adultos 

jóvenes ~DPN 70 

4 8 20 m + 20 h Aprendizaje y memoria (adultos jóvenes)   
10 m + 10 h Pesaje del encéfalo de adultos jóvenes     

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

Definiciones 

Sustancia: Sustancia o mezcla 

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

INTRODUCCIÓN 

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

2.  El bioensayo uterotrófico es un ensayo de cribado a corto plazo cuyo origen data de la década de 1930 (27)(28) y 
fue normalizado por primera vez con este carácter por un comité de expertos en 1962 (32)(35). Se basa en el 
aumento del peso del útero o respuesta uterotrófica (véase una revisión en la referencia 29). Evalúa la posibilidad 
de que una sustancia provoque actividades biológicas que concuerden con las de agonistas o antagonistas de los 
estrógenos naturales (por ejemplo, el 17ß-estradiol); sin embargo, su uso para detectar efectos antagonistas es 
mucho menos frecuente que para detectar efectos agonistas. El útero responde a los estrógenos de dos maneras. 
Una primera respuesta es el aumento de peso debido a la imbibición de agua. Esta respuesta va seguida de un 
aumento de peso debido al crecimiento tisular (30). Las respuestas del útero en ratas y ratonas son comparables 
cualitativamente. 

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

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

5.  Por lo que se refiere a sustancias negativas, se incluyó en el programa de validación una única sustancia “negativa” 
de referencia que ya se había considerado negativa en el ensayo uterotrófico, así como en ensayos in vitro de recep
tores y de unión a receptores, pero se han evaluado datos adicionales del ensayo, no relacionados con el programa 
de validación de la OCDE, que refuerzan el apoyo a la especificidad del bioensayo uterotrófico para el cribado de 
agonistas estrogénicos (16). 

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES 

6.  Los agonistas y antagonistas estrogénicos actúan como ligandos de los receptores estrogénicos α y b, y pueden 
activar o inhibir, respectivamente, la acción transcripcional de los receptores. Esto podría provocar peligros para 
la salud, incluidos ciertos efectos sobre la reproducción y el desarrollo. Por lo tanto, es necesario evaluar con 
rapidez las sustancias como posibles agonistas o antagonistas estrogénicos. Aunque de carácter informativo, la 
afinidad de un ligando por un receptor estrogénico o la activación transcripcional de genes marcadores in vitro 
son solo uno de los varios factores determinantes de un posible peligro. Otros factores determinantes pueden ser 
la activación y la desactivación metabólica de la sustancia al entrar en el organismo, su distribución en los tejidos 
diana, y la eliminación del organismo, que dependen, al menos en parte, de la vía de administración y de la 
sustancia estudiada. Esto conduce a la necesidad de detectar la posible actividad de una sustancia in vivo en condi
ciones pertinentes, salvo que las características de la sustancia en relación con su absorción, distribución, metabo
lismo y eliminación (ADME) ya aporten la información adecuada. Los tejidos uterinos responden con un creci
miento rápido y vigoroso al estímulo de los estrógenos, especialmente en el caso de los roedores de laboratorio, 
en los que el ciclo estral dura unos 4 días. Diversas especies de roedores, en particular la rata, se utilizan también 
ampliamente en estudios de toxicidad para la caracterización de los peligros. Por lo tanto, el útero de los roedores 
es un órgano diana adecuado para el ensayo de cribado in vivo de los agonistas y antagonistas estrogénicos. 

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

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

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

10.  Teniendo en cuenta que el bioensayo uterotrófico sirve de ensayo de cribado in vivo, el enfoque de validación 
adoptado ha tenido en cuenta tanto el bienestar de los animales como la configuración de una estrategia de 
ensayos secuencial. Con este fin, el esfuerzo se ha dirigido a la validación rigurosa de la reproducibilidad y de la 
sensibilidad en cuanto a la estrogenicidad, que es la principal preocupación relativa a muchas sustancias, pero se 
ha insistido poco en cuanto al componente antiestrogénico del ensayo. Solo se ha sometido a ensayo un antiestró
geno con actividad fuerte, ya que es muy limitado el número de sustancias con un perfil antiestrogénico claro (sin 
interferencias por alguna actividad estrogénica). Por lo tanto, el presente método de ensayo está dedicado al proto
colo estrogénico, mientras que el protocolo que describe el modo del ensayo de antagonistas se incluye en un 
documento de orientación (37). La reproducibilidad y la sensibilidad del ensayo para sustancias con actividad 
puramente antiestrogénica se definirán después de manera más clara, un vez que se haya utilizado sistemática
mente el procedimiento de ensayo durante algún tiempo y se hayan detectado más sustancias con esta modalidad 
de acción. 

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

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

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

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

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

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

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

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

15.  La sustancia problema se administra diariamente por vía oral forzada o inyección subcutánea. Se administran 
dosis graduadas de la sustancia problema a un mínimo de dos grupos de tratamiento (véase el punto 33 al 
respecto) de animales de experimentación, utilizando un solo nivel de dosis por grupo, con un período de admi
nistración de tres días consecutivos en el método de hembras inmaduras y un período mínimo de administración 
de tres días consecutivos en el método de las hembras adultas ovx. Tras unas 24 h después de la administración 
de la última dosis se procede a realizar la autopsia de los animales. Para detectar los agonistas estrogénicos, se 
evalúa la media del peso del útero de los grupos de animales tratados con la sustancia problema, comparando 
con el grupo al que se ha administrado solo el vehículo, atendiendo a un posible aumento estadísticamente signifi
cativo. Un aumento estadísticamente significativo de la media del peso del útero de un grupo de ensayo indica 
una respuesta positiva en este bioensayo. 

DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO 

Selección de la especie animal 

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

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

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

Condiciones de alojamiento y alimentación 

19.  Todos los procedimientos deben atenerse a las normas locales de tratamiento de animales de laboratorio. Estas 
descripciones de tratamiento y atención de animales constituyen los requisitos mínimos, y quedarán anuladas 
por las normas locales, tales como la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 
22 de septiembre de 2010, relativa a la protección de los animales utilizados para fines científicos (38). El local 
de los animales de experimentación ha de estar a una temperatura de 22 °C (con una oscilación máxima aproxi
mada de ± 3 °C). La humedad relativa debe ser como mínimo del 30 % y de preferencia no exceder del 70 %, 
salvo durante la limpieza del local. El objetivo debe ser conseguir una humedad relativa del 50-60 %. La ilumina
ción debe ser artificial. La secuencia diaria de iluminación debe ser de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. 

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

22. Sin embargo, los resultados del bioensayo uterotrófico (9)(17)(18)(19) indican que la presencia de cantidades limi
tadas de fitoestrógenos en la dieta es aceptable y no reduce la sensibilidad del bioensayo. Como orientación, los 
niveles alimentarios de fitoestrógenos no deben superar los 350 µg de equivalentes de genisteína/gramo de dieta 
de laboratorio en el caso de las ratas hembras inmaduras de las cepas Sprague Dawley y Wistar (6)(9). Estas dietas 
deben ser apropiadas también cuando se someten a ensayo las ratas adultas jóvenes ovariectomizadas porque el 
consumo de alimentos por unidad de peso corporal es menor en adultos jóvenes que en animales inmaduros. Si 
se van a utilizar ratonas adultas ovariectomizadas o ratas más sensibles a los fitoestrógenos, debe conside
rarse una reducción proporcional en los niveles de fitoestrógenos de la dieta (20). Además, las diferencias en la 
energía metabólica disponible de las distintas dietas puede provocar cambios temporales del inicio de la 
pubertad (21)(22). 

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

24.  Algunos materiales de cama pueden contener sustancias estrogénicas o antiestrogénicas naturales (por ejemplo, se 
sabe que las mazorcas de maíz afectan a los ciclos estrales de las ratas y actúan como antiestrógenos). El material 
de cama seleccionado debe contener el mínimo posible de fitoestrógenos. 

Preparación de los animales 

25.  Los animales de experimentación, que no deben mostrar signos de ningún tipo de enfermedad ni anomalías 
físicas, se reparten aleatoriamente entre los grupos de tratamiento y los de control. Las jaulas se colocan de 
manera que los posibles efectos debidos a la puesta de los animales en las mismas sean mínimos. Los animales se 
identifican inequívocamente. Es preferible que los animales inmaduros se alojen con sus madres o con madres de 
sustitución hasta el destete durante la aclimatación. La fase de aclimatación antes del inicio del estudio debe durar 
aproximadamente 5 días en el caso de los animales adultos jóvenes y en el de los animales inmaduros entregados 
con sus madres o con madres de sustitución. Si se obtienen animales inmaduros ya destetados sin las madres, 
puede imponerse una duración más corta de la fase de aclimatación, ya que la administración de la sustancia 
problema debe iniciarse inmediatamente tras el destete (véase el punto 29). 

PROCEDIMIENTO 

Verificación de la competencia del laboratorio 

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

—  verificación periódica, sobre la base de un estudio del control positivo de referencia inicial (véase el punto 27); 
al menos cada 6 meses y cada vez que se produzca una modificación que pueda influir en el comportamiento 
del ensayo (por ejemplo, una nueva formulación de la dieta, un cambio en el personal que efectúe las disec
ciones, un cambio en la cepa de animales o en su proveedor, etc.) debe verificarse la sensibilidad del sistema 
de ensayo (modelo animal) utilizando una dosis adecuada (sobre la base del estudio del control positivo de 
referencia descrito en el punto 27) de un estrógeno de referencia: el 17a-etinil-estradiol (no CAS 57-63-6) (EE); 

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

27.  Estudio del control positivo de referencia Antes de que un laboratorio realice un estudio por primera vez 
según el presente método de ensayo, debe demostrar su competencia determinando la sensibilidad del modelo 
animal y estableciendo la relación dosis-respuesta de un estrógeno de referencia, el 17a-etinil-estradiol 
(no CAS 57-63-6) (EE), con un mínimo de cuatro dosis. La respuesta del peso del útero se comparará con los 
datos históricos establecidos [véase la referencia (5)]. Si este estudio del control positivo de referencia no produce 
los resultados previstos, deberán examinarse y modificarse las condiciones experimentales. 

Número y estado de los animales 

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

Edad de los animales inmaduros 

29.  Para el bioensayo uterotrófico con animales inmaduros debe especificarse el día de nacimiento. La administración 
de la sustancia problema ha de empezar lo suficientemente pronto como para garantizar que al término de dicha 
administración no ha tenido lugar aún la subida fisiológica de los estrógenos endógenos asociada a la pubertad. 
Por otra parte, hay indicios de que los animales muy jóvenes puede ser menos sensibles. Para definir la edad 
óptima, cada laboratorio debe tomar en consideración sus propios datos de referencia sobre la maduración. 

Como norma general, la administración a ratas puede comenzar inmediatamente tras un destete temprano, el día 
postnatal 18 (considerándose que el día postnatal 0 es el del nacimiento). La administración a ratas debe estar 
completada de preferencia el día postnatal 21 y en cualquier caso antes del día postnatal 25, ya que a partir de 
esta edad se hace funcional el eje hipotálamo-hipófisis-ovarios y es posible que empiecen a subir los niveles de 
estrógenos endógenos, con una elevación concomitante de la media del peso uterino de referencia y un aumento 
de las desviaciones típicas de los grupos (2)(3)(10)(11)(12). 

Procedimiento para la ovariectomía 

30.  Respecto a las ratas y ratonas que se han de ovariectomizar (grupos tanto de tratamiento como de control), la 
ovariectomía debe efectuarse cuando tienen entre 6 y 8 semanas de edad. En el caso de las ratas, deben pasar al 
menos 14 días entre la ovariectomía y el primer día de la administración, a fin de permitir que el útero retroceda 
a un peso de referencia estable y mínimo. En el caso de las ratonas, deben pasar al menos 7 días entre la ovariec
tomía y el primer día de la administración. Como una pequeña cantidad de tejido ovárico es suficiente para 
producir niveles significativos de estrógenos circulantes (3), antes de utilizar a los animales hay que examinarlos 
observando las células epiteliales recogidas por frotis vaginal durante al menos cinco días consecutivos (por 
ejemplo, los días 10-14 tras la ovariectomía en el caso de las ratas). No deben utilizarse los animales que 
presenten algún signo de inicio de un ciclo estral. Además, en la autopsia, deben examinarse los muñones 
ováricos para comprobar si queda algo de tejido ovárico. En caso afirmativo, el animal no debe utilizarse en los 
cálculos (3). 

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

Peso corporal 

32.  En el método con hembras adultas ovx, el peso corporal y el peso uterino no están correlacionados puesto que el 
peso uterino se ve afectado por hormonas como los estrógenos, pero no por los factores de crecimiento que 
regulan el tamaño corporal. Por el contrario, el peso corporal está relacionado con el peso uterino en el modelo 
con hembras inmaduras, en la fase de maduración (34). Así pues, al principio del experimento, la variación de 
peso entre los animales empleados en el modelo con hembras inmaduras ha de ser mínima y no superar el ± 20 % 
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del peso medio. Esto significa que el tamaño de la camada debe ser normalizado por el criador, para garantizar 
que los descendientes de madres diferentes se alimentan de forma aproximadamente igual. Los animales deben 
asignarse a los grupos (tanto de control como de tratamiento) mediante distribución aleatorizada de los pesos, de 
forma que la media del peso corporal de cada grupo no sea estadísticamente diferente de la de los demás grupos. 
Debe prestarse atención para evitar la asignación de animales de la misma camada al mismo grupo de trata
miento, en la medida de lo posible, sin incrementar el número de camadas que deban utilizarse en la investiga
ción. 

Posología 

33. Con el fin de establecer si una sustancia problema puede tener acción estrogénica in vivo, normalmente es sufi
ciente con dos grupos tratados y un grupo de control, por lo que este diseño es el preferido por razones de bien
estar de los animales. Si la finalidad es obtener una curva dosis-respuesta o bien extrapolar a dosis más bajas, son 
necesarios al menos tres grupos tratados. Si hace falta obtener información más allá de la identificación de una 
actividad estrogénica (tal como una estimación de la potencia), debe considerarse una posología diferente. A excep
ción de la administración de la sustancia problema, los animales del grupo de control deben tratarse de la misma 
manera que los de los grupos de ensayo. Si se utiliza un vehículo para la administración de la sustancia problema, 
el grupo de control recibirá la misma cantidad de vehículo utilizado con los grupos tratados (o el mayor volumen 
utilizado con los grupos de ensayo si hay diferencias entre los grupos). 

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

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

Consideraciones para la determinación de la gama de dosis 

36.  En caso de necesidad, puede llevarse a cabo con unos pocos animales un estudio previo de determinación de la 
gama de dosis. A este respecto, puede utilizarse el documento de orientación no 19 de la OCDE (25), donde se 
definen los signos clínicos indicativos de toxicidad o de malestar de los animales. Cuando sea posible en este 
estudio de determinación de la gama de dosis, tras administrar la sustancia durante tres días, puede extraerse el 
útero y pesarse, una vez hayan transcurrido unas 24 horas desde la administración de la última dosis. Estos datos 
pueden utilizarse a continuación para ayudar a diseñar el estudio principal (selección de la dosis máxima aceptable 
y de las dosis más bajas, y recomendación del número de grupos de dosis). 

Administración de las dosis 

37.  La sustancia problema se administra por vía oral forzada o inyección subcutánea. A la hora de elegir la vía de 
administración, han de tenerse en cuenta las consideraciones sobre el bienestar de los animales, junto con aspectos 
toxicológicos como la pertinencia para la vía de exposición humana a la sustancia (por ejemplo, vía oral forzada 
para simular la ingestión, inyección subcutánea para simular la inhalación o la adsorción cutánea), las propiedades 
fisicoquímicas de la sustancia problema y, en especial, la información toxicológica disponible y los datos sobre 
metabolismo y cinética (por ejemplo, necesidad de evitar el metabolismo de primer paso, mayor eficacia a través 
de una vía concreta). 

38.  Siempre que sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilización de una solución o suspensión 
acuosa. Sin embargo, dado que la mayoría de los ligandos estrogénicos o sus precursores metabólicos tienden a 
ser hidrófobos, el enfoque más común es el uso de una solución o suspensión oleosa (por ejemplo, en aceite de 
maíz, de cacahuete, de sésamo o de oliva). Sin embargo, estos aceites presentan diferentes contenidos de calorías y 
de grasas, con lo que el vehículo podría afectar al total de energía metabolizable (EM), lo que podría alterar ciertos 
parámetros medidos, como el peso del útero, particularmente en el método con hembras inmaduras (33). Por lo 
tanto, antes de realizar el estudio, hay que someter a ensayo todos los vehículos utilizados, frente a controles sin 
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vehículos. Las sustancias problema pueden disolverse en una cantidad mínima de etanol al 95 % u otro disolvente 
adecuado, y diluirse en el vehículo del ensayo hasta alcanzar las concentraciones finales de trabajo. Deben cono
cerse las características tóxicas del disolvente, y este debe someterse a ensayo por separado, en un grupo de 
control al que se administre solo el disolvente. Si la sustancia problema se considera estable, es posible recurrir a 
un calentamiento suave y a una acción mecánica vigorosa para ayudar a disolverla. Debe determinarse la estabi
lidad de la sustancia problema en el vehículo. Si es estable en toda la duración del estudio, puede prepararse una 
alícuota inicial de la sustancia problema, y después preparar cada día las diluciones especificadas para la adminis
tración. 

39.  El calendario de la administración dependerá del modelo utilizado (véase el punto 29 en relación con el modelo 
de hembras inmaduras y el punto 30 en relación con el de hembras adultas ovx). Las ratas inmaduras reciben la 
sustancia problema diariamente, durante tres días consecutivos. Se recomienda también un tratamiento de tres 
días para ratas ovariectomizadas, pero pueden aceptarse exposiciones más largas, con la posibilidad de mejorar la 
detección de sustancias débilmente activas. Con ratonas ovariectomizadas, la aplicación durante tres días debe ser 
suficiente, y no aporta ninguna ventaja significativa la extensión del plazo a hasta siete días con agonistas estrogé
nicos fuertes; sin embargo, esta relación no se ha demostrado en el estudio de validación (16) en el caso de los 
estrógenos débiles, por lo que la administración debe ampliarse a hasta siete días consecutivos en ratonas adultas 
ovx.Las dosis deben administrarse todos los días a una hora similar. Deben ajustarse según sea necesario para 
mantener una dosis constante en términos de peso corporal del animal (por ejemplo, mg de sustancia problema 
por kg de peso corporal por día). En lo que respecta al volumen de ensayo, su variabilidad, por unidad de peso 
corporal, debe reducirse al mínimo ajustando la concentración de la solución administrada para garantizar un 
volumen constante por unidad de peso corporal con todas las dosis y con todas las vías de administración. 

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

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

Observaciones 

Observaciones generales y clínicas 

42.  Deben hacerse observaciones clínicas generales al menos una vez al día, y con más frecuencia si se observan 
signos de toxicidad. Las observaciones deben llevarse a cabo preferentemente a la misma hora cada día y teniendo 
en cuenta el período previsto de efecto máximo tras la administración. Todos los animales deben observarse para 
registrar su mortalidad y morbilidad y los signos clínicos generales, tales como cambios en el comportamiento, la 
piel, el pelo, los ojos, las mucosas, la presencia de secreciones y excreciones, y la actividad neurovegetativa (por 
ejemplo, lagrimeo, piloerección, tamaño de la pupila, respiración anómala, etc.). 

Peso corporal y consumo de alimentos 

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

Disección y pesaje del útero 

44.  Veinticuatro horas después del último tratamiento, las ratas se sacrificarán de forma compasiva. Lo ideal es que el 
orden de la autopsia se aleatorice entre los distintos grupos para evitar una progresión directa de los grupos de 
más dosis a los de menos (o viceversa), que podría afectar sutilmente a los datos. El objetivo del bioensayo es 
medir el peso de los úteros tanto húmedos como secos. El peso húmedo incluye el útero y el contenido de líquido 
luminal. El peso seco se mide después de haber exprimido y retirado el contenido luminal del útero. 
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45.  Antes de su disección, la vagina se examinará para observar su estado de apertura en los animales inmaduros. El 
procedimiento de disección comienza con la apertura de la pared abdominal a partir de la sínfisis púbica. A conti
nuación, se desprenden de la pared abdominal dorsal los cuernos uterinos y los ovarios, si están presentes. La 
vejiga urinaria y los uréteres se separan de las caras ventral y lateral del útero y de la vagina. Se desprenden las 
adherencias fibrosas entre el recto y la vagina hasta que pueda identificarse la unión del orificio vaginal con la piel 
perineal. El útero y la vagina se desprenden del cuerpo cortando la pared vaginal justo por encima de la unión 
con la piel perineal como se muestra en la figura 2. El útero debe separarse del cuerpo cortando delicadamente el 
mesenterio uterino en el punto de su inserción a lo largo de toda la longitud de la cara dorsolateral de cada 
cuerno uterino. Una vez retirado del cuerpo, la manipulación del útero debe ser lo suficientemente rápida para 
impedir la desecación de los tejidos. La pérdida de peso debida a la desecación se vuelve más importante con 
tejidos pequeños, tales como el útero (23). Si están presentes, los ovarios se retiran a la altura de los oviductos, 
evitando la pérdida de líquido luminal por el cuerno uterino. Si el animal ha sido ovariectomizado, hay que 
examinar los muñones para detectar la posible presencia de algún tejido ovárico. Debe retirarse el exceso de grasa 
y de tejido conjuntivo. La vagina se retira del útero justo por debajo del cuello uterino, de forma que este siga 
unido al cuerpo del útero, como se indica en la figura 2. 

46.  Cada útero debe transferirse a un recipiente marcado de manera inequívoca y tarado (por ejemplo, una placa de 
Petri o una navecilla de pesaje de plástico), prestando siempre atención para evitar la desecación antes del pesaje 
(por ejemplo, puede colocarse en el recipiente un trozo de papel de filtro ligeramente humedecido con solución 
salina). Debe pesarse el útero con el líquido luminal (peso uterino húmedo), con una precisión de 0,1 mg. 

47.  Cada útero se trata a continuación por separado para retirarle el líquido luminal. Los dos cuernos uterinos se 
perforan o cortan longitudinalmente. El útero se coloca sobre un trozo de papel de filtro ligeramente humedecido 
(por ejemplo, Whatman no 3) y se le aplica una ligera presión con otro trozo de papel de filtro ligeramente hume
decido, para eliminar completamente el líquido luminal. Debe pesarse el útero sin el contenido luminal (peso 
uterino seco), con una precisión de 0,1 mg. 

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

Investigaciones optativas 

49.  Tras efectuar el pesaje, los úteros pueden fijarse en formol al 10 % amortiguado a pH neutro para su examen 
histopatológico previa tinción con hematoxilina y eosina (HE). La vagina puede investigarse adecuadamente (véase 
el punto 9). Además, puede efectuarse con fines de comparación cuantitativa una medición morfométrica del 
epitelio del endometrio. 

DATOS E INFORME 

Datos 

50.  Los datos del estudio deben incluir: 

—  el número de animales al inicio del ensayo, 

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

—  el número y la identidad de los animales que presenten signos de toxicidad, y una descripción de los signos de 
toxicidad observados, con inclusión del momento de aparición, la duración y la gravedad de los efectos 
tóxicos, y 

—  el número y la identidad de los animales que presenten lesiones y una descripción del tipo de lesiones. 

51.  Deben registrarse los datos de cada animal relativos al peso corporal, el peso uterino húmedo, y el peso uterino 
seco. Deben utilizarse análisis estadísticos unilaterales de los agonistas para determinar si la administración de una 
sustancia problema ha provocado un aumento estadísticamente significativo (p < 0,05) del peso uterino. Deben 
llevarse a cabo análisis estadísticos apropiados para determinar los eventuales cambios del peso uterino seco y 
húmedo relacionados con el tratamiento. Por ejemplo, los datos pueden evaluarse mediante un análisis de la cova
rianza (ANCOVA) con el peso corporal en la autopsia como covariable. Antes del análisis de los datos uterinos, se 
les puede aplicar una transformación logarítmica de estabilización de la varianza. La prueba de Dunnett y Hsu es 
adecuada para hacer comparaciones por parejas de cada uno de los grupos tratados respecto a los grupos de 
control del vehículo, y para calcular los intervalos de confianza. Pueden utilizarse gráficas residuales estudenti
zadas para detectar posibles valores atípicos y evaluar la homogeneidad de las varianzas. Estos procedimientos se 
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aplicaron en el programa de validación de la OCDE utilizando el PROC GLM en el sistema de análisis estadísticos 
(SAS Institute, Cary, NC), versión 8 (6)(7). 

52.  El informe final debe contener lo siguiente: 

Instalaciones de ensayo: 

—  Personal responsable y sus tareas en el estudio 

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

Sustancia problema: 

—  Caracterización de las sustancias problema 

—  Naturaleza física y, cuando sea pertinente, propiedades fisicoquímicas 

—  Método y frecuencia de la preparación de las diluciones 

—  Eventuales datos obtenidos sobre la estabilidad 

—  Eventuales análisis de las soluciones administradas 

Vehículo: 

—  Caracterización del vehículo del ensayo (naturaleza, proveedor y lote) 

—  Justificación de la elección del vehículo, si es distinto del agua 

Animales de experimentación: 

—  Especie y cepa, y justificación de su elección 

—  Proveedor e instalación específica del proveedor 

—  Edad de suministro con la fecha de nacimiento 

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

—  Datos del procedimiento de aclimatación de los animales 

—  Número de animales de cada jaula 

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

Condiciones del ensayo: 

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

—  Justificación de la selección de la dosis 

—  Datos sobre la formulación de la sustancia problema, su concentración obtenida, estabilidad y homogeneidad 

—  Datos de la administración de la sustancia problema y justificación de la elección de la vía de exposición 

—  Dieta (denominación, tipo, proveedor, contenido, y, si se conocen, los niveles de fitoestrógenos) 

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

—  Camas (denominación, tipo, proveedor y contenido) 

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

—  Descripción detallada de los procedimientos de autopsia y de pesaje de los úteros 

—  Descripción de los métodos estadísticos 
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Resultados 

Respecto a cada animal: 

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

— Edad de cada animal (en días contados a partir del día de nacimiento, que es el día 0) cuando se inicia la admi
nistración de la sustancia problema 

—  Fecha y hora de cada administración de la sustancia problema 

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

—  Anotación diaria del estado de los animales, incluidos los síntomas y observaciones pertinentes 

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

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

—  Peso uterino húmedo (con precisión de 0,1 mg) y eventuales observaciones sobre pérdidas del líquido luminal 
durante la disección y la preparación para el pesaje 

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

Respecto a cada grupo de animales: 

—  MEDIA de los pesos corporales diarios (con precisión de 0,1 g) y desviaciones típicas (desde la asignación en 
grupos hasta la autopsia) 

— MEDIA de los pesos uterinos húmedos y media de los pesos uterinos secos (con precisión de 0,1 mg) y desvia
ciones típicas 

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

—  Resultados de los análisis estadísticos de comparación de los pesos uterinos húmedo y seco de los grupos 
tratados respecto a los mismos parámetros medidos en los grupos de control del vehículo 

—  Resultados de los análisis estadísticos de comparación de los pesos corporales totales y del aumento de peso 
corporal de los grupos tratados respecto a los mismos parámetros medidos en los grupos de control del ve
hículo. 

53.  Resumen de los datos importantes del método de ensayo  

Ratas Ratonas 

Animales 

Cepa Cepa de roedores utilizada habitualmente en laboratorio 

Número de animales Mínimo de 6 animales por grupo de dosis 

Número de grupos Mínimo de dos grupos de tratamiento (véase el punto 33 al respecto) y un 
grupo de control negativo 
En los puntos 26 y 27 se encuentran orientaciones sobre los grupos de control 
positivo. 

Condiciones de alojamiento y alimentación 

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

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

Secuencia de iluminación diaria 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad 

Dieta y agua de bebida Ad libitum 
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Ratas Ratonas 

Alojamiento Individualmente o en grupos de hasta tres animales (se recomienda el aloja
miento en grupos sociales para los animales inmaduros) 

Dieta y cama Bajo nivel de fitoestrógenos recomendado en la dieta y en la cama 

Protocolo 

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

Método con hembras adultas ovariec
tomizadas 

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

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

No pertinente en el ámbito de aplica
ción del presente método de ensayo 

Edad a la que se efectúa la 
ovariectomía 

Entre 6 y 8 semanas de edad 

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

Deben pasar al menos 14 días entre 
la ovariectomía y el primer día de la 
administración. 

Deben pasar al menos 7 días entre la 
ovariectomía y el primer día de la 
administración. 

Peso corporal La variación del peso corporal debe ser mínima y no superar el ± 20 % del 
peso medio. 

Administración de la sustancia 

Vía de administración Vía oral forzada o inyección subcutánea 

Frecuencia de la administración Una sola dosis diaria 

Volumen administrado por vía 
oral forzada o por inyección 

≤ 5ml/kg peso corporal (o hasta 10 ml/kg peso corporal en caso de soluciones 
acuosas) (en 2 lugares de inyección si se utiliza la vía subcutánea) 

Duración de la administración 3 días consecutivos con animales 
inmaduros 
Mínimo de 3 días consecutivos con 
animales ovx 

Mínimo de 7 días consecutivos con 
animales ovx 

Momento de la autopsia Unas 24 horas desde la administración de la última dosis 

Resultados 

Respuesta positiva Aumento estadísticamente significativo del peso medio del útero (húmedo y/o 
seco) 

Estrógeno de referencia 17α-etinil-estradiol  

ORIENTACIÓN PARA LA INTERPRETACIÓN Y LA ACEPTACIÓN DE LOS RESULTADOS 

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

55.  Debe tenerse cuidado de no sobrepasar la dosis máxima tolerada, para que se pueda hacer una interpretación 
significativa de los datos. A este respecto, deben evaluarse a fondo la eventual reducción del peso corporal, la 
presencia de signos clínicos y otras observaciones. 
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56.  Una consideración importante para la aceptación de los datos del bioensayo uterotrófico es la de los pesos 
uterinos del grupo de control del vehículo. Unos elevados valores del control pueden comprometer la sensibilidad 
del bioensayo y su capacidad de detectar agonistas estrogénicos muy débiles. Del análisis de la bibliografía y de los 
datos obtenidos durante la validación del bioensayo uterotrófico se deduce que hay casos espontáneos de medias 
elevadas en los controles, sobre todo en animales inmaduros (2)(3)(6)(9). Como el peso uterino de las ratas inma
duras depende de muchas variables, como la cepa o el peso corporal, no puede indicarse ningún límite superior 
definitivo para este peso. A modo de guía, si los pesos uterinos secos de las ratas de control inmaduras están 
comprendidos entre 40 y 45 mg, los resultados deben considerarse sospechosos y unos pesos uterinos superiores 
a 45 mg pueden justificar que se repita el ensayo. Sin embargo, esto debe estudiarse caso por caso (3)(6)(8). 
Cuando se utilizan ratas adultas, si la ovariectomía es incompleta quedará tejido ovárico que puede producir estró
genos endógenos y frenar el retroceso del peso uterino. 

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

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

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

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

Figura 1 

Diagrama esquemático de la extracción quirúrgica de los ovarios 

El procedimiento se inicia con la apertura de la pared abdominal dorso-lateral en el punto medio entre el reborde 
costal inferior y la cresta ilíaca, y a unos pocos milímetros del borde lateral del músculo lumbar. Dentro de la 
cavidad abdominal, hay que localizar los ovarios. En un campo aséptico, a continuación se extraen los ovarios físi
camente de la cavidad abdominal, se hace una ligadura entre el ovario y el útero para detener la hemorragia, y se 
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separa el ovario mediante incisión por encima de la ligadura en la unión entre el oviducto y cada cuerno uterino. 
Tras confirmar que no persiste ninguna hemorragia significativa, la pared abdominal se cierra mediante sutura y 
la piel mediante autoclips o sutura adecuada, por ejemplo. Debe dejarse un mínimo de 14 días antes de utilizar 
los animales, para que puedan recuperarse de la operación y que retroceda el peso de los úteros. 

Figura 2 

Separación y preparación de los tejidos uterinos para el pesaje 

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

DEFINICIONES 

Antiestrogenicidad: Capacidad de una sustancia de suprimir la acción del 17ß-estradiol en un mamífero. 

Sustancia: Sustancia o mezcla 

Fecha de nacimiento: Día postnatal 0. 

Posología: Término general que abarca la dosis administrada, y la frecuencia y duración de la administración. 

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

Dosis máxima tolerable (DMT): La mayor cantidad de una sustancia que, cuando se introduce en el organismo, no 
mata a los animales de experimentación (indicada con la sigla DL0) (IUPAC 1993). 

Estrogenicidad: Capacidad de una sustancia de actuar como el 17ß-estradiol en un mamífero. 

Día postnatal X: Día no X de vida a partir de la fecha de nacimiento. 

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

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

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

Uterotrófico: Término utilizado para describir un efecto positivo sobre el crecimiento de los tejidos uterinos. 

Validación: Proceso científico diseñado para caracterizar las exigencias y limitaciones operativas de un método de 
ensayo y demostrar su fiabilidad y pertinencia para un fin particular.  
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Apéndice 2 

VMG mamm: Grupo de gestión de la validación de ensayos con mamíferos y su evaluación   
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NOTAS RELATIVAS AL MARCO CONCEPTUAL 

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

Nota 2. En el nivel 5, la ecotoxicología debe incluir parámetros que indiquen los mecanismos de los efectos adversos y 
los posibles daños a la población.  

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

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

Nota 5. No debe considerarse que el marco conceptual sea exhaustivo en el momento actual. En los niveles 3, 4 y 5 se 
incluyen ensayos que están disponibles o cuya validación está en curso. Con respecto a estos últimos, su inclu
sión tiene carácter provisional. Una vez desarrollados y validados, se inscribirán oficialmente en el marco 
conceptual.  

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

INTRODUCCIÓN 

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

2.  El bioensayo de Hershberger es un ensayo de cribado a corto plazo in vivo que utiliza tejidos secundarios del 
aparato reproductor masculino. El ensayo surgió en la década de 1930 y se modificó en la de 1940 para incluir 
músculos del aparato reproductor masculino sensibles a los andrógenos (2)(9-15). En la década de 1960 se 
evaluaron más de 700 posibles andrógenos utilizando una versión normalizada del protocolo (2)(14), y en esa 
misma década se consideró utilizar el ensayo como un método normalizado para estudiar tanto andrógenos como 
antiandrógenos (2)(15). El bioensayo actual se basa en los cambios de peso de cinco tejidos de ratas macho 
castradas peripuberales, tejidos que son sensibles a los andrógenos. Evalúa la capacidad de una sustancia para 
provocar actividades biológicas características de agonistas o antagonistas androgénicos, o de inhibidores de la 
5α-reductasa. Los cinco tejidos diana sensibles a los andrógenos que se incluyen en el presente método de ensayo 
son la próstata ventral (PV), la vesícula seminal (VS) (con los líquidos y las glándulas coagulantes), el músculo 
elevador del ano con el músculo bulbocavernoso (EABC), la pareja de glándulas de Cowper (GCW) y el glande del 
pene (GP). En las ratas macho castradas peripuberales, estos cinco tejidos responden a los andrógenos con un 
aumento del peso absoluto. Cuando estos mismos tejidos se estimulan para incrementar su peso mediante la 
administración de un andrógeno potente de referencia, estos cinco tejidos responden a los antiandrógenos con 
una disminución de su peso absoluto. El modelo primario para el bioensayo de Hershberger es el macho peripu
beral castrado quirúrgicamente, que se validó en las fases 1, 2 y 3 del programa de validación de Hershberger. 

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

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES 

5.  Los agonistas y antagonistas androgénicos actúan como ligandos del receptor androgénico y pueden activar o 
inhibir, respectivamente, la transcripción de genes controlada por el receptor. Además, algunas sustancias inhiben 
la conversión de la testosterona en dihidrotestosterona, que es un andrógeno natural más potente, en algunos 
tejidos diana de los andrógenos (inhibidores de la 5a-reductasa). Estas sustancias pueden provocar peligros para la 
salud, incluidos ciertos efectos sobre la reproducción y el desarrollo. Por lo tanto, desde el punto de vista de la 
normativa es necesario evaluar con rapidez las sustancias que puedan ser agonistas o antagonistas androgénicos o 
inhibidores de la 5a-reductasa. Aunque de carácter informativo, la afinidad de un ligando por un receptor andro
génico, medida por la unión al receptor o por la activación transcripcional de genes marcadores in vitro, no es el 
único factor determinante de un posible peligro. Otros factores determinantes son la activación y desactivación 
metabólica de la sustancia al entrar en el organismo, su distribución en los tejidos diana, y su eliminación del 
organismo. Esto lleva a la necesidad de detectar la posible actividad de una sustancia in vivo en las condiciones y 
exposición relevantes. La evaluación in vivo es menos crítica si se conocen las características de la sustancia en 
cuanto a su absorción — distribución — metabolismo — eliminación (ADME). Los tejidos sensibles a los andró
genos responden con un rápido y vigoroso crecimiento cuando se estimulan con andrógenos, especialmente en 
las ratas macho castradas peripuberales. Diversas especies de roedores, especialmente la rata, se utilizan también 
ampliamente en estudios de toxicidad para la caracterización de los peligros. Por consiguiente, la versión del 
ensayo que utiliza ratas peripuberales castradas y los cinco tejidos diana es adecuada para el cribado in vivo de los 
agonistas y antagonistas androgénicos y de los inhibidores de la 5a-reductasa. 

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

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

8. La respuesta de crecimiento de los distintos tejidos sensibles a los andrógenos no es únicamente de origen andro
génico, es decir, ciertas sustancias que no son agonistas androgénicos pueden alterar el peso de determinados 
tejidos. Sin embargo, una respuesta de crecimiento de varios tejidos de forma concomitante avala que se trata de 
un mecanismo androgénico más específico. Por ejemplo, con dosis elevadas de estrógenos potentes se puede 
aumentar el peso de las vesículas seminales; sin embargo, los demás tejidos sensibles a los andrógenos utilizados 
en el ensayo no responden de forma similar. Las sustancias antiandrogénicas pueden actuar bien como antago
nistas del receptor androgénico o bien como inhibidores de la 5a-reductasa. Los inhibidores de la 5a-reductasa 
tienen un efecto variable, ya que la conversión en dihidrotestosterona, más potente, varía según el tejido. Los anti
andrógenos que inhiben la 5α — reductasa, como la finasterida, tienen efectos más pronunciados en la próstata 
ventral que en los otros tejidos, en comparación con un antagonista potente del RA, como la flutamida. Esta dife
rencia en la respuesta según los tejidos puede aprovecharse para distinguir entre los modos de acción mediados 
por el RA y los mediados por la 5α — reductasa. Además, el receptor androgénico está relacionado evolutiva
mente con el de otras hormonas esteroideas, y algunas otras hormonas, si se administran a dosis altas, suprafisio
lógicas, pueden unirse a los receptores y antagonizar los efectos de aumento del crecimiento del PT (13). Además, 
también es verosímil que un aumento del metabolismo de los esteroides y el consiguiente descenso de la testoste
rona presente en el suero reduzcan el crecimiento de los tejidos sensibles a los andrógenos. Por tanto, un eventual 
resultado positivo en el bioensayo de Hershberger debe evaluarse normalmente aplicando un planteamiento de 
ponderación de las pruebas, con inclusión de ensayos in vitro, tales como los ensayos de unión alRAy a los recep
tores estrogénicos (RE) y los correspondientes ensayos de activación de la transcripción, o con otros ensayos in vivo 
que examinen tejidos diana androgénicos similares, tales como el ensayo sobre la pubertad con machos, el ensayo 
con machos adultos intactos de 15 días, o los estudios con administración continuada de 28 o de 90 días. 
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9.  La experiencia indica que los andrógenos xenobióticos son más raros que los antiandrógenos xenobióticos. Puede 
esperarse, pues, que el bioensayo de Hershberger se utilice con más frecuencia para el cribado de antiandrógenos. 
No obstante, el procedimiento de ensayo de andrógenos podría recomendarse para sustancias esteroideas o simi
lares, o para sustancias de las cuales se haya deducido una indicación de posibles efectos androgénicos con los 
métodos que figuran en los niveles 1 o 2 del marco conceptual (apéndice 2). Del mismo modo, en los ensayos de 
nivel 5 se pueden observar efectos adversos asociados con perfiles (anti)androgénicos, lo que hace necesario 
evaluar si una sustancia actúa siguiendo un modo de acción endocrino. 

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

11. Como en cualquier bioensayo con animales de experimentación, debe prestarse una atención especial a la nece
sidad de llevar a cabo el estudio. Básicamente, puede haber dos motivos para tomar una decisión de ese tipo: 

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

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

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

PRINCIPIO DEL ENSAYO 

13. El bioensayo de Hershberger consigue su sensibilidad utilizando machos con una producción mínima de andró
genos endógenos. Esto se logra mediante el uso de machos castrados, siempre que se deje pasar un plazo razo
nable tras la castración para que los tejidos diana puedan retroceder a un peso de referencia mínimo y uniforme. 
De esta manera, cuando se efectúa un cribado de la posible actividad androgénica, se encuentran bajos niveles 
endógenos de andrógenos circulantes, que el eje hipotálamo-hipófisis-gónadas es incapaz de compensar por meca
nismos de retroalimentación, se maximiza la capacidad de los tejidos para responder, y se minimiza la variabilidad 
del peso inicial de los tejidos. Cuando se efectúa un cribado de la posible actividad antiandrogénica, puede 
lograrse un aumento más sistemático del peso de los tejidos a la hora de estimularlos con un andrógeno de refe
rencia. En consecuencia, el bioensayo de Hershberger exige solo 6 animales por grupo de dosis, mientras que en 
otros ensayos con machos púberes o adultos intactos se sugiere la utilización de 15 animales por grupo de dosis. 

14.  La castración de las ratas machos peripuberales debe realizarse de manera adecuada, utilizando anestesia y un 
procedimiento aséptico. Deben administrarse analgésicos en los primeros días tras la operación para eliminar las 
molestias posquirúrgicas. La castración mejora la precisión del ensayo para detectar andrógenos y antiandrógenos 
débiles al eliminar los mecanismos compensatorios de retroalimentación endocrina presentes en los animales 
intactos que pueden atenuar los efectos de los andrógenos y antiandrógenos administrados, y al eliminar la gran 
variabilidad interindividual de los niveles de testosterona en suero. Por lo tanto, la castración reduce el número de 
animales necesarios para el cribado de estas actividades endocrinas. 

15.  Cuando se efectúa un cribado de la posible actividad androgénica, la sustancia problema se administra diariamente 
por vía oral forzada o por inyección subcutánea durante un período de diez días consecutivos. Las sustancias 
problema se administran a un mínimo de dos grupos de tratamiento de animales de experimentación, a razón de 
una dosis por grupo. Tras unas 24 horas después de la administración de la última dosis se procede a realizar la 
autopsia de los animales. Un aumento estadísticamente significativo en el peso de dos o más órganos diana de los 
grupos a los que se ha administrado la sustancia problema en comparación con el grupo de control del vehículo 
indica que dicha sustancia es positiva en cuanto a una posible actividad androgénica (véase el punto 60). Los 
andrógenos, como la trembolona, que no pueden reducirse en 5α tienen efectos más pronunciados en el EABC y 
el GP en comparación con el PT, pero todos los tejidos deben mostrar un aumento del crecimiento. 

16. Cuando se efectúa un cribado de la posible actividad antiandrogénica, la sustancia problema se administra diaria
mente por vía oral forzada o por inyección subcutánea durante un período de diez días consecutivos, a la vez que 
se administran por inyección subcutánea dosis diarias de PT (0,2 o 0,4 mg/kg/d). En el programa de validación se 
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determinó que podía utilizarse tanto una dosis de 0,2 como de 0,4 mg/kg/d de PT, ya que ambas eran eficaces 
para la detección de antiandrógenos, por lo que solo debía seleccionarse una dosis para el ensayo. La sustancia 
problema se administra en dosis graduadas a un mínimo de tres grupos de tratamiento de animales de experimen
tación, a razón de una dosis por grupo. Tras unas 24 horas después de la administración de la última dosis se 
procede a realizar la autopsia de los animales. Un descenso estadísticamente significativo en el peso de dos o más 
órganos diana de los grupos a los que se ha administrado la sustancia problema más el PT en comparación con el 
grupo de control al que solo se ha administrado el PT indica que dicha sustancia es positiva en cuanto a una 
posible actividad antiandrogénica (véase el punto 61). 

DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO 

Selección de especies y cepas 

17.  La rata es la especie utilizada sistemáticamente en el bioensayo de Hershberger desde la década de 1930. Aunque 
es biológicamente verosímil que tanto la rata como el ratón muestren respuestas similares, tras la experiencia de 
70 años con el modelo de la rata se puede afirmar que esta es la especie preferida para el bioensayo de Hersh
berger. Además, como los datos del bioensayo de Hershberger pueden servir de datos preliminares para un estudio 
multigeneracional a largo plazo, es posible utilizar en ambos estudios animales de la misma especie, cepa y 
origen. 

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

Condiciones de alojamiento y alimentación 

19.  Todos los procedimientos deben atenerse a todas las normas locales de tratamiento de animales de laboratorio. 
Estas descripciones de tratamiento y atención de animales constituyen los requisitos mínimos, y quedan anuladas 
por normas locales de carácter más estricto, tales como la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del 
Consejo, de 22 de septiembre de 2010, relativa a la protección de los animales utilizados para fines cientí
ficos (26). El local de los animales de experimentación ha de estar a una temperatura de 22 °C (con una oscilación 
aproximada de ± 3 °C). La humedad relativa debe ser como mínimo del 30 % y de preferencia no exceder del 70 %, 
salvo durante la limpieza del local. El objetivo debe ser conseguir una humedad relativa del 50-60 %. La ilumina
ción debe ser artificial. La secuencia diaria de iluminación debe ser de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. 

20.  El alojamiento en grupo es preferible al aislamiento, debido a la corta edad de los animales y al hecho de que las 
ratas son animales sociales. El alojamiento de dos o tres animales por jaula evita el hacinamiento y el estrés que 
este conlleva y que pueden interferir con el control hormonal del desarrollo de los tejidos sexuales secundarios. 
Las jaulas deben limpiarse a fondo para eliminar los posibles contaminantes presentes y se colocan de manera que 
los posibles efectos debidos a la puesta de los animales en las mismas sean mínimos. Con unas jaulas del tamaño 
adecuado (~ 2 000 cm2) se evitará el hacinamiento. 

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

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

Criterios de comportamiento en relación con el peso de los órganos sensibles a los andrógenos 

23.  Durante el estudio de validación, no se encontraron indicios de que una disminución del peso corporal afectara 
incrementando o disminuyendo el aumento del peso de los tejidos diana (es decir, los que deben pesarse en este 
estudio). 
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24. Entre las diferentes cepas de rata utilizadas con éxito en el programa de validación, el peso de los órganos sensi
bles a los andrógenos es mayor en las cepas de rata más pesadas que en las más ligeras. Por tanto, los criterios de 
comportamiento del bioensayo de Hershberger no incluyen ningún valor absoluto previsto del peso de los 
órganos de los controles positivos ni de los negativos. 

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

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

Cuadro 1 

CV máximos autorizados para los tejidos sexuales secundarios diana, determinados con el modelo de 
ratas castradas en los estudios de validación de la OCDE (1). 

Tejido Efectos antiandrogénicos Efectos androgénicos 

Vesículas seminales 40 % 40 % 

Próstata ventral 40 % 45 % 

EABC 20 % 30 % 

Glándulas de Cowper 35 % 55 % 

Glande del pene 17 % 22 %  

PROCEDIMIENTO 

Cumplimiento de la normativa y verificación del laboratorio 

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

Número y estado de los animales 

28.  Cada grupo tratado y de control debe incluir un mínimo de 6 animales. Esto se aplica a los protocolos tanto con 
andrógenos como con antiandrógenos. 

Castración 

29.  Debe dejarse un período de aclimatación inicial de varios días tras la recepción de los animales a fin de garantizar 
que estos están sanos y se desarrollan bien. Como es posible que los animales castrados antes de tener 42 días de 
edad, es decir, antes del día postnatal (DPN) 42, no presenten la separación del prepucio, hay que castrar a los 
animales el DPN 42 o después, pero no antes. Los animales se castran bajo anestesia haciendo una incisión en el 
escroto y eliminando ambos testículos y epidídimos, con ligadura de los vasos sanguíneos y de los conductos 
seminíferos. Tras confirmar que no se está produciendo ninguna hemorragia, ha de cerrarse el escroto con sutura 
o con autoclips. Durante los primeros días después de la operación, deben administrarse a los animales analgé
sicos para paliar las molestias debidas a la misma. Si los animales castrados se adquieren de un proveedor de 
animales, este debe garantizar la edad de los animales y su fase de madurez sexual. 
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(1) El CV umbral para un determinado tejido se obtuvo a partir de un gráfico de valores de CV —ordenados de menor a mayor de 
forma secuencial— de todas las medias de todos los experimentos del ejercicio de validación con un modelo específico (agonista o 
antagonista). El CV umbral se lee en el punto en que los incrementos entre los CV siguientes más elevados de la serie son mucho 
más grandes que entre los CV anteriores más próximos, es decir, en el “punto de ruptura”. Cabe señalar que, aunque este análisis 
identificó “puntos de ruptura” relativamente fiables en el caso del modelo del ensayo para antagonistas, las curvas de CV en el ensayo 
para agonistas mostraron un aumento más uniforme, por lo que la identificación de un CV umbral por este método tiene algo de 
arbitrario en el último caso. 



Aclimatación tras la castración 

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

Peso corporal y aleatorización de los grupos 

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

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

33.  Debido a que la toxicidad puede reducir el peso corporal de los grupos tratados en relación con el grupo de 
control, puede emplearse como covariable estadística el peso corporal en el primer día de la administración de la 
sustancia problema, en lugar del peso corporal en el momento de la autopsia. 

Posología 

34. Con el fin de establecer si una sustancia problema puede tener acción androgénica in vivo, normalmente es sufi
ciente con dos grupos tratados con dicha sustancia y un grupo de control positivo y otro de control negativo (ve
hículo) (véase el punto 43), por lo que este diseño es el preferido por razones de bienestar de los animales. Si la 
finalidad es obtener una curva dosis-respuesta o bien extrapolar a dosis más bajas, son necesarios al menos tres 
grupos tratados. Si hace falta obtener información más allá de la identificación de una actividad androgénica (tal 
como una estimación de la potencia), debe considerarse una posología diferente. Para hacer un ensayo de antian
drógenos, se administra la sustancia problema junto con un agonista androgénico de referencia. Debe utilizarse 
un mínimo de 3 grupos de ensayo con dosis diferentes de la sustancia problema, y un control positivo y otro 
negativo (véase el punto 44). A excepción de la administración de la sustancia problema, los animales del grupo 
de control deben tratarse de la misma manera que los de los grupos de ensayo. Si se utiliza un vehículo para la 
administración de la sustancia problema, el grupo de control debe recibir el mayor volumen de vehículo utilizado 
con los grupos de ensayo. 

35.  Todas las dosis deben proponerse y seleccionarse teniendo en cuenta la eventual toxicidad existente y los datos 
cinéticos o toxicocinéticos disponibles en relación con la sustancia problema o productos afines. La dosis más alta 
debe tener en cuenta, en primer lugar, la DL50 y la información disponible sobre la toxicidad aguda, a fin de evitar 
la muerte, el sufrimiento intenso o el malestar de los animales (17)(18)(19)(20) y, en segundo lugar, la informa
ción disponible sobre las dosis utilizadas en los estudios de toxicidad crónica y subcrónica. En general, la dosis 
más alta no debe provocar una reducción del peso corporal final de los animales mayor del 10 % del peso de 
control. La dosis más alta debe ser o bien 1) la dosis más alta que garantice la supervivencia de los animales y que 
no implique toxicidad significativa ni malestar para los animales después de 10 días consecutivos de administra
ción de la sustancia hasta una dosis máxima de 1 000 mg/kg/d (véase el punto 36), o bien 2) una dosis que 
induzca efectos (anti)androgénicos, si esta es inferior. Como ensayo de cribado, es aceptable en general utilizar 
grandes intervalos entre las distintas dosis, como, por ejemplo, de media unidad logarítmica, correspondiente a un 
factor de progresión de las dosis de 3,2, o incluso de una unidad logarítmica. Si no se dispone de datos apro
piados, puede realizarse un estudio de determinación de la gama de dosis (véase el punto 37), con el fin de ayudar 
a determinar las dosis convenientes. 

Dosis límite 

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

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

Sustancias de referencia y vehículo 

38.  El agonista androgénico de referencia debe ser el propionato de testosterona (PT), no CAS 57-82-5. La dosis de 
referencia del PT puede ser o bien 0,2 mg/kg-pc/d o bien 0,4 mg/kg-pc/d. El antagonista androgénico de referencia 
debe ser la flutamida (FT), no CAS 1311-84-7. La dosis de referencia de la FT debe ser 3 mg/kg-pc/d y la FT debe 
administrarse conjuntamente con la dosis de referencia del PT. 

39.  Siempre que sea posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilización de una solución o suspensión 
acuosa. Sin embargo, dado que muchos ligandos androgénicos o sus precursores metabólicos tienden a ser hidró
fobos, el enfoque más común es el uso de una solución o suspensión oleosa (por ejemplo, en aceite de maíz, de 
cacahuete, de sésamo o de oliva). Las sustancias problema pueden disolverse en una cantidad mínima de etanol 
al 95 % u otro disolvente adecuado, y diluirse en el vehículo del ensayo hasta alcanzar las concentraciones finales 
de trabajo. Deben conocerse las características tóxicas del disolvente, y este debe someterse a ensayo por separado, 
en un grupo de control al que se administre solo el disolvente. Si la sustancia problema se considera estable, es 
posible recurrir a un calentamiento suave y a una acción mecánica vigorosa para ayudar a disolverla. Debe deter
minarse la estabilidad de la sustancia problema en el vehículo. Si la sustancia problema es estable a lo largo de 
todo el estudio, puede prepararse una sola alícuota inicial de ella, y después preparar cada día las diluciones espe
cificadas para la administración, con cuidado para evitar la contaminación y el deterioro de las muestras. 

Administración de las dosis 

40.  El PT debe administrarse por inyección subcutánea, y la FT por vía oral forzada. 

41.  La sustancia problema se administra por vía oral forzada o por inyección subcutánea. A la hora de elegir la vía de 
administración debe considerarse el bienestar de los animales y las propiedades fisicoquímicas de la sustancia 
problema. Además, deben tenerse en cuenta aspectos toxicológicos como la pertinencia para la vía de exposición 
humana a la sustancia (por ejemplo, vía oral forzada para simular la ingestión, inyección subcutánea para simular 
la inhalación o la adsorción cutánea), y la información toxicológica disponible y los datos sobre metabolismo y 
cinética (por ejemplo, necesidad de evitar el metabolismo de primer paso, mayor eficacia a través de una vía 
concreta), antes de iniciar amplios ensayos a largo plazo si se obtienen resultados positivos por inyección. 

42.  Los animales deben recibir las dosis de la misma manera y con la misma secuencia temporal durante diez días 
consecutivos, con unos intervalos aproximados de 24 horas. El nivel de dosis debe ajustarse diariamente sobre la 
base de las medidas diarias del peso corporal tomadas de forma paralela. El volumen de las dosis y el momento 
en que se administren deben registrarse cada día de la exposición. Debe tenerse cuidado de no sobrepasar la dosis 
máxima descrita en el punto 35, para que se pueda hacer una interpretación significativa de los datos. A este 
respecto, deben evaluarse a fondo una eventual reducción de peso corporal, la presencia de signos clínicos y otras 
observaciones. En el caso de la vía oral forzada, debe utilizarse una sonda gástrica o una cánula de intubación 
adecuada. El volumen máximo de líquido que puede administrarse en una sola vez depende del tamaño del animal 
utilizado. Deben seguirse las normas locales de tratamiento de animales, pero el volumen no debe superar los 
5 ml/kg de peso corporal, salvo en el caso de las soluciones acuosas, con las que pueden utilizarse 10 ml/kg de 
peso corporal. En el caso de las inyecciones subcutáneas, las dosis deben administrarse en las regiones dorsoesca
pular o lumbar con una aguja estéril (por ejemplo, de calibre de 23 o 25 G) y una jeringuilla de tuberculina. Es 
opcional rasurar el lugar de la inyección. Deben registrarse los eventuales vertidos, las fugas en el punto de inyec
ción o la administración incompleta de la sustancia problema. El volumen total inyectado por rata al día no debe 
superar los 0,5 ml/kg de peso corporal 
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Procedimientos específicos para los agonistas androgénicos 

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

Procedimientos específicos para los antagonistas androgénicos y para los inhibidores de la 5α-reductasa 

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

OBSERVACIONES 

Observaciones clínicas 

45.  Deben hacerse observaciones clínicas generales al menos una vez al día, y con más frecuencia si se aprecian signos 
de toxicidad. Las observaciones deben llevarse a cabo preferentemente a la misma hora cada día y teniendo en 
cuenta el período previsto de efecto máximo tras la administración. Todos los animales deben observarse para 
registrar su mortalidad y morbilidad y los signos clínicos generales, tales como cambios en el comportamiento, la 
piel, el pelo, los ojos, las mucosas, la presencia de secreciones y excreciones, y la actividad neurovegetativa (por 
ejemplo, lagrimeo, piloerección, tamaño de la pupila, respiración anómala, etc.). 

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

Peso corporal y consumo de alimentos 

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

Disección y pesaje de los tejidos y órganos 

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

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

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

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

52.  También pueden pesarse, con carácter opcional, el hígado, la pareja de riñones y la de cápsulas suprarrenales. 
También estos órganos se deben limpiar para quedar libres del eventual tejido conjuntivo y de la grasa adheridos. 
El hígado debe pesarse y el resultado registrarse con precisión de 0,1 g, y la pareja de riñones y la de cápsulas 
suprarrenales con precisión de 0,1 mg. El hígado, los riñones y las cápsulas suprarrenales son sensibles no solo a 
los andrógenos, sino que también proporcionan indicios útiles sobre la toxicidad sistémica. 

53. Es opcional la medición de la concentración en el suero de la hormona luteinizante (LH), de la hormona folicu
loestimulante (FSH) y de la testosterona (T). Los niveles de T en suero son útiles para determinar si la sustancia 
problema activa el metabolismo hepático de la testosterona, lo que reduciría dichos niveles. Sin los datos de la T, 
podría parecer que este efecto se debe a un mecanismo antiandrogénico. Los niveles de LH proporcionan informa
ción sobre la capacidad de una sustancia antiandrogénica no solo de reducir el peso de los órganos, sino también 
de afectar a la función hipotalámico-hipofisaria, lo que en estudios a largo plazo puede inducir tumores de 
testículo. La FSH es una hormona importante para la espermatogénesis. La medición de los niveles en suero 
de T4 y T3 también es opcional y aporta información suplementaria útil sobre la capacidad de alterar la homeos
tasis de la hormona tiroidea. Si se van a medir los niveles hormonales, las ratas deben anestesiarse antes de la 
autopsia y se les toma sangre por punción cardíaca; el método de la anestesia debe seleccionarse con cuidado para 
que no afecte a la medición hormonal. Deben registrarse el método de preparación del suero, el origen del equipo 
del radioinmunoanálisis o de otros equipos de medición, los métodos analíticos y los resultados. Los niveles de 
LH deben indicarse en ng/ml de suero, y la T también debe indicarse en las mismas unidades. 

54. La disección de los tejidos se describe a continuación, y se basa en una guía de disección pormenorizada con foto
grafías, publicada como material suplementario incluido en el programa de validación (21). En la página web del 
organismo oficial de alimentos y medicamentos de Corea se encuentra también un vídeo sobre la disección (22). 

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

—  Se abren la piel y la pared abdominal, exponiendo las vísceras. Si se pesan los órganos opcionales, se extrae el 
hígado y se pesa con precisión de 0,1 g, se extraen el estómago y los intestinos, se extraen la pareja de riñones 
y la de cápsulas suprarrenales y se pesan con precisión de 0,1 mg. Esta extracción deja expuesta la vejiga y 
permite la disección de los tejidos secundarios masculinos diana. 

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

—  Para extraer la vesícula seminal con las glándulas coagulantes (VSGC), se desplaza la vejiga hacia la cola, 
dejando así a la vista los conductos deferentes y los lóbulos derecho e izquierdo de las vesículas seminales más 
las glándulas coagulantes. Para evitar fugas de líquido se fija una pinza hemostática en la base de la VSGC, 
donde el conducto deferente se une a la uretra. Se extrae cuidadosamente la VSGC, sin retirar la pinza hemos
tática se limpia de la grasa y de los elementos anejos, se coloca en una navecilla de pesaje ya tarada, se quita la 
pinza, se pesa con precisión de 0,1 mg y se registra el peso. 
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—  Para extraer el músculo elevador del ano más el músculo bulbocavernoso (EABC), se exponen estos músculos 
y la base del pene. Los músculos EA envuelven el colon, mientras que los músculos EA anterior y BC se fijan 
a los bulbos del pene. Se eliminan la piel y los elementos anejos de la región perianal que va desde la base del 
pene hasta el extremo anterior del ano. Los músculos BC se van cortando gradualmente a partir del bulbo del 
pene y de los demás tejidos. El colon se corta en dos y así puede diseccionarse y extraerse el conjunto de los 
EABC. Los EABC deben limpiarse de la grasa y elementos anejos y pesarse con precisión de 0,1 mg; el peso se 
registra. 

— Después de haberse retirado los EABC, pueden verse las glándulas de Cowper redondas o glándulas bulboure
trales (GCW), en la base de los bulbos del pene, en posición ligeramente dorsal. Es necesario prestar atención 
en la disección para no cortar la fina cápsula y evitar así que se escape el líquido contenido. Pesar la pareja de 
GCW con precisión de 0,1 mg y registrar el peso. 

—  Además, debe indicarse si se escapa algún líquido de cualquier glándula durante la autopsia y disección. 

55.  En caso de que la evaluación de cada sustancia requiera la autopsia de más animales de lo que sea razonable para 
un solo día, el inicio del estudio podrá escalonarse en dos días consecutivos, con lo que se conseguirá escalonar 
en dos días la autopsia y el trabajo correspondiente. Al aplicar este escalonamiento, hay que usar cada día la mitad 
de los animales por grupo de tratamiento. 

56.  Los cadáveres deben eliminarse de manera adecuada tras la realización de la autopsia. 

INFORME DEL ENSAYO 

Datos 

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

58.  El informe final debe contener lo siguiente: 

Instalaciones de ensayo 

—  Nombre de la instalación y ubicación 

—  Director y demás personal del estudio, con sus responsabilidades en el mismo 

—  Fechas de inicio y final del estudio, es decir, el primer día de la administración de la sustancia problema y el 
último día de la autopsia, respectivamente 

Sustancia problema 

—  Origen, número de lote, identidad, pureza, dirección completa del proveedor y caracterización de la sustancia 
o sustancias problema 

—  Naturaleza física y, en su caso, propiedades fisicoquímicas 

—  Condiciones de almacenamiento y método y frecuencia de la preparación de las diluciones 

—  Eventuales datos obtenidos sobre la estabilidad 

—  Eventuales análisis de las soluciones o suspensiones administradas 

Vehículo 

—  Caracterización del vehículo (identidad, proveedor y número de lote) 

—  Justificación de la elección del vehículo (si es distinto del agua) 

Animales de ensayo y procedimientos de cría de los animales 

—  Especie y cepa utilizadas y justificación de la elección 

—  Origen o proveedor de los animales, con la dirección completa 

—  Número y edad de los animales proporcionados 
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—  Condiciones de alojamiento (temperatura, iluminación, etc.) 

—  Dieta (denominación, tipo, proveedor, número de lote, contenido, y, si se conocen, niveles de fitoestrógenos) 

—  Camas (denominación, tipo, proveedor y contenido) 

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

Condiciones del ensayo 

—  Edad de los animales en el momento de la castración y duración de la aclimatación una vez castrados 

—  Peso de cada animal al inicio del estudio (con precisión de 0,1 g) 

—  Proceso de aleatorización y registro de la asignación a los grupos (de control del vehículo, de referencia, de 
tratamiento con la sustancia problema) y a las jaulas 

—  MEDIA y desviación típica de los pesos corporales de cada grupo en cada día de pesaje a lo largo de todo el 
estudio 

—  Justificación de la selección de las dosis 

—  Vía de administración de la sustancia problema y justificación de la elección de la vía de exposición 

—  Si se trata de un ensayo de antiandrogenicidad, el tratamiento con PT (dosis y volumen) 

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

—  Momento de la administración 

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

— Si se efectúan análisis de suero, deben proporcionarse detalles del método. Por ejemplo, si se utiliza el radioin
munoanálisis (RIA), deben recogerse en el informe el procedimiento de RIA, el origen y la fecha de caducidad 
de los equipos de RIA, el procedimiento para el recuento de centelleo, y la normalización. 

Resultados 

—  Observaciones diarias de cada animal durante la administración, incluido lo siguiente: 

—  Pesos corporales (con precisión de 0,1 g) 

—  Signos clínicos (en su caso) 

—  Eventual medición o notas del consumo de alimentos 

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

—  Fecha de la autopsia 

—  Grupo de tratamiento de los animales 

—  Código de identificación del animal 

—  Disector 

—  Hora del día en que se realizan la autopsia y la disección 

—  Edad de los animales 

— Peso corporal final en la autopsia, con indicación de los eventuales aumentos o disminuciones estadística
mente significativos 

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

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

—  Próstata ventral (con precisión de 0,1 mg) 

—  Vesículas seminales más glándulas coagulantes, incluidos los líquidos (por parejas, con precisión de 0,1 mg) 

—  Complejo de músculos elevador del ano y bulbocavernoso (con precisión de 0,1 mg) 

—  Glándulas de Cowper (peso fresco — por parejas, con precisión de 0,1 mg) 

—  Glande del pene (peso fresco, con precisión de 0,1 mg) 
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—  Pesos de los tejidos opcionales, si se determinan: 

—  Hígado (con precisión de 0,1 g) 

—  Riñones (por parejas, con precisión de 0,1 mg) 

—  Cápsulas suprarrenales (por parejas, con precisión de 0,1 mg) 

—  Observaciones generales y comentarios 

—  Análisis de las hormonas en el suero, si se efectúa: 

—  LH en suero (opcional — ng por ml de suero), y 

—  T en suero (opcional — ng por ml de suero) 

—  Observaciones generales y comentarios 

Resumen de los datos 

Los datos deben resumirse en forma de cuadro con el tamaño de la muestra de cada grupo, la media del valor, y 
el error estándar de la media o la desviación típica. Los cuadros deben incluir los pesos corporales en el momento 
de la autopsia, los cambios de peso corporal desde el inicio de la administración de la sustancia hasta la autopsia, 
los pesos de los tejidos sexuales secundarios diana, y los eventuales pesos de órganos opcionales. 

Discusión de los resultados 

Análisis de los resultados 

59.  Los pesos corporales y de los órganos en el momento de la autopsia deben analizarse estadísticamente en relación 
con características tales como la homogeneidad de la varianza, con las adecuadas transformaciones de datos que 
puedan ser necesarias. Los grupos de tratamiento deben compararse con un grupo de control, utilizando técnicas 
tales como la ANOVA, y a continuación deben realizarse comparaciones por parejas (por ejemplo, la prueba 
unilateral de Dunnett) y aplicarse el criterio de diferencia estadística, por ejemplo, p ≤ 0,05. Deben señalarse los 
grupos que alcancen significación estadística. Sin embargo, deben evitarse los pesos “relativos de órganos”, debido 
a las hipótesis estadísticas inválidas en que se basa esta manipulación de datos. 

60. En el caso de los agonistas androgénicos, el control debe ser el grupo de ensayo del vehículo solo. Las caracterís
ticas del modo de acción de una sustancia problema pueden dar lugar a diferentes respuestas relativas según los 
tejidos; por ejemplo, la trembolona, que no puede sufrir la reducción 5-alfa, tiene efectos más pronunciados sobre 
los EABC y el GP que el PT. Un aumento estadísticamente significativo (p ≤ 0,05) en los pesos de al menos dos de 
los cinco tejidos diana sensibles a los andrógenos (PV, EABC, GP, GCW y VSGC) debe considerarse como resultado 
positivo de acción agonista androgénica, y todos los tejidos diana deben presentar algún grado de aumento del 
crecimiento. Puede conseguirse una evaluación combinada de todas las respuestas de los tejidos de los órganos 
sexuales secundarios mediante el adecuado análisis de datos con múltiples variables. Esto podría mejorar el 
análisis, sobre todo en los casos en que es un único tejido el que da una respuesta estadísticamente significativa. 

61.  En el caso de los antagonistas androgénicos, el control debe ser el grupo de ensayo del andrógeno de referencia 
(propionato de testosterona solo). Las características del modo de acción de una sustancia problema pueden dar 
lugar a diferentes respuestas relativas según los tejidos; por ejemplo, los inhibidores de la 5-alfa-reductasa, como 
la finasterida, tienen efectos más pronunciados sobre la próstata ventral que sobre otros tejidos, en comparación 
con antagonistas potentes de los RA, como la flutamida. Una reducción estadísticamente significativa (p ≤ 0,05) 
en los pesos de al menos dos de los cinco tejidos diana sensibles a los andrógenos (PV, EABC, GP, GCW y VSGC) 
en comparación con el tratamiento solo con PT debe considerarse como resultado positivo de acción antagonista 
androgénica, y todos los tejidos diana deben presentar algún grado de reducción del crecimiento. Puede conse
guirse una evaluación combinada de todas las respuestas de los tejidos de los órganos sexuales secundarios 
mediante el adecuado análisis de datos con múltiples variables. Esto podría mejorar el análisis, sobre todo en los 
casos en que es un único tejido el que da una respuesta estadísticamente significativa. 

62. Los datos deben resumirse en forma de cuadro con la media, el error estándar de la media (también podría acep
tarse la desviación típica) y el tamaño de la muestra de cada grupo. También deben incluirse cuadros con los datos 
individuales. Deben examinarse los valores individuales y los valores de la media, el error estándar (o desviación 
típica) y los CV de los datos de los controles para determinar si cumplen los criterios aceptables de coherencia 
con los valores históricos previstos. En caso de que los CV hallados superen los valores de los CV del cuadro 1 
(véanse los puntos 25 y 26) relativos a los pesos de los distintos órganos, hay que determinar si hay errores en el 
registro o en la introducción de los datos, o si el laboratorio no domina aún la disección con precisión de los 
tejidos sensibles a los andrógenos por lo que sería necesario mejorar la formación o práctica. Generalmente, los CV 
(la desviación típica dividida por el peso medio del órgano) son reproducibles de un laboratorio a otro, 
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y de un estudio a otro. Los datos presentados deben incluir al menos: los pesos de la próstata ventral, de las 
vesículas seminales, de los músculos elevador del ano y bulbocavernoso, de las glándulas de Cowper, del glande 
del pene y del hígado, los pesos corporales y la variación del peso corporal desde el inicio de la administración de 
la sustancia hasta la autopsia. Los datos también pueden presentarse después de haber ajustado la covarianza en 
función del peso corporal, pero ello no debe sustituir a la presentación de los datos sin ajustar. Además, si no se 
produce la separación del prepucio en alguno de los grupos, la incidencia de esta separación debe registrarse y 
compararse estadísticamente con respecto al grupo de control, utilizando la prueba exacta de Fisher. 

63. Al verificar la exactitud de los datos introducidos en el ordenador respecto a las fichas originales de datos, es nece
sario examinar atentamente los valores de peso de los órganos que no sean biológicamente verosímiles o se 
separen en más de tres desviaciones típicas de las medias de los grupos de tratamiento, y es posible que tengan 
que desecharse tales valores, que probablemente sean errores de registro. 

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

DEFINICIONES 

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

Antiandrogenicidad: Capacidad de una sustancia de suprimir la acción del PT en un mamífero. 

Sustancia: Sustancia o mezcla. 

Fecha de nacimiento: Día postnatal 0. 

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

Posología: Término general que abarca la dosis administrada, y la frecuencia y duración de la administración. 

Moribundo: Término utilizado para describir a un animal que está a punto de morir. 

Día postnatal X: Día no X de vida a partir de la fecha de nacimiento. 

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

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

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

Validación: Procedimiento científico diseñado para caracterizar las exigencias y limitaciones operativas de un método 
de ensayo y demostrar su fiabilidad y pertinencia para un fin particular.  
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Apéndice 2 

VMG mamm: Grupo de gestión de la validación de ensayos con mamíferos y su evaluación   
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NOTAS RELATIVAS AL MARCO CONCEPTUAL 

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

Nota 2. En el nivel 5, la ecotoxicología debe incluir parámetros que indiquen los mecanismos de los efectos adversos y 
los posibles daños a la población.  

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

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

Nota 5. No debe considerarse que el marco conceptual sea exhaustivo en el momento actual. En los niveles 3, 4 y 5 se 
incluyen ensayos que están disponibles o cuya validación está en curso. Con respecto a estos últimos, su inclu
sión tiene carácter provisional. Una vez desarrollados y validados, se inscribirán oficialmente en el marco 
conceptual.  

Nota 6. No debe considerarse que el nivel 5 incluya solo ensayos definitivos. Se considera que los ensayos incluidos en 
este nivel contribuyen a la evaluación general del peligro y del riesgo. 
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(27)  Los capítulos siguientes del presente anexo: 

B.1 bis. Toxicidad oral aguda. Método de dosis fijas 

B.1 ter. Toxicidad oral aguda. Método de las clases de toxicidad aguda 

B.56. ESTUDIO AMPLIADO DE TOXICIDAD PARA LA REPRODUCCIÓN EN UNA GENERACIÓN  

INTRODUCCIÓN 

1.  El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 443 (2012). Se basa en la 
propuesta del comité técnico de evaluación de la seguridad de las sustancias utilizadas en la agricultura (ACSA), 
del Instituto de Ciencias de la Salud y el Medio ambiente (HESI), del Instituto Internacional de Ciencias de la Vida 
(ILSI), en relación con un estudio ampliado de toxicidad para la reproducción en una generación F1 sobre distintas 
fases de la vida, publicado en Cooper et al., 2006 (1). Se han aportado varias mejoras y aclaraciones al diseño del 
estudio a fin de darle flexibilidad y de hacer hincapié en la importancia de partir de los conocimientos existentes, 
utilizando al mismo tiempo las observaciones en vivo para orientar y adaptar los ensayos. El presente método de 
ensayo proporciona una descripción detallada de la realización de un estudio ampliado de toxicidad para la repro
ducción en una generación. El método de ensayo describe tres cohortes de animales de la generación F1: 

Cohorte 1: evalúa parámetros de la reproducción/del desarrollo; esta cohorte puede ampliarse para abarcar una 
generación F2. 

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

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

3. En el documento de orientación de la OCDE 117 (39) se describe un procedimiento decisorio sobre el desencade
namiento interno del estudio de la 2a generación, a la intención de las autoridades normativas que utilizan factores 
desencadenantes internos. 

Consideraciones iniciales y objetivos 

4.  El objetivo principal del estudio ampliado de toxicidad para la reproducción en una generación es evaluar ciertas 
fases de la vida no cubiertas por otros tipos de estudios de toxicidad y examinar los efectos que se pueden 
producir como consecuencia de una exposición pre y postnatal a la sustancia. Respecto a los parámetros repro
ductivos, se prevé que, para detectar los efectos sobre los órganos genitales de machos y hembras, se utilice, como 
primera etapa y en caso de disponibilidad, la eventual información derivada de estudios con administración conti
nuada [incluidos los ensayos de cribado de la toxicidad para la reproducción, como las TG 422 de la OCDE (32)], 
o los ensayos de cribado de alteradores endocrinos a corto plazo (por ejemplo, el ensayo uterotrófico -método de 
ensayo B.54 (36), y el ensayo de Hershberger –método de ensayo B.55 (37). Esto podría incluir la espermatogé
nesis (histopatología testicular) en los machos y los ciclos estrales, los recuentos foliculares/maduración de 
ovocitos y la integridad de los ovarios (histopatología) en las hembras. El estudio ampliado de toxicidad para la 
reproducción en una generación sirve entonces como ensayo de parámetros reproductores que exigen la interac
ción de machos con hembras, de las hembras con los productos de la concepción, y de las hembras con la prole 
y la generación F1 hasta después de la madurez sexual [véase el documento de orientación de la OCDE 151 en 
apoyo de este método de ensayo (40)]. 

5.  El presente método de ensayo está diseñado con el objetivo de proporcionar una evaluación de los efectos pre y 
postnatales de las sustancias sobre el desarrollo, así como una evaluación completa de la toxicidad sistémica en 
las hembras gestantes y lactantes y en los descendientes jóvenes y adultos. Mediante el examen detallado de los 
principales parámetros del desarrollo, tales como la viabilidad de la descendencia, la salud neonatal, el grado de 
desarrollo al nacer y el desarrollo físico y funcional hasta la edad adulta, se espera poder identificar los órganos 
diana específicos de los descendientes. Además, el estudio debe facilitar o confirmar la información relativa a los 
efectos de la sustancia problema sobre la integridad y el comportamiento del aparato reproductor de los adultos, 
tanto machos como hembras. De forma específica, pero sin ánimo de exclusividad, se consideran los parámetros 
siguientes: función gonadal, ciclo estral, maduración del esperma epididimario, conducta de apareamiento, 
concepción, gestación, parto y lactancia. Además, la información obtenida de las evaluaciones de la neurotoxi
cidad para el desarrollo y de la inmunotoxicidad para el desarrollo permitirá caracterizar los efectos potenciales 
en esos sistemas. Los datos obtenidos de estos ensayos deben permitir la determinación de los niveles sin efectos 
adversos observados (NOAEL), de los niveles más bajos con efectos adversos observados (LOAEL) o de las dosis 
de referencia para los diversos parámetros, o utilizarse para caracterizar los efectos detectados en anteriores estu
dios con administración continuada o servir de orientación para ensayos posteriores. 

6.  En la figura 1 se muestra un esquema del protocolo. La sustancia problema se administra de manera continua en 
dosis graduadas a varios grupos de machos y hembras sexualmente maduros. Esta generación parental (P) recibe 
la sustancia durante un período determinado antes del apareamiento (seleccionado en función de la información 
disponible sobre la sustancia problema, pero de un mínimo de dos semanas) y durante dos semanas del período 
de apareamiento. Los machos P se siguen tratando por lo menos hasta el destete de la generación F1. El tiempo 
mínimo de tratamiento para ellos es de 10 semanas. Pueden tratarse durante más tiempo si es necesario para 
aclarar los efectos sobre la reproducción. El tratamiento de las hembras P continúa durante la gestación y lactancia 
hasta su sacrificio tras el destete de las camadas (es decir, 8-10 semanas de tratamiento). A los descendientes F1 se 
les sigue administrando la sustancia problema desde el destete hasta la edad adulta. Si se evalúa una segunda gene
ración [véase el documento de orientación de la OCDE 117 (39)], la descendencia F1 se mantiene bajo tratamiento 
hasta el destete de la generación F2, o hasta la terminación del estudio. 

7. Se someten todos los animales a observación clínica y examen patológico para detectar signos de toxicidad, insis
tiendo especialmente en los efectos sobre la integridad y el comportamiento del aparato reproductor de las 
hembras y de los machos, y sobre la salud, el crecimiento, el desarrollo y la actividad de los descendientes. En el 
momento del destete, se asignan los descendientes seleccionados a los distintos subgrupos (cohortes 1-3, véanse 
los puntos 33 y 34 y la figura 1) para efectuar más investigaciones, incluidas las relativas a la maduración sexual, 
la integridad y el funcionamiento de los órganos sexuales, los parámetros neurológicos y conductuales, y el 
funcionamiento del sistema inmunitario. 

8.  Al realizar el estudio, deben aplicarse los principios y consideraciones básicos recogidos en el documento de 
orientación de la OCDE no 19 sobre el reconocimiento, evaluación y utilización de los signos clínicos como pará
metros de tratamiento compasivo para los animales de experimentación empleados en las evaluaciones de la segu
ridad (34). 
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9.  Cuando se disponga de un número suficiente de estudios para determinar el impacto de este nuevo diseño de 
estudio, se revisará el método de ensayo y, en caso necesario, se modificará a la luz de la experiencia adquirida. 

Figura 1 

Esquema del estudio ampliado de toxicidad para la reproducción en una generación  

DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO/PREPARACIÓN PARA EL ENSAYO 

Animales 

Selección de la especie y de la cepa de los animales 

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

Edad, peso corporal y criterios de inclusión 

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

Condiciones de alojamiento y alimentación 

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

13.  Los animales se deben alojar en jaulas en pequeños grupos del mismo sexo y grupo de tratamiento. Pueden ser 
alojados individualmente, a fin de evitar posibles daños (por ejemplo, los machos después del período de aparea
miento). El apareamiento debe llevarse a cabo en jaulas adecuadas al efecto. Una vez comprobada la cópula, las 
hembras que se supone están gestantes se alojan por separado en jaulas de parto o de maternidad, donde se les 
aporta material de nidificación adecuado y definido. Las camadas se alojan con sus madres hasta el destete. Los 
animales F1 deben alojarse en pequeños grupos del mismo sexo y grupo de tratamiento desde el destete hasta el 
sacrificio. Cuando esté científicamente justificado, los animales pueden alojarse individualmente. El nivel de fitoes
trógenos contenido en el material de cama seleccionado debe ser mínimo. 

Número e identificación de los animales 

14.  Normalmente, cada grupo de ensayo y de control debe contener un número suficiente de parejas para conseguir 
al menos 20 hembras gestantes por grupo de dosis. El objetivo es conseguir suficientes gestaciones para garantizar 
una evaluación significativa del potencial de la sustancia problema para afectar a la fertilidad, gestación y compor
tamiento materno de la generación P, y al crecimiento y desarrollo de los descendientes F1, desde la concepción 
hasta la madurez. El no conseguir el número deseado de hembras gestantes no invalida necesariamente el estudio 
y cada caso debe valorarse individualmente, teniendo en cuenta una posible relación causal con la sustancia 
problema. 

15.  A cada animal P se le asigna un número de identificación único antes de que se inicie la administración de la 
sustancia. Si los datos históricos del laboratorio indican la posibilidad de que una proporción significativa de las 
hembras no presente ciclos estrales regulares (de 4 o 5 días), se aconseja efectuar una evaluación de los ciclos 
estrales antes del comienzo del tratamiento. También se puede aumentar el tamaño de los grupos para asegurarse 
de que al menos 20 hembras de cada grupo tienen ciclos estrales regulares (de 4 o 5 días) al inicio del trata
miento. Todos los descendientes F1 se identifican inequívocamente cuando se examinan los neonatos por primera 
vez el día postnatal (DPN) 0 o 1. A lo largo de todo el estudio debe mantenerse un registro donde se indique la 
camada de origen de todos los animales de la generación F1, y de la F2 en su caso. 

Sustancia problema 

Información disponible sobre la sustancia problema 

16. El examen de la información existente es importante para tomar decisiones sobre la vía de administración, la elec
ción del vehículo, la selección de la especie animal, la selección de las dosis y las posibles modificaciones del 
calendario de administración. Por lo tanto, al diseñar el estudio ampliado de toxicidad para la reproducción en 
una generación debe tomarse en consideración toda la información disponible sobre la sustancia problema, es 
decir, sobre sus propiedades fisicoquímicas, toxicocinéticas (incluido el metabolismo específico de la especie) y 
toxicodinámicas, las relaciones estructura-actividad, los procesos metabólicos in vitro, los resultados de anteriores 
estudios de toxicidad y la información pertinente sobre análogos estructurales. Puede obtenerse información 
preliminar sobre absorción, distribución, metabolismo y eliminación (ADME) y bioacumulación a partir de la 
estructura química, los datos fisicoquímicos, el grado de unión a proteínas plasmáticas o los estudios 
toxicocinéticos (TC), mientras que los resultados de los estudios de toxicidad dan información adicional, por 
ejemplo, sobre el NOAEL, el metabolismo o la inducción metabólica. 

Consideración de los datos toxicocinéticos 

17.  Aunque no sean obligatorios, los datos TC de los estudios de determinación de la gama de dosis o de otro tipo 
llevados a cabo previamente son muy útiles para la planificación del diseño del estudio, la selección de las dosis y 
la interpretación de los resultados. De especial utilidad son los datos que: 1) verifican la exposición de los fetos y 
crías en desarrollo a la sustancia problema (o a sus metabolitos pertinentes), 2) proporcionan una estimación de 
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la dosimetría interna, y 3) evalúan el potencial de saturación de los procesos cinéticos en función de la dosis. 
También debe prestarse atención a los datos toxicocinéticos adicionales de que se disponga, tales como perfiles de 
metabolitos, evolución de la concentración a lo largo del tiempo, etc. Asimismo, pueden recogerse datos toxicoci
néticos adicionales durante el estudio principal, siempre que ello no interfiera con la recogida e interpretación de 
los parámetros principales de dicho estudio. 

Como orientación de carácter general, los siguientes conjuntos de datos toxicocinéticos pueden ser útiles en la 
planificación del estudio ampliado de toxicidad para la reproducción en una generación: 

—  Sangre materna y sangre fetal al final de la gestación (por ejemplo, en el día de gestación 20) 

—  Sangre materna, sangre de las crías y/o leche a mediados del período de lactancia (DPN 10) 

—  Muestras de sangre de los animales destetados al poco tiempo del destete (por ejemplo, DPN 28). 

Debe aplicarse cierta flexibilidad para la determinación de los analitos específicos (por ejemplo, sustancia madre o 
sus metabolitos) y para el programa de muestreo. Por ejemplo, el número y la hora de la recogida de las muestras 
en un determinado día de muestreo dependerán de la vía de exposición y del conocimiento previo de las propie
dades toxicocinéticas de los animales no gestantes. En el caso de los estudios que implican administración con los 
alimentos, una única muestra tomada a la misma hora cada día puede ser suficiente, mientras que si la administra
ción se hace por vía oral forzada puede estar justificado el muestreo en momentos adicionales para obtener una 
mejor estimación de la gama de dosis internas. Sin embargo, no es necesario generar una curva completa de 
concentración-tiempo para cada día de muestreo. En caso necesario, se puede agrupar la sangre por sexos dentro 
de las camadas para los análisis fetales y neonatales. 

Vía de administración 

18.  La selección de la vía debe tener en cuenta la vía o vías más pertinentes para la exposición humana. Aunque el 
protocolo está diseñado para la administración de la sustancia problema con la dieta, puede modificarse para 
contemplar la administración por otras vías (agua de bebida, vía oral forzada, inhalación, a través de la piel) en 
función de las características de la sustancia y de la información requerida. 

Elección del vehículo 

19.  En caso necesario, la sustancia problema se disuelve o suspende en un vehículo adecuado. Se recomienda que, 
siempre que sea posible, se considere en primer lugar el uso de una solución o suspensión acuosa, y solo después 
el de una solución o emulsión oleosa (por ejemplo, en aceite de maíz). Si se emplean vehículos distintos del agua, 
deben conocerse sus características tóxicas. Debe evitarse la utilización de vehículos con potencial de toxicidad 
intrínseca (por ejemplo, acetona, DMSO). Debe determinarse la estabilidad de la sustancia problema en el vehícu
lo. Debe prestarse atención a las siguientes características si se utiliza un vehículo u otro aditivo para facilitar la 
administración de la sustancia problema: los efectos sobre la absorción, distribución, metabolismo o retención de 
dicha sustancia; los efectos sobre las propiedades químicas de la sustancia problema que puedan modificar sus 
características de toxicidad; y los efectos sobre el consumo de alimentos y agua o sobre el estado nutricional de 
los animales. 

Selección de las dosis 

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

21.  En ausencia de datos toxicocinéticos pertinentes, las dosis deben basarse en los efectos tóxicos, a menos que las 
características fisicoquímicas de la sustancia problema impongan alguna limitación. Si las dosis se basan en la toxi
cidad, la dosis más alta debe seleccionarse con el propósito de inducir ciertos efectos de toxicidad sistémica, pero 
sin llegar a provocar la muerte ni un sufrimiento intenso de los animales. 

22. Debe seleccionarse una secuencia descendente de dosis con el fin de demostrar la existencia de una eventual rela
ción del efecto con la dosis y de establecer los niveles sin efecto adverso observado (NOAEL), o las dosis cerca del 
límite de detección que permitan la determinación de una dosis de referencia para el parámetro o parámetros más 
sensibles. Para evitar grandes separaciones entre los NOAEL y los LOAEL, suele ser adecuado un intervalo del 
doble o cuádruple. A menudo es preferible añadir un cuarto grupo de ensayo antes que utilizar un intervalo muy 
grande entre dosis (por ejemplo, con un factor superior a 10). 
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23.  A excepción de la administración de la sustancia problema, los animales del grupo de control deben tratarse de la 
misma manera que los de los grupos de ensayo. Este grupo de control no debe recibir tratamiento, o recibir un 
placebo, o ser un grupo de control del vehículo si este se utiliza para administrar la sustancia. En este caso, el 
grupo de control ha de recibir el mayor volumen de vehículo que se haya utilizado. 

Ensayo límite 

24.  Es posible que no sea necesario llevar a cabo un estudio con varias dosis diferentes si no hay indicios de toxicidad 
a una dosis de al menos 1 000 mg/kg de peso corporal al día en estudios con administración continuada, o si no 
se prevé que haya toxicidad según los datos sobre sustancias relacionadas estructural o metabólicamente, que indi
quen similitud en las propiedades metabólicas in vivo/in vitro. En tales casos, el estudio ampliado de toxicidad para 
la reproducción en una generación puede efectuarse con un grupo de control y una sola dosis de al menos 
1 000 mg/kg de peso corporal al día. Sin embargo, en caso de que con esta dosis límite se encuentren indicios de 
toxicidad para la reproducción o para el desarrollo, será necesariollevar a cabomás estudios a dosis menores para 
determinar un NOAEL. Estas consideraciones sobre el ensayo límite son aplicables solo cuando la exposición 
humana no indique la necesidad de utilizar una dosis superior. 

PROCEDIMIENTOS 

Exposición de la descendencia 

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

Calendario y administración de las dosis 

26.  A partir de estudios anteriores de toxicidad con administración continuada de una duración adecuada puede 
conseguirse cierta información sobre los ciclos estrales, la histopatología de los aparatos reproductores masculinos 
y femeninos, y el análisis del esperma testicular o epididimario. Por lo tanto, la duración del tratamiento antes del 
apareamiento en el estudio ampliado de toxicidad para la reproducción en una generación tiene como objetivo la 
detección de efectos sobre los cambios funcionales que pueden interferir con la conducta de apareamiento y la 
fertilización. El tratamiento antes del apareamiento debe ser lo bastante largo para lograr unas condiciones 
estables de exposición en los machos y hembras P. En la mayoría de los casos se considera adecuado un período 
de 2 semanas de tratamiento antes del apareamiento para ambos sexos. En el caso de las hembras, esto incluye 
3-4 ciclos estrales completos y debe ser suficiente para detectar cualquier efecto adverso sobre dichos ciclos. En 
los machos, esto equivale al tiempo necesario para el tránsito epididimario de los espermatozoides en maduración 
y debe permitir la detección de los efectos post-testiculares en el esperma (durante las fases finales de la espermio
génesis y la maduración espermática en el epidídimo) sobre el apareamiento. En el momento del sacrificio, cuando 
están programados el estudio de la histopatología testicular y epididimaria y el análisis de los parámetros del 
esperma, los machos P y F1 se habrán expuesto durante al menos un ciclo de espermatogénesis completo (6)(7)(8) 
(9); véase también el documento de orientación de la OCDE 151 (40). 

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

28.  Una vez establecido el período de tratamiento antes del apareamiento, se administra a los animales la sustancia 
problema a un ritmo de 7 días por semana, de forma continua hasta la autopsia. Todos los animales deben recibir 
la sustancia de la misma manera. La administración de la sustancia debe continuar durante el período de aparea
miento de 2 semanas y, en el caso de las hembras P, a lo largo de la gestación y lactancia hasta el día del sacrificio, 
después del destete. Los machos deben tratarse de la misma manera, hasta su sacrificio en el momento en que se 
desteten los animales de la generación F1. Para la autopsia, debe darse prioridad a las hembras cuya autopsia ha de 
realizarse en el mismo día de lactancia, o en uno similar. La autopsia de los machos puede repartirse a lo largo de 
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un número mayor de días, en función de las instalaciones del laboratorio. A menos que ya se haya iniciado 
durante la lactancia, la administración directa a los machos y hembras seleccionados de la generación F1 debe 
comenzar en el destete y proseguir hasta la autopsia prevista, dependiendo de la cohorte asignada. 

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

30.  Cuando la sustancia problema se administre por vía oral forzada, el volumen de líquido administrado no debe en 
principio exceder de 1 ml/100 g peso corporal (o de 0,4 ml/100 g peso corporal en caso de aceite como, por 
ejemplo, aceite de maíz). Excepto en el caso de sustancias irritantes o corrosivas que provoquen normalmente 
efectos exacerbados a concentraciones superiores, la variabilidad del volumen de ensayo debe reducirse al mínimo 
ajustando la concentración para que el volumen sea constante en todas las dosis. El tratamiento debe adminis
trarse todos los días a una hora similar. La dosis que se administra a cada animal debe calcularse normalmente 
con arreglo a la última determinación de su peso corporal y ajustarse al menos una vez por semana en los 
machos adultos y en las hembras adultas no gestantes, y cada dos días en las hembras gestantes y en los animales 
de la generación F1 cuando se administre antes del destete y durante las dos semanas siguientes a este. Si los datos 
indican una baja transferencia placentaria de la sustancia problema, puede ser necesario ajustar la dosis adminis
trada por vía oral forzada en la última semana de gestación para evitar que sea excesivamente tóxica para la 
madre. El día del parto, las hembras no deben recibir la sustancia por vía oral forzada, ni por cualquier otra vía 
de tratamiento que exija la manipulación del animal; es preferible no administrar la sustancia problema ese día 
antes que perturbar el proceso del parto. 

Apareamiento 

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

Tamaño de la camada 

32. El día 4 tras el nacimiento, puede adaptarse el tamaño de cada camada mediante la eliminación por selección alea
toria de las crías sobrantes para obtener, en la medida de lo posible, cinco machos y cinco hembras por camada. 
No es apropiada la eliminación selectiva de las crías, por ejemplo en función del peso corporal. Cuando el número 
de crías machos y hembras impida lograr que cada camada cuente con cinco de cada sexo, es aceptable una adap
tación parcial (por ejemplo, seis machos y cuatro hembras). 

Selección de las crías para los estudios tras el destete (véase la figura 1) 

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

El DPN 21, las crías F1 seleccionadas se asignan aleatoriamente a una de las tres cohortes siguientes: 

Cohorte 1 (1A y 1B) = ensayo de toxicidad para la reproducción o el desarrollo 

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

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

Cohorte 1B: Un macho y una hembra por camada y grupo (20/sexo/grupo): selección prioritaria para la posterior 
evaluación del comportamiento reproductor apareando animales F1, en su caso [véase el documento de orien
tación de la OCDE 117 (39)], y para obtener datos adicionales de histopatología en caso de que se sospeche que 
la sustancia es tóxica para la reproducción o para el sistema endocrino, o cuando los resultados de la cohorte 1A 
sean dudosos. 

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

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

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

34.  En caso de que sea insuficiente el número de crías de una camada para cubrir todas las cohortes, tendrá prioridad 
la cohorte 1, ya que puede ampliarse para producir una generación F2. Pueden asignarse crías adicionales a cual
quiera de las cohortes en caso de preocupación específica, por ejemplo si se sospecha que una sustancia es neuro
tóxica, inmunotóxica o tóxica para la reproducción. Estas crían podrán utilizarse para exámenes en diferentes 
momentos o para la evaluación de parámetros adicionales. En las crías no asignadas a ninguna cohorte se estu
diará la bioquímica clínica (punto 55) y se someterán a autopsia macroscópica (punto 68). 

Segundo apareamiento de los animales P 

35. No se recomienda normalmente un segundo apareamiento para los animales P, ya que implica la pérdida de infor
mación importante sobre el número de puntos de implantación (y, por tanto, de datos de muerte postimplan
tación y perinatal, indicadores de un eventual potencial teratogénico) de la primera camada. La necesidad de com
probar o aclarar un efecto en las hembras expuestas se puede satisfacer mejor ampliando el estudio para incluir 
un apareamiento de la generación F1. Sin embargo, un segundo apareamiento de los machos P con hembras sin 
tratar es siempre una opción para aclarar resultados dudosos o para caracterizar mejor los efectos sobre la ferti
lidad observados en el primer apareamiento. 

OBSERVACIONES EN VIVO 

Observaciones clínicas 

36.  Con los animales P y con los F1 seleccionados, se hace una observación clínica general una vez al día. En caso de 
administración por vía oral forzada, el momento de las observaciones clínicas debe ser antes y después de la 
administración de la sustancia (para detectar posibles signos de toxicidad asociados con la concentración plasmá
tica máxima). Se registran los cambios pertinentes en el comportamiento, los signos de parto difícil o prolongado 
y todos los signos de toxicidad. Dos veces al día, y una vez al día durante los fines de semana, todos los animales 
se observan para detectar los casos de toxicidad grave, morbilidad y mortalidad. 

37.  Además, semanalmente se efectúa un examen más detallado de todos los animales P y F1 (tras el destete); puede 
hacerse coincidiendo con una ocasión en que se pesen los animales, lo que reduciría al mínimo el estrés de la 
manipulación. Las observaciones deben llevarse a cabo cuidadosamente y registrarse utilizando sistemas de 
puntuación que hayan sido definidos por el laboratorio de ensayo. Debe procurarse que las variaciones en las 
condiciones de ensayo sean mínimas. Los signos anotados deben incluir, sin ánimo de exhaustividad, los cambios 
de la piel, pelo, ojos, mucosas, la presencia de secreciones y excreciones y la actividad neurovegetativa (por 
ejemplo, lagrimeo, piloerección, tamaño de la pupila, respiración anómala). Deben registrarse también los cambios 
observados en la marcha, postura y respuesta a la manipulación, así como la presencia de movimientos clónicos o 
tónicos, estereotipias (por ejemplo, realización excesiva de movimientos de limpieza, recorridos repetitivos en 
círculo) o comportamientos anómalos (por ejemplo, automutilación, marcha hacia atrás). 
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Peso corporal y consumo de alimento y agua 

38.  Los animales P se pesan el día de la primera administración y a continuación al menos una vez por semana. 
Además, las hembras P se pesan durante la lactancia, los mismos días en que se pesen las crías de sus camadas 
(véase el punto 44). Todos los animales F1 se pesan individualmente el día del destete (DPN 21) y a continuación 
al menos una vez por semana. El peso corporal se registra también el día en que el animal alcanza la pubertad 
(finalización de la separación del prepucio o permeabilidad vaginal). Todos los animales se pesan en el momento 
del sacrificio. 

39.  Durante el estudio, se registra el consumo de alimentos y agua (en el caso de la administración de la sustancia 
problema con el agua de bebida) al menos una vez por semana, los mismos días en que se determinan los pesos 
corporales de los animales (excepto durante la cohabitación). El consumo de alimentos de cada jaula de animales 
F1 se registra semanalmente, empezando en el momento de la asignación a la cohorte respectiva. 

Ciclos estrales 

40. Puede disponerse de información preliminar sobre efectos en el ciclo estral relacionados con la sustancia, proce
dente de estudios de toxicidad con administración continuada, y esa información puede utilizarse en el diseño de 
un protocolo del estudio ampliado de toxicidad para la reproducción en una generación que sea específico de la 
sustancia problema. Normalmente la evaluación de los ciclos estrales (por citología vaginal) empezará al principio 
del período de tratamiento y proseguirá hasta la confirmación del apareamiento o el final del período de aparea
miento de 2 semanas. Si las hembras se han sometido a ensayo de cribado para comprobar que tienen ciclos 
estrales normales antes del tratamiento, es útil continuar haciendo frotis desde el inicio del tratamiento, pero si 
hay alguna preocupación en cuanto a posibles efectos inespecíficos al comienzo del tratamiento (como una reduc
ción inicial significativa del consumo de alimentos), es posible dejar a los animales que se adapten al tratamiento 
durante un máximo de dos semanas antes de empezar el período de recogida de frotis de dos semanas que 
precede al emparejamiento. Si el período de tratamiento de las hembras se amplía de esta manera (es decir, hasta 
cuatro semanas de tratamiento previo al apareamiento) se debería considerar la adquisición de animales más 
jóvenes y la ampliación del período de tratamiento de los machos antes del emparejamiento. La toma de células 
vaginales o cervicales ha de hacerse con cuidado para no dañar la mucosa y evitar una pseudogestación (10)(11). 

41.  Deben examinarse diariamente los frotis vaginales de todas las hembras F1 de la cohorte 1A, tras el inicio de la 
permeabilidad vaginal, hasta que se registre el primer frotis cornificado, para determinar el intervalo de tiempo 
entre estos dos acontecimientos. También deben supervisarse los ciclos estrales de todas las hembras F1 de la 
cohorte 1A durante dos semanas, a partir del DPN 75, aproximadamente. Por otra parte, si fuera necesario 
aparear la generación F1, se supervisará la citología vaginal de la cohorte 1B desde el momento del empareja
miento hasta que se observen signos de apareamiento. 

Apareamiento y gestación 

42.  Además de los parámetros normales (por ejemplo, peso corporal, consumo de alimentos, observaciones clínicas, 
incluidos los controles de mortalidad/morbilidad), se registrarán las fechas de emparejamiento, de inseminación y 
de parto, y se calcularán el intervalo precoital (entre el emparejamiento y la inseminación) y la duración de la 
gestación (de la inseminación al parto). Las hembras P deben examinarse atentamente en el momento previsto del 
parto para detectar posibles signos de distocia. Deberán registrarse las eventuales anomalías observadas en la 
conducta de nidificación o de lactación. 

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

Parámetros de los descendientes 

44.  Se examinan todas las camadas lo antes posible después del parto (DPN 0 o 1) para determinar el número y sexo 
de las crías, la mortinatalidad, el número de nacidos vivos y la presencia de anomalías macroscópicas (anomalías 
visibles externamente, incluido el paladar hendido; las hemorragias subcutáneas; las anomalías en el color o la 
textura de la piel; la presencia de cordón umbilical; la falta de leche en el estómago; la presencia de secreciones 
secas). Además, el primer examen clínico de los recién nacidos debe incluir una evaluación cualitativa de la tempe
ratura corporal, del estado de actividad y de la reacción a la manipulación. Las crías halladas muertas el DPN 0 o 
posteriormente deben examinarse para detectar posibles anomalías y determinar la causa de la muerte. Las crías 
vivas se cuentan y se pesan individualmente el DPN 0 o el DPN 1, y periódicamente a continuación como, por 
ejemplo, al menos los DPN 4, 7, 14 y 21. Los exámenes clínicos, según proceda en función de la edad de los 
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animales, deben repetirse cuando se pesen los descendientes, o más a menudo si en el momento del nacimiento 
ha habido observaciones específicas. Los signos anotados pueden incluir, sin ánimo de exhaustividad, las anoma
lías externas, los cambios de la piel, pelo, ojos, mucosas, la presencia de secreciones y excreciones y la actividad 
neurovegetativa. Deben registrarse también los cambios observados en la marcha, postura y respuesta a la mani
pulación, así como la presencia de movimientos clónicos o tónicos, estereotipias o comportamientos anómalos. 

45.  Debe medirse la distancia anogenital (DAG) de cada cría, al menos en una ocasión entre el DPN 0 y el DPN 4. El 
peso corporal de las crías debe recogerse el día en que se mida la DAG y esta DAG se debe normalizar en función 
de una medida del tamaño de las crías, de preferencia la raíz cúbica del peso corporal (12). Debe comprobarse la 
presencia de pezones/areolas en las crías macho el DPN 12 o 13. 

46.  Todos los animales F1 seleccionados se evalúan diariamente en cuanto a la separación balano-prepucial o la 
permeabilidad vaginal, según sean machos o hembras, respectivamente, comenzando antes de la fecha prevista 
para la aparición de dichos signos, a fin de detectar si se produce una maduración sexual precoz. Deben anotarse 
las eventuales anomalías de los órganos genitales, tales como la hebra vaginal persistente, la hipospadia o el pene 
hendido. La madurez sexual de los animales F1 se compara con el desarrollo físico mediante la determinación de 
la edad y del peso corporal en el momento de la separación balano-prepucial o de la apertura de la vagina, según 
se trate de machos o hembras, respectivamente. 

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

47.  Deben utilizarse para la evaluación de la neurotoxicidad los diez machos y diez hembras de la cohorte 2A y los 
diez machos y diez hembras de la cohorte 2B, de cada grupo de tratamiento (para cada cohorte: 1 macho o 
1 hembra por camada; todas las camadas representadas por un mínimo de 1 cría; con selección aleatoria). Los 
animales de la cohorte 2A deben someterse al ensayo de sobresalto acústico, a la batería de observaciones funcio
nales, y a la evaluación de la actividad motriz (véanse los puntos 48-50) y de la neuropatología (véanse los 
puntos 74-75). Debe procurarse que las variaciones en todas las condiciones de ensayo sean mínimas y no estén 
relacionadas sistemáticamente con el tratamiento. Entre las variables que pueden afectar al comportamiento se 
encuentran el nivel sonoro (por ejemplo, ruido intermitente), la temperatura, la humedad, la iluminación, los 
olores, la hora del día y las distracciones del entorno. Los resultados de los ensayos de neurotoxicidad deben inter
pretarse en relación con las bandas de referencia adecuadas de los controles históricos. Los animales de la 
cohorte 2B deben utilizarse para la evaluación de la neuropatología el DPN 21 o 22 (véanse los puntos 74-75). 

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

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

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

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

51.  El día DPN 56 (± 3 días), los 10 machos y 10 hembras de la cohorte 3 procedentes de cada grupo de tratamiento 
(1 macho o 1 hembra por camada; todas las camadas representadas por un mínimo de 1 cría; con selección alea
toria) deben utilizarse en un ensayo de respuesta de anticuerpos dependiente de linfocitos T, es decir, la respuesta 
primaria de anticuerpos IgM a un antígeno dependiente de linfocitos T, como los eritrocitos de oveja (SRBC) o la 
hemocianina de la lapa californiana (KLH), de acuerdo con los actuales procedimientos de ensayo de la inmunoto
xicidad (14)(15). La respuesta puede evaluarse mediante el recuento de células que forman calvas específicas (PFC) 
en el bazo o por la determinación del título de anticuerpos de tipo IgM específicos de KLH o de SRBC en el suero 
mediante ELISA, en el máximo de la respuesta. Las respuestas, por lo general, presentan un máximo a los cuatro 
(PFC) o cinco (ELISA) días después de la inmunización por vía intravenosa. Si la respuesta primaria de anticuerpos 
se comprueba mediante el recuento de células que forman calvas, es posible evaluar subgrupos de animales en 
días distintos, siempre que: la inmunización y el sacrificio del subgrupo se programen de manera que las PFC se 
cuenten en el máximo de la respuesta; que los subgrupos contengan un número igual de descendientes machos y 
hembras de todos los grupos de dosis, incluidos los controles; y que los subgrupos se evalúen a aproximadamente 
la misma edad postnatal.La exposición a la sustancia problema continuará hasta el día antes de recoger los bazos 
para ver la respuesta de PFC o el suero para la prueba ELISA. 

Evaluación complementaria de la posible toxicidad para la reproducción (cohorte 1B) 

52.  Los animales de la cohorte 1B pueden mantenerse en tratamiento después del DPN 90 y criarse para obtener una 
generación F2 en caso necesario. Deben cohabitar machos y hembras del mismo grupo de dosis (evitando el 
emparejamiento de hermanos) durante un período de hasta dos semanas, empezando como pronto el DPN 90, 
pero sin exceder del DPN 120. Los procedimientos deben ser similares a los de los animales P. Sin embargo, 
basándose en la ponderación de las pruebas, puede bastar si se sacrifican las camadas el DPN 4 en lugar de mante
nerlas hasta el destete o incluso después. 

OBSERVACIONES FINALES 

Bioquímica clínica y hematología 

53.  Deben supervisarse los efectos sistémicos en los animales P. En el sacrificio se toman muestras de sangre en 
ayunas, de un lugar definido, de diez machos y hembras P seleccionados al azar, por grupo de dosis; estas mues
tras se conservan en condiciones adecuadas y se someten a un examen parcial o completo de hematología, bioquí
mica clínica, ensayo de T4 y TSH, o a otros exámenes sugeridos por el perfil conocido de efectos de la sustancia 
problema [véase el documento de orientación de la OCDE 151 (40)]. Deben examinarse los siguientes parámetros 
hematológicos: hematocrito, concentración de hemoglobina, recuento de eritrocitos, recuento total y diferencial 
de leucocitos, recuento de plaquetas y potencial/tiempo de coagulación. Entre las investigaciones en plasma o 
suero deben figurar las siguientes: glucosa, colesterol total, urea, creatinina, proteínas totales, albúmina y al menos 
dos enzimas indicadoras de efectos hepatocelulares (tales como la alanina-aminotransferasa, la aspartato-amino
transferasa, la fosfatasa alcalina, la gamma-glutamil-transpeptidasa y la sorbitol-deshidrogenasa). La determinación 
de otras enzimas y de ácidos biliares puede proporcionar información útil en ciertas circunstancias. Además, es 
posible extraer sangre de todos los animales y almacenarla para realizar eventuales análisis en un momento poste
rior con el fin de clarificar efectos dudosos o para generar datos de exposición interna. Si no se contempla un 
segundo apareamiento entre los animales P, las muestras de sangre se obtienen justo antes del procedimiento del 
sacrificio previsto, o como parte del mismo. En el caso de que se mantengan en vida los animales, las muestras de 
sangre deben recogerse unos días antes de que se apareen por segunda vez. Salvo que haya datos de estudios con 
administración continuada que indiquen que el parámetro no se ve afectado por la sustancia problema, debe efec
tuarse un análisis de orina antes del sacrificio y hay que evaluar los parámetros siguientes: aspecto, volumen, 
osmolalidad o densidad, pH, contenido en proteínas, glucosa, sangre y células sanguíneas, y restos celulares. 
También puede recogerse la orina para supervisar la excreción de la sustancia problema o de sus metabolitos. 

54.  También deben supervisarse los efectos sistémicos en los animales F1. En el sacrificio se toman muestras de sangre 
en ayunas, de un lugar definido, de diez machos y hembras de la cohorte 1A seleccionados al azar, por grupo de 
dosis; estas muestras se conservan en condiciones adecuadas y se someten a un examen de bioquímica clínica 
normal, incluida la evaluación de los niveles en suero de las hormonas tiroideas (T4 y TSH), yde hematología 
(recuento total y diferencial de leucocitos y recuento de eritrocitos), así como a un análisis de orina. 
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55.  El excedente de crías se somete a autopsia macroscópica el DPN 4 y se sopesa la medición de las concentraciones 
de la hormona tiroidea (T4) en el suero. En caso necesario, puede agruparse la sangre de los neonatos (DPN 4) 
por camadas para los análisis bioquímicos o de la hormona tiroidea. También se recoge sangre para los análisis 
de T4 y TSH de los animales destetados que se someten a autopsia macroscópica el DPN 22 (crías F1 no seleccio
nadas para las cohortes). 

Parámetros del esperma 

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

57.  En el momento del sacrificio se registran los pesos de los testículos y epidídimos de todos los machos P y F1 
(cohorte 1A). Al menos un testículo y un epidídimo se reservan para el examen histopatológico. Los epidídimos 
restantes se utilizan para el recuento de las reservas de esperma de la cola del epidídimo (16)(17). Además, se 
recoge el esperma de la cola del epidídimo (o del conducto deferente) utilizando métodos que reduzcan al mínimo 
las alteraciones para la evaluación de la motilidad y morfología de los espermatozoides (18). 

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

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

Autopsia macroscópica 

60.  En el momento del sacrifico o de la muerte prematura, todos los animales P y F1 se someten a autopsia y a 
examen macroscópico para detectar los eventuales cambios patológicos o anomalías estructurales. Se prestará 
especial atención a los órganos genitales. Deben registrarse las crías moribundas que se sacrifiquen por métodos 
compasivos y las crías muertas, y, si no están descompuestas, deben examinarse para detectar posibles anomalías 
y establecer la causa de la muerte, y conservarse posteriormente. 

61.  En el caso de las hembras adultas P y F1, se examina el día de la autopsia un frotis vaginal para determinar la fase 
del ciclo estral y poder establecer una correlación con la histopatología de los órganos genitales. Los úteros de 
todas las hembras P (y de las hembras F1, si procede) se examinan para detectar la posible presencia de puntos de 
implantación y contar su número, de una manera que no comprometa la evaluación histopatológica. 

Pesaje de los órganos y conservación de los tejidos — animales adultos P y F1 

62.  En el momento del sacrificio, se determinan el peso corporal y el peso húmedo de los órganos enumerados a 
continuación (lo antes posible tras la disección a fin de evitar su desecación) de todos los animales P y de todos 
los adultos F1, de las cohortes pertinentes, como se indica a continuación. Estos órganos deben conservarse poste
riormente en condiciones adecuadas. A menos que se especifique lo contrario, los órganos pares pueden pesarse 
por separado o combinados, de forma coherente con la práctica habitual del laboratorio correspondiente. 

—  Útero (con oviductos y cuello), ovarios 

—  Testículos, epidídimos (totales y colas de las muestras utilizadas en los recuentos de esperma) 

—  Próstata (partes dorsolateral y ventral combinadas). Hay que extremar el cuidado cuando se cortan los tejidos 
adherentes del complejo de la próstata para evitar la perforación de las vesículas seminales llenas de líquido. 
En caso de efectos sobre el peso total de la próstata relacionados con el tratamiento, deben separarse cuidado
samente los segmentos dorsolateral y ventral, previa fijación, y pesarse aparte. 
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—  Vesículas seminales con las glándulas coagulantes y sus líquidos (como una sola unidad) 

— Encéfalo, hígado, riñones, corazón, bazo, timo, hipófisis, glándula tiroidea (tras su fijación), cápsulas suprarre
nales y órganos o tejidos diana conocidos. 

63.  Además de los órganos enumerados anteriormente, deben conservarse, en condiciones adecuadas, muestras de los 
nervios periféricos, músculos, médula espinal, ojos más nervio óptico, tubo digestivo, vejiga urinaria, pulmón, 
tráquea (con las glándulas tiroidea y paratiroideas), médula ósea, conducto deferente (machos), glándula mamaria 
(machos y hembras) y vagina. 

64.  Todos los órganos de los animales de la cohorte 1A se pesarán y se conservarán para su estudio histopatológico. 

65.  Para la investigación de los efectos inmunotóxicos inducidos antes y después del nacimiento, 10 machos 
y 10 hembras de la cohorte 1A de cada grupo de tratamiento (1 macho o 1 hembra por camada; todas las 
camadas representadas por un mínimo de 1 cría; con selección aleatoria) serán objeto de lo siguiente: 

—  pesaje de los ganglios linfáticos asociados con la vía de exposición y distantes de ella (además del pesaje de las 
cápsulas suprarrenales, el timo y el bazo, ya realizado en todos los animales de la cohorte 1A), 

—  análisis de las subpoblaciones de linfocitos esplénicos (linfocitos T CD 4+ y CD 8+, linfocitos B y linfocitos 
citolíticos naturales), utilizando la mitad del bazo, ya que la otra mitad se reserva para la evaluación histopato
lógica. 

El análisis de las subpoblaciones de linfocitos esplénicos en animales no inmunizados (cohorte 1A) determinará si 
la exposición está relacionada con un cambio de la distribución en el equilibrio inmunológico de los linfocitos 
derivados del timo “cooperadores” (CD 4+) o citotóxicos (CD 8+) o de los linfocitos citolíticos naturales 
(respuestas rápidas a las células neoplásicas y a los patógenos). 

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

—  Vagina (no pesada) 

—  Útero con cuello 

—  Ovarios 

—  Testículos (por lo menos uno) 

—  Epidídimos 

—  Vesículas seminales y glándulas coagulantes 

—  Próstata 

—  Hipófisis 

—  Órganos diana identificados. 

El estudio de histopatología de la cohorte 1B se llevará a cabo si los resultados de la cohorte 1A son dudosos o si 
se sospecha que la sustancia es tóxica para la reproducción o para el sistema endocrino. 

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

Pesaje de los órganos y conservación de los tejidos — animales destetados F1 

68.  Las crías que no se hayan seleccionado para las cohortes, incluidos los animales con retraso, se sacrifican tras el 
destete, el DPN 22, salvo que los resultados indiquen la necesidad de continuar las investigaciones en vivo. Las 
crías sacrificadas se someten a autopsia macroscópica, incluida una evaluación de los órganos genitales, como se 
describe en los puntos 62 y 63. Se pesarán y conservarán en condiciones adecuadas el encéfalo, el bazo y el timo 
de hasta 10 crías por sexo y por grupo, del máximo de camadas posible. Además, podrán conservarse para su 
análisis microscópico posterior los tejidos mamarios de estas crías machos y hembras (1) [véase el documento de 
orientación de la OCDE 151 (40)]. Deben conservarse las anomalías macroscópicas y los tejidos diana para un 
posible examen histológico. 
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(1) La investigación realizada ha puesto de manifiesto que la glándula mamaria, especialmente su desarrollo durante las primeras fases de la 
vida, constituye un parámetro sensible de la acción de los estrógenos. Se recomienda incluir en el presente método de ensayo, tras la vali
dación, parámetros relativos a las glándulas mamarias de ambos sexos. 



Examen de histopatología — animales P 

69. Se lleva a cabo un examen completo de histopatología de los órganos enumerados en los puntos 62 y 63 proce
dentes de todos los animales P de los grupos de dosis alta y de control. También deben examinarse los órganos 
que muestren cambios relacionados con el tratamiento, procedentes de todos los animales de los grupos tratados 
con las dosis inferiores, para ayudar a determinar el NOAEL. Además de ello, se someterán a evaluación histopato
lógica los órganos genitales de todos los animales en los que se sospeche una disminución de la fertilidad como, 
por ejemplo, los que no se hayan apareado, no hayan concebido, no hayan engendrado o no hayan tenido una 
progenie sana, o en los que se hayan observado alteraciones del ciclo estral o de la cantidad, movilidad o morfo
logía de los espermatozoides, así como todas las lesiones macroscópicas. 

Examen de histopatología — animales F1 

Animales de la cohorte 1 

70. Se lleva a cabo un examen completo de histopatología de los órganos enumerados en los puntos 62 y 63 proce
dentes de todos los animales adultos de la cohorte 1A de los grupos de dosis alta y de control. Todas las camadas 
deben estar representadas por un mínimo de 1 cría por sexo. También deben examinarse los órganos y tejidos 
que muestren cambios relacionados con el tratamiento y todas las lesiones macroscópicas de todos los animales 
de los grupos tratados con las dosis inferiores para ayudar a determinar el NOAEL. Para la evaluación de los 
efectos inducidos antes y después del nacimiento sobre los órganos linfáticos, debe procederse también al examen 
de la histopatología de los ganglios linfáticos y de la médula ósea recogidos de 10 machos y 10 hembras de la 
cohorte 1A, además de la evaluación histopatológica del timo, el bazo y las cápsulas suprarrenales, ya realizada 
con todos los animales de la cohorte 1A. 

71.  Si se sospecha que la sustancia es tóxica para la reproducción o para el sistema endocrino, se efectuará el examen 
de la histopatología de los tejidos genitales y endocrinos de todos los animales de la cohorte 1B, preparados en 
tacos de biopsia como se describe en el punto 66. Si los resultados de la cohorte 1A son dudosos, también deberá 
someterse a examen histopatológico la cohorte 1B. 

72.  Los ovarios de las hembras adultas deben contener folículos primordiales y en crecimiento, así como cuerpos 
lúteos; por lo tanto, el examen histopatológico debe estar orientado a la evaluación cuantitativa de los folículos 
primordiales y de los pequeños folículos en crecimiento, así como de los cuerpos lúteos, en las hembras F1; el 
número de animales, la elección de la sección ovárica y el tamaño de la muestra de lasección han de ser adecuados 
desde el punto de vista estadístico para el procedimiento de evaluación empleado. El recuento folicular puede 
realizarse en primer lugar con los animales de control y con los que han recibido la dosis máxima y, en caso de 
que se observe un efecto adverso en los últimos, realizarse entonces con los animales de las dosis más bajas. En el 
examen debe hacerse el recuento de los folículos primordiales, que pueden estar combinados con los pequeños 
folículos en crecimiento, para efectuar la comparación de los ovarios de las hembras de los grupos tratados y los 
del grupo de control [véase el documento de orientación de la OCDE 151 (40)]. La evaluación de los cuerpos 
lúteos debe efectuarse en paralelo con el ensayo de los ciclos estrales, de forma que en la evaluación pueda tenerse 
en cuenta la fase del ciclo. Se examinan el oviducto, el útero y la vagina, en cuanto al desarrollo correcto de cada 
órgano. 

73. Se realizan exámenes histopatológicos detallados de los testículos de los machos F1 a fin de detectar efectos rela
cionados con el tratamiento sobre la diferenciación y el desarrollo de los testículos y sobre la espermatogénesis 
(38). Cuando sea posible, deben examinarse secciones de la red testicular. Se examinan la cabeza, el cuerpo y la 
cola del epidídimo y el conducto deferente en cuanto al desarrollo correcto de cada órgano, así como en cuanto a 
los parámetros requeridos para los machos P. 

Animales de la cohorte 2 

74.  Se hace una evaluación de la neurohistopatología de todos los animales de la cohorte 2A de los grupos de dosis 
alta y de control, por sexo, tras haberse realizado los ensayos neuroconductuales (después del DPN 75, pero 
sin sobrepasar el DPN 90). Se hace un examen de la histopatología del encéfalo de todos los animales de la 
cohorte 2B de los grupos de dosis alta y de control, por sexo, el DPN 21 o el DPN 22. También deben examinarse 
los órganos o tejidos que muestren cambios relacionados con el tratamiento, procedentes de todos los animales 
de los grupos tratados con las dosis inferiores para contribuir a determinar el NOAEL. Se examinan secciones 
múltiples del encéfalo de los animales de las cohortes 2A y 2B, para evaluar los bulbos olfativos, la corteza cere
bral, el hipocampo, los núcleos basales, el tálamo, el hipotálamo, el mesencéfalo (techo, tegmento y pedúnculos 
cerebrales), el tronco encefálico y el cerebelo. Se examinan los ojos (retina y nervio óptico) y muestras de los 
nervios periféricos, músculos y médula espinal, solo de los animales de la cohorte 2A. Todos los procedimientos 
neurohistológicos deben ser compatibles con el método de ensayo B.53 (35). 

75.  Deben llevarse a cabo evaluaciones morfométricas (cuantitativas) de zonas representativas del encéfalo (secciones 
homólogas cuidadosamente seleccionadas en función de puntos de referencia microscópicos fiables) y pueden 

21.8.2014 L 247/72 Diario Oficial de la Unión Europea ES    



incluir mediciones lineales o de superficies de regiones específicas del encéfalo. Al nivel de cada punto de refe
rencia deben hacerse al menos tres secciones consecutivas para seleccionar la sección más homóloga y representa
tiva de la zona específica del encéfalo que deba evaluarse. El neuropatólogo debe aplicar su juicio para decidir si 
las secciones preparadas para la medición son homólogas de otras del conjunto de la muestra y, por tanto, 
adecuadas para incluirse, ya que las mediciones lineales en particular pueden cambiar dentro de una distancia rela
tivamente corta (28). No deben utilizarse secciones que no sean homólogas. Aunque el objetivo sea tomar mues
tras de todos los animales reservados con tal fin (10/sexo/dosis), puede ser válido también un número inferior. 
Sin embargo, a efectos del presente método de ensayo no se considerará en general suficiente que las muestras 
procedan de menos de 6 animales/sexo/dosis. Puede utilizarse la estereología para identificar efectos relacionados 
con el tratamiento sobre parámetros tales como el volumen o el número de células de determinadas regiones 
neuroanatómicas. Todos los aspectos de la preparación de las muestras de tejido, desde la fijación de los tejidos 
hasta la disección de las muestras de tejido, el tratamiento de los tejidos y la tinción de las preparaciones micros
cópicas, deben seguir un diseño equilibrado de forma que cada lote contenga muestras representativas de cada 
grupo de dosis. Cuando vayan a aplicarse análisis morfométricos o estereológicos, el tejido del encéfalo debe 
incluirse en el medio apropiado al mismo tiempo para todos los niveles de dosis, a fin de evitar artefactos por 
retracción asociados con una conservación prolongada en el fijador. 

INFORMES 

Datos 

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

77.  Los resultados numéricos deben evaluarse mediante un método estadístico adecuado y aceptado. Los métodos 
estadísticos deben elegirse en la fase de diseño del estudio y deben tratar de forma adecuada los datos no normales 
(por ejemplo, los datos de los recuentos), los datos no considerados (p, ej., debido a un tiempo de observación 
limitado), la falta de independencia (por ejemplo, efectos de camada y repetición de medidas), y las varianzas desi
guales. Los modelos mixtos lineales generalizados y los modelos de dosis-respuesta cubren una amplia categoría 
de instrumentos analíticos que pueden ser adecuados para los datos generados con arreglo al presente método de 
ensayo. El informe debe recoger información suficiente sobre el método de análisis y el programa informático 
empleados, de manera que un revisor o estadístico independiente pueda evaluar o reevaluar el análisis. 

Evaluación de los resultados 

78.  Los resultados deben evaluarse en términos de efectos observados, incluyendo las observaciones microscópicas y 
las de la autopsia. La evaluación incluye la relación, o la ausencia de relación, entre la dosis y la presencia, inci
dencia y gravedad de las anomalías, incluidas las lesiones macroscópicas. También deben evaluarse los órganos 
diana, la fertilidad, las anomalías clínicas, el comportamiento reproductor y con la prole, los cambios de peso 
corporal, la mortalidad y demás efectos tóxicos y sobre el desarrollo. Debe prestarse especial atención a los 
cambios específicos de un sexo. A la hora de evaluar los resultados del ensayo deben tenerse en cuenta las propie
dades fisicoquímicas de la sustancia problema y, si están disponibles, los datos toxicocinéticos, incluidas la transfe
rencia placentaria y la excreción en la leche. 

Informe del ensayo 

79.  El informe del ensayo debe incluir la siguiente información obtenida en el presente estudio de los animales P, F1 
y F2 (si procede): 

Sustancia problema: 

— Toda la información pertinente de que se disponga sobre las propiedades químicas, toxicocinéticas y toxicodi
námicas de la sustancia problema; 

—  Datos de identificación; 

—  Pureza; 

Vehículo (si procede): 

—  Justificación de la elección del vehículo, si es distinto del agua; 
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Animales de experimentación: 

—  Especie y cepa utilizada; 

—  Número, edad y sexo de los animales; 

—  Procedencia, condiciones de alojamiento, dieta, material de nidificación, etc.; 

—  Peso de cada animal al inicio del ensayo; 

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

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

—  Registros de la camada de origen de los adultos de la generación F1; 

Condiciones del ensayo: 

—  Justificación de la selección de las dosis; 

— Datos sobre la formulación de la sustancia problema o su preparación con los alimentos y concentración obte
nida; 

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

—  Datos sobre la administración de la sustancia problema; 

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

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

—  Descripción detallada de los procedimientos de aleatorización en la selección de crías para su eliminación y 
para su asignación a los grupos de ensayo; 

—  Condiciones ambientales; 

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

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

—  Consumo de alimentos, consumo de agua si se ha medido, rendimiento alimentario (ganancia de peso 
corporal por gramo de alimentos consumidos, salvo durante el período de cohabitación y la lactancia), y 
consumo de la sustancia problema (en caso de administración con los alimentos o el agua de bebida) de los 
animales P y F1; 

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

—  Datos de peso corporal de los animales P; 

—  Datos sobre el peso corporal de los animales F1 seleccionados tras el destete; 

—  Fecha de las muertes sobrevenidas durante el estudio o si los animales han sobrevivido hasta el sacrificio; 

—  Naturaleza, gravedad y duración de los signos clínicos (reversibles o no); 

—  Datos de los análisis hematológicos, de orina y de química clínica, incluidas las hormonas TSH y T4; 

—  Análisis fenotípico de las células del bazo (linfocitos T, linfocitos B, linfocitos citolíticos naturales); 

—  Estudio de las células de la médula ósea; 

—  Datos de la respuesta tóxica; 

—  Número de hembras P y F1 con ciclo estral normal y anormal y duración del ciclo; 

— Tiempo del apareamiento (intervalo precoital, que es el número de días entre emparejamiento y aparea
miento); 

—  Efectos tóxicos o de otro tipo sobre la reproducción, incluidos los números y porcentajes de los animales que 
han llevado a cabo el apareamiento, la gestación, el parto y la lactancia, de los machos que han provocado 
una gestación, de las hembras con signos de distocia o parto difícil o prolongado; 

—  Duración de la gestación y, si se dispone de este dato, del parto; 

—  Número de implantaciones, tamaño de la camada y porcentaje de crías machos; 
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—  Número y porcentaje de pérdidas postimplantación, de nacidos vivos y de mortinatos; 

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

—  Número de crías con anomalías visibles macroscópicamente; 

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

—  Datos sobre puntos de referencia físicos evaluados en las crías y otros datos relativos al desarrollo postnatal; 

—  Datos sobre la maduración sexual de los animales F1; 

—  Datos sobre las observaciones funcionales realizadas en las crías y los adultos, según proceda; 

—  Peso corporal en el momento del sacrificio y peso absoluto y relativo de los órganos de los animales P y de 
los adultos F1; 

—  Observaciones de la autopsia; 

—  Descripción detallada de todas las observaciones histopatológicas; 

—  Número total de espermatozoides en la cola del epidídimo, porcentaje de espermatozoides progresivamente 
móviles, porcentaje de espermatozoides de morfología normal y porcentaje de espermatozoides con cada 
anomalía detectada, correspondientes a los machos P y F1; 

—  Número y fases de maduración de los folículos contenidos en los ovarios de las hembras P y F1, en su caso; 

—  Recuento de cuerpos lúteos en los ovarios de las hembras F1; 

—  Tratamiento estadístico de los resultados, si procede. 

Parámetros de la cohorte 2: 

— Descripción detallada de los procedimientos utilizados para normalizar las observaciones y los procedi
mientos, así como las definiciones operativas para asignar puntuación a las observaciones; 

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

— Datos de los procedimientos utilizados para los estudios conductuales/funcionales, neuropatológicos y morfo
métricos, con información y detalles sobre los dispositivos automáticos; 

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

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

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

—  Peso del encéfalo; 

—  Eventuales diagnósticos derivados de lesiones y signos neurológicos, incluidas las enfermedades o procesos 
naturales; 

—  Imágenes de observaciones modelo; 

— Imágenes de baja resolución para evaluar la homología de las secciones empleadas en relación con la morfo
metría; 

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

—  Relación de otros eventuales efectos tóxicos con la conclusión acerca del potencial neurotóxico de la sustancia 
problema, por sexo y grupo de dosis; 

—  Impacto de cualquier información toxicocinética sobre las conclusiones; 

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

—  Eventual relación entre efectos neuropatológicos y funcionales; 

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

—  Discusión de la interpretación global de los datos sobre la base de los resultados, incluidas la conclusión de si 
la sustancia problema ha provocado neurotoxicidad para el desarrollo y el NOAEL. 
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Parámetros de la cohorte 3: 

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

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

—  Discusión de la interpretación global de los datos sobre la base de los resultados, incluidas la conclusión de si 
la sustancia problema ha provocado inmunotoxicidad para el desarrollo y el NOAEL. 

Discusión de los resultados 

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

También debe incluirse la eventual información no obtenida durante el estudio, pero que sea útil para la interpre
tación de los resultados (por ejemplo, semejanzas con los efectos de agentes neurotóxicos conocidos). 

Interpretación de los resultados 

80.  Un estudio ampliado de toxicidad para la reproducción en una generación proporciona información sobre los 
efectos de la exposición continuada a una sustancia durante todas las fases del ciclo reproductivo, según sea nece
sario. En particular, el estudio proporciona información sobre el aparato reproductor, y sobre el desarrollo, el 
crecimiento, la supervivencia y los parámetros funcionales de las crías hasta el DPN 90. 

81.  La interpretación de los resultados del estudio debe tener en cuenta toda la información disponible sobre la 
sustancia, incluidas las propiedades fisicoquímicas, toxicocinéticas y toxicodinámicas, la información disponible 
pertinente sobre análogos estructurales, y los resultados de estudios de toxicidad realizados previamente con la 
sustancia problema (por ejemplo, toxicidad aguda, toxicidad tras administración continuada, estudios del meca
nismo y estudios para evaluar si se producen diferencias cualitativas y cuantitativas importantes en las propiedades 
metabólicas in vivo o in vitro de una especie a otra). Si es posible, los resultados de la autopsia macroscópica y del 
pesaje de los órganos deben interpretarse a la luz de las observaciones realizadas en otros estudios con administra
ción continuada. La disminución del crecimiento de los descendientes podría considerarse en relación con la 
influencia de la sustancia problema sobre la composición de la leche (29). 

Cohorte 2 (neurotoxicidad para el desarrollo) 

82.  Los resultados de los estudios neuroconductuales y neuropatológicos deben interpretarse en el contexto de todas 
las observaciones realizadas, utilizando un planteamiento basado en la ponderación de las pruebas con el juicio 
de los expertos. Deben ser objeto de discusión las pautas de las eventuales observaciones conductuales o morfoló
gicas, así como las pruebas de una relación dosis-respuesta. Debe incluirse en esta caracterización la evaluación de 
la neurotoxicidad para el desarrollo, incluidos los estudios epidemiológicos o los informes de casos humanos, y 
los estudios con animales de experimentación (por ejemplo, datos de toxicocinética, información sobre la relación 
estructura-actividad, datos de otros estudios de toxicidad). La evaluación de los datos debe incluir una discusión 
de la significación tanto biológica como estadística. La evaluación debe incluir la eventual relación que pueda 
existir entre las alteraciones neuropatológicas y conductuales observadas. Para obtener orientaciones sobre la inter
pretación de los resultados de neurotoxicidad para el desarrollo, véanse el método de ensayo B.53 (35) y Tyl et al., 
2008 (31). 

Cohorte 3 (inmunotoxicidad para el desarrollo) 

83.  La supresión o el refuerzo de la función inmunológica según lo evaluado mediante el ensayo TDAR (respuesta de 
anticuerpos dependiente de linfocitos T) debe valorarse en el contexto de todas las observaciones realizadas. La 
significación del resultado del ensayo TDAR puede reforzarse con el apoyo de otros efectos sobre indicadores rela
cionados con factores inmunológicos (por ejemplo, estudio de las células de la médula ósea, el pesaje y el examen 
histopatológico de los tejidos linfáticos, la distribución de las subpoblaciones de linfocitos). Los efectos estable
cidos mediante el ensayo TDAR pueden ser menos significativos en caso de que se observen otros efectos tóxicos 
a menores concentraciones de exposición. 

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

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

En la jaula de alojamiento y en campo 
abierto Con la manipulación Fisiológicas 

Postura Facilidad para sacar al animal Temperatura 

Movimientos clónicos y tónicos invo
luntarios 

Facilidad de manipulación Peso corporal 

Cierre palpebral Tono muscular Reflejo pupilar 

Piloerección Respuesta a la aproximación Tamaño de la pupila 

Salivación Respuesta al contacto  

Lagrimeo Respuesta auditiva  

Vocalizaciones Respuesta al pellizco de la cola  

Encabritamiento Reflejo de enderezamiento  

Anomalías de la marcha Ensanchamiento del pie al tomar 
contacto con el suelo  

Nivel de alerta Fuerza de prensión de las patas delan
teras  

Estereotipias Fuerza de prensión de las patas 
traseras  

Comportamientos anómalos   

Manchas   

Anomalías respiratorias     
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Apéndice 2 

Definiciones 

Sustancia: Sustancia o mezcla. 

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

INTRODUCCIÓN 

1.  El presente método de ensayo es equivalente a las directrices de ensayo de la OCDE TG 456 (2011). La OCDE 
lanzó en 1998 una actividad muy prioritaria para revisar las directrices existentes y elaborar nuevas directrices 
sobre los ensayos de cribado y finales de posibles alteradores endocrinos. El “OECD Conceptual Framework for 
the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals” (Marco conceptual de la OCDE para el ensayo y 
evaluación de los alteradores endocrinos) de 2002 comprende cinco niveles, cada uno de los cuales corresponde a 
un nivel diferente de complejidad biológica (1). El ensayo de esteroidogénesis en células H295R in vitro (ensayo 
H295R) descrito en el presente método de ensayo utiliza una línea celular de adrenocarcinoma humano (células 
NCI-H295R) y constituye un ensayo in vitro de nivel 2 que aporta datos sobre el mecanismo y que puede utilizarse 
con fines de cribado y de asignación de prioridades. La elaboración y la normalización del ensayo para el cribado 
de efectos de las sustancias sobre la esteroidogénesis, específicamente la producción de 17β-estradiol (E2) y de 
testosterona (T), se llevaron a cabo en un proceso multifásico. El ensayo H295R está optimizado y validado (2)(3) 
(4)(5). 

2.  El objetivo del ensayo de esteroidogénesis H295R es detectar sustancias que afecten a la producción de E2 y de T. 
El ensayo H295R se propone identificar sustancias xenobióticas cuyo sitio diana sean los componentes endógenos 
que constituyen la ruta bioquímica intracelular iniciada con la secuencia de reacciones a partir del colesterol para 
producir E2 o T. El ensayo H295R no tiene por objeto identificar sustancias que afecten a la esteroidogénesis 
actuando sobre el eje hipotálamo-hipófisis-gónadas (HPG). Su finalidad es proporcionar una respuesta de tipo 
SÍ/NO en lo que se refiere a la posibilidad de que una sustancia induzca o inhiba la producción de T y E2; sin 
embargo, es posible obtener resultados cuantitativos en algunos casos (véanse los puntos 53 y 54). Los resultados 
del ensayo se expresan como cambios relativos en la producción hormonal, respecto a los controles de disolvente. 
El ensayo no pretende ofrecer información sobre el mecanismo específico relativo a la interacción de la sustancia 
problema con el sistema endocrino. Se han realizado investigaciones con la línea celular para identificar los 
efectos sobre ciertas enzimas y hormonas intermedias, tales como la progesterona (2). 

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

CONSIDERACIONES INICIALES Y LIMITACIONES 

4.  Hay cinco enzimas diferentes que catalizan seis reacciones diferentes de la biosíntesis de hormonas esteroideas 
sexuales. La conversión enzimática de colesterol en pregnenolona por la enzima CYP11A, que es del grupo del 
citocromo P450 (CYP) y que separa la cadena lateral del colesterol, constituye la etapa inicial de una serie de reac
ciones bioquímicas que culmina en la síntesis de los productos finales esteroideos. En función del orden de las 
dos reacciones siguientes, el proceso de esteroidogénesis se divide en dos caminos, la vía de los Δ5-hidroxieste
roides y la vía de los Δ4-cetoesteroides, que convergen en la producción de androstenodiona (figura 1). 

5.  La androstenodiona se convierte en testosterona (T) por la acción de la 17β-hidroxiesteroide-deshidrogenasa 
(17β-HSD). La testosterona es tanto un producto intermedio como una hormona final. En los machos, la T puede 
convertirse en dihidrotestosterona (DHT) por la 5α-reductasa, que se encuentra en las membranas celulares, la 
membrana nuclear y el retículo endoplásmico de los tejidos diana de la acción androgénica, como la próstata y 
las vesículas seminales. La DHT es significativamente más potente como andrógeno que la T y también se consi
dera una hormona final. El ensayo H295R no mide la DHT (véase el punto 10). 

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

7.  La especificidad de la actividad liásica de la CYP17 difiere en cuanto a los sustratos intermedios en las distintas 
especies. En la especie humana, la enzima favorece los sustratos de la vía de los Δ5-hidroxiesteroides (pregneno
lona), mientras que en la rata se ven favorecidos los sustratos de la vía de los Δ4-cetoesteroides (progesterona) 
(19). Tales diferencias en la actividad liásica de la CYP17 pueden explicar algunas diferencias según las especies en 
cuanto a la respuesta a sustancias que alteran la esteroidogénesis in vivo (6). Se ha comprobado que las células 
H295 reflejan muy bien la expresión enzimática suprarrenal y el patrón de producción de esteroides de los 
adultos de nuestra especie (20), pero se sabe que expresan enzimas tanto de la vía de los Δ5-hidroxiesteroides 
como de la de los Δ4-cetoesteroides para la síntesis de andrógenos (7)(11)(13)(15). 
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Figura 1 

Vía esteroidogénica de las células H295R  

Nota: 
Las enzimas están en cursiva, las hormonas, en negrita, y las flechas indican la dirección de la síntesis. El fondo 
gris indica vías/productos de la categoría de los corticoesteroides. Las vías/productos de la categoría de los 
esteroides sexuales están en el círculo. CYP = citocromo P450; HSD = hidroxiesteroide-deshidrogenasa; 
DHEA = deshidroepiandroesterona. 

8.  La línea celular de adrenocarcinoma H295R humano es útil como modelo in vitro para la investigación de efectos 
sobre la síntesis de hormonas esteroideas (2)(7)(8)(9)(10). La línea celular H295R expresa los genes que codifican 
todas las enzimas clave para la esteroidogénesis indicadas más arriba (11)(15) (figura 1). Se trata de una caracterís
tica única porque la expresión in vivo de estos genes es específica de ciertos tejidos y de ciertas fases del desarrollo, 
y lo normal es que no haya un solo tejido o una sola fase del desarrollo que exprese todos los genes que parti
cipan en la esteroidogénesis (2). Las células H295R tienen características fisiológicas de las células suprarrenales 
sin diferenciación zonal de los fetos humanos (11). Las células representan un sistema in vitro único, ya que tienen 
la capacidad de producir todas las hormonas esteroideas que se encuentran en la corteza suprarrenal y en las 
gónadas de los adultos, lo que permite realizar ensayos sobre los efectos en la síntesis de corticoesteroides y en la 
producción de hormonas esteroideas sexuales, como los andrógenos y los estrógenos, aunque el ensayo está vali
dado solo para detectar T y E2. Los cambios detectados por el sistema de ensayo en forma de alteración de la 
producción de T y E2 pueden ser resultado de una multitud de distintas interacciones de las sustancias problema 
con las funciones de la esteroidogénesis que se expresan en las células H295R. Entre estas se incluyen la modula
ción de la expresión, de la síntesis o de la función de las enzimas que participan en la producción, transformación 
o eliminación de las hormonas esteroideas (12)(13)(14). La inhibición de la producción hormonal puede deberse a 
una unión competitiva directa a una enzima de la vía, al impacto sobre cofactores tales como el NADPH (fosfato 
de nicotinamida-adenin-dinucleótido) y el cAMP (monofosfato de adenosina cíclico), o al incremento del metabo
lismo de los esteroides o a la supresión de la expresión génica de algunas enzimas de la vía de la esteroidogénesis. 
Aunque la inhibición puede ser función de procesos tanto directos como indirectos relacionados con la produc
ción de hormonas, la inducción tiene normalmente un carácter indirecto; puede deberse, por ejemplo, a la altera
ción de cofactores como el NADPH y el cAMP (como en el caso de la forskolina), a la reducción del metabolismo 
de los esteroides (13) o a la activación de la expresión génica de la esteroidogénesis. 

9.  El ensayo H295R ofrece varias ventajas: 

—  Permite la detección tanto de incrementos como de disminuciones de la producción de T y de E2. 

—  Permite la evaluación directa del efecto potencial de una sustancia sobre la viabilidad celular y la citotoxicidad. 
Esta es una característica importante, ya que permite discriminar entre los efectos debidos a la citotoxicidad y 
los debidos a la interacción directa de las sustancias con las vías esteroidogénicas, lo cual no es posible en 
sistemas de tejidos explantados que están compuestos por múltiples tipos de células con sensibilidades y 
funcionalidades diferentes; 

21.8.2014 L 247/82 Diario Oficial de la Unión Europea ES    



—  No exige la utilización de animales; 

—  La línea celular H295R está disponible en el comercio. 

10.  Las limitaciones principales del ensayo son las siguientes: 

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

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

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

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

PRINCIPIO DEL ENSAYO 

11.  El objetivo del ensayo es la detección de las sustancias que afectan a la producción de T y de E2. La T es también 
un producto intermedio de la vía que lleva al E2. El ensayo puede detectar sustancias que característicamente 
inhiben o inducen enzimas de la vía de la esteroidogénesis. 

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

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

PROCEDIMIENTO DE CULTIVO 

Línea celular 

14.  Las células NCI-H295R se pueden conseguir comercialmente de la American Type Culture Collection (ATCC) 
previa firma de un acuerdo de transferencia de material (ATM) (1). 

Introducción 

15.  Debido a los cambios en la capacidad de producción de E2 de las células al aumentar la edad o el número de 
pases (2), es necesario que las células se cultiven según un protocolo específico, antes de utilizarse, y hay que 
anotar el número de pases desde la descongelación de las células, así como el número de pases al que las células 
se han congelado y colocado en nitrógeno líquido para su almacenamiento. El primer número indica el número 
real de pases celulares y el segundo número es el de pases al que las células se han congelado y almacenado. Por 
ejemplo, unas células congeladas después del pase 5, y que luego se han descongelado y resembrado tres veces 
(4 pases contando las células recién descongeladas como pase 1) después de haberse cultivado de nuevo se etique
tarían como pase 4.5. En el apéndice I del informe de validación se ilustra un ejemplo del sistema de 
numeración (4). 

16. Se utiliza un medio de partida como base para los medios suplementado y de congelación. El medio suplemen
tado es un componente necesario para el cultivo de las células. El medio de congelación está concebido específica
mente para permitir la congelación de las células para su almacenamiento a largo plazo sin problemas. Antes de 
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(1) ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA, [http://www.lgcstandards-atcc.org/]. 
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su utilización, debe analizarse el suero Nu-serum (o un suero comparable de propiedades similares del que se haya 
demostrado que sirve para producir datos que cumplen los requisitos de control de calidad y de comportamiento 
del ensayo), que es un componente de los medios suplementados, en cuanto a sus concentraciones de base de T 
y de E2. En el apéndice II del informe de validación se describe la preparación de estas soluciones (4). 

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

18.  Las células H295R deben cultivarse, congelarse y almacenarse en nitrógeno líquido para asegurarse de que siempre 
hay células del paso/edad apropiado disponibles para su cultivo y utilización. El número máximo de pases tras 
poner en cultivo un lote nuevo (1) o congelado (2) de células aceptable para su uso en el ensayo H295R no debe 
superar los 10. Por ejemplo, los pases aceptables para los cultivos de células de un lote congelado en el pase 5 
van de 4.5 a 10.5. Con las células cultivadas a partir de estos lotes congelados, debe seguirse el procedimiento 
contemplado en el punto 19. Estas células deben cultivarse durante al menos cuatro (4) pases adicionales 
(pase 4.5) antes de utilizarse en el ensayo. 

Cultivo de células a partir de material congelado 

19.  El procedimiento para cultivar células a partir de material congelado debe utilizarse en los casos en que se toma 
un lote nuevo de células de su almacenamiento en nitrógeno líquido para su cultivo y utilización en el ensayo. 
Los detalles de este procedimiento son los indicados en el apéndice III del informe de validación (4). Las células se 
retiran de su almacenamiento en nitrógeno líquido, se descongelan rápidamente, se colocan en medio suplemen
tado en un tubo de centrífuga, se centrifugan a temperatura ambiente, se vuelven a suspender en medio suplemen
tado, y se transfieren a un matraz de cultivo. El medio debe cambiarse el día siguiente. Las células H295R se 
cultivan en estufa a 37 °C en atmósfera de aire con un 5 % de CO2, y el medio se renueva 2-3 veces por semana. 
Cuando las células presentan una confluencia del 85-90 % aproximadamente, deben resembrarse. La resiembra de 
las células es necesaria para garantizar su salud y crecimiento y para mantenerlas con vistas a la realización de 
bioensayos. Las células se lavan tres veces con solución salina amortiguadora de fosfato (PBS, sin Ca2+ ni Mg2+ y se 
liberan del matraz de cultivo mediante la adición de una enzima adecuada de separación como, por ejemplo, la 
tripsina, en PBS (sin Ca2+ ni Mg2+). Inmediatamente después de que las células se hayan desprendido del matraz 
de cultivo, debe detenerse la acción de la enzima con la adición de medio suplementado en la proporción de 
tres veces el volumen que se ha utilizado para el tratamiento enzimático. Las células se ponen en un tubo de 
centrífuga y se centrifugan a temperatura ambiente, el sobrenadante se elimina y el precipitado de células se vuelve 
a suspender en medio suplementado. Se coloca en el nuevo matraz de cultivo la cantidad apropiada de suspensión 
de células. La cantidad de suspensión de células debe ajustarse de forma que las células se hagan confluentes en el 
plazo de 5 a 7 días. La proporción recomendada de subcultivo es de 1:3 a 1:4. La placa debe etiquetarse cuidado
samente. Las células están entonces dispuestas para utilizarse en el ensayo y las células excedentarias deben conge
larse en nitrógeno líquido como se describe en el punto 20. 

Congelación de las células H295R (preparación para su almacenamiento en nitrógeno líquido) 

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

Siembra en placas y preincubación de las células para el ensayo 

21.  El número necesario de placas de 24 pocillos, preparadas como se indica en el punto 19, dependerá del número 
de sustancias que se hayan de someter al ensayo y de la confluencia de las células en los matraces de cultivo. 
Como norma general, un solo matraz de cultivo (75 cm2) de células con una confluencia del 80-90 % propor
ciona bastantes células para poblar de 1 a 1,5 placas (de 24 pocillos) con una densidad objetivo de 200 000 
a 300 000 células por ml de medio, que resulta en una confluencia aproximada del 50-60 % en los pocillos al 
cabo de 24 horas (figura 2). Esta es normalmente la densidad celular óptima para la producción de hormonas en 
el ensayo. Con densidades superiores, se altera el patrón de producción de T y de E2. Antes de realizar el ensayo 
por primera vez, se recomienda probar diferentes densidades de inóculo, entre 200 000 y 300 000 células por 
ml, y seleccionar para el resto de los experimentos la densidad que procure una confluencia del 50-60 % en el 
pocillo al cabo de 24 horas. 
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(1) Por “lote nuevo” se entiende un lote de células recién recibido de la ATCC. 
(2) Por “lote congelado” se entiende el de células que se han cultivado y congelado previamente en un laboratorio distinto de la ATCC. 



Figura 2 

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

22.  Con pipeta, se retira el medio del matraz de cultivo, y las células se lavan 3 veces con PBS estéril (sin Ca2+ 

ni Mg2+). Se añade una solución enzimática (en PBS) para desprender las células del matraz de cultivo. Tras un 
tiempo adecuado para que las células se desprendan, debe detenerse la acción de la enzima con la adición de 
medio suplementado en la proporción de tres veces el volumen que se ha utilizado para el tratamiento enzimá
tico. Las células se ponen en un tubo de centrífuga, se centrifugan a temperatura ambiente, el sobrenadante se 
elimina y el precipitado de células se vuelve a suspender en medio suplementado. La densidad celular se calcula 
utilizando, por ejemplo, un hemocitómetro o un contador celular. La suspensión celular debe diluirse hasta 
obtener la deseada densidad de siembra en placa y mezclarse bien para conseguir una densidad celular homo
génea. Las células deben ponerse en las placas a razón de 1 ml de la suspensión celular por pocillo, y las placas y 
pocillos deben etiquetarse. Las placas sembradas se incuban a 37 °C en atmósfera de aire con 5 % de CO2 durante 
24 horas para que las células puedan adherirse a los pocillos. 

REQUISITOS DE CONTROL DE CALIDAD 

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

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

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

—  la solubilidad de la sustancia problema, de la forskolina y del procloraz en el disolvente, así como 

—  la citotoxicidad en función de la concentración de disolvente. 

Se recomienda que la concentración máxima permisible de disolvente no supere una dilución de 10 veces la 
menor concentración citotóxica del disolvente. 

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

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

Comportamiento del sistema de medición de hormonas 

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

29.  Cada laboratorio puede utilizar el sistema de medición de hormonas que prefiera para el análisis de la producción 
de T y de E2 por las células H295R siempre que cumpla los criterios de comportamiento, incluido el límite de 
cuantificación (LC). Los valores de este límite son, en principio, 100 pg/ml para T y 10 pg/ml para E2, estable
cidos según los niveles hormonales basales observados en los estudios de validación. No obstante, puede ser apro
piado aplicar niveles superiores o inferiores en función de los niveles hormonales basales obtenidos en el labora
torio que realice el ensayo. Antes de iniciar la placa de control de calidad y las tandas de ensayo, el laboratorio 
debe demostrar que el sistema hormonal que se va a utilizar puede medir las concentraciones hormonales en el 
medio suplementado, con la suficiente exactitud y precisión para cumplir los criterios de control de calidad espe
cificados en los cuadros 1 y 5, mediante el análisis del medio suplementado al que se ha añadido un control 
interno de hormona. Al medio suplementado se le deben añadir al menos tres concentraciones de cada hormona 
(por ejemplo, 100, 500 y 2 500 pg/ml de T; 10, 50 y 250 pg/ml de E2; o también, como concentraciones 
añadidas más bajas de T y de E2, pueden usarse las concentraciones más bajas posibles según los límites de detec
ción del sistema de medición hormonal elegido), y a continuación se analiza. Las concentraciones hormonales 
medidas en muestras no extraídas no deben alejarse más del 30 % de las concentraciones nominales, y la variación 
entre mediciones replicadas de la misma muestra no debe superar el 25 % (véanse también en el cuadro 8 criterios 
adicionales de control de calidad). Si se cumplen estos criterios de control de calidad, se supone que el sistema 
seleccionado de medición hormonal es suficientemente exacto, preciso y no presenta reactividad cruzada con los 
componentes del medio (matriz de la muestra) de modo que pudiera preverse una influencia significativa sobre el 
resultado del ensayo. En tal caso, no es necesario proceder a ninguna extracción de las muestras antes de realizar 
las mediciones hormonales. 

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

Curva patrón 

31.  Las concentraciones hormonales de los controles de disolvente (CD) deben situarse en la porción lineal de la curva 
patrón. Es preferible que los valores de CD queden cerca del centro de la porción lineal para garantizar que 
puedan medirse la inducción y la inhibición de la síntesis de las hormonas. Las diluciones del medio (o extractos) 
que hayan de medirse deben seleccionarse en consecuencia. La relación lineal debe determinarse mediante un 
método estadístico adecuado. 

Prueba de interferencia de las sustancias 

32.  Si para medir las hormonas van a utilizarse sistemas con intervención de anticuerpos, tales como los ensayos de 
inmunoadsorción enzimática (ELISA) y los radioimmunoanálisis (RIA), debe probarse cada sustancia en cuanto a 
su posible interferencia con el sistema de medición hormonal que vaya a emplearse, antes del inicio de los ensayos 
propiamente dichos de la sustancia [apéndice III del informe de validación (4)], ya que algunas sustancias pueden 
interferir con estos sistemas (17). Si se produce una interferencia, esto es, un aumento ≥ 20 % de la producción 
basal de hormonas T y/o E2, según lo determinado por el análisis hormonal, debe llevarse a cabo la prueba de 
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interferencia del sistema de medición hormonal con la sustancia [tal como se describe en la sección 5.0 del apén
dice III del informe de validación (4)] con todas las diluciones de la solución madre de la sustancia problema, a 
fin de identificar la dosis umbral a partir de la que se produce una interferencia significativa (≥ 20 %). Si la interfe
rencia es inferior al 30 %, es posible corregir los resultados para tener en cuenta la interferencia. Si la interferencia 
es superior al 30 %, los datos correspondientes a esas concentraciones son inválidos y hay que descartarlos. En 
caso de que haya interferencia significativa de una sustancia problema con un sistema de medición hormonal a 
más de una concentración no citotóxica, debe utilizarse un sistema de medición hormonal diferente. Con el fin de 
evitar la interferencia de las sustancias contaminantes, se recomienda que se extraigan las hormonas del medio 
utilizando un disolvente adecuado; pueden encontrarse posibles métodos en el informe de validación (4). 

Cuadro 1 

Criterios de comportamiento de los sistemas de medición hormonal 

Parámetro Criterio 

Sensibilidad del método de medición Límite de cuantificación (LC) 
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml (a) 

Eficacia de la extracción hormonal 
(solo cuando haga falta efectuar la 
extracción) 

Las tasas de recuperación medias (a partir de mediciones triplicadas) de 
las cantidades añadidas de hormona no deben desviarse en más del 
30 % de la cantidad añadida. 

Interferencia con la sustancia (solo 
para sistemas que utilizan anticuerpos) 

No debe haber reactividad cruzada importante (≥ 30 % de la producción 
basal de la hormona respectiva) con ninguna de las hormonas produ
cidas por las células (b) (c). 

(a)  Nota: Los límites del método de medición se basan en los valores de producción hormonal basal que se recogen en el cuadro 
5, y son función del comportamiento. Si se puede conseguir una mayor producción hormonal basal, el límite puede ser 
mayor.. 

(b) Algunos anticuerpos contra la T y el E2 pueden presentar reacción cruzada con la androstenodiona y la estrona, respectiva
mente, en un porcentaje mayor. En tales casos, no es posible determinar exactamente los efectos sobre la 17β-HSD. Sin 
embargo, los datos pueden seguir proporcionando información útil en relación con los efectos sobre la producción de estró
genos o de andrógenos en general. En estos casos, los datos deben expresarse como respuestas androgénicas/estrogénicas, 
más que como E2 y T. 

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

Prueba de competencia del laboratorio 

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

34.  Esta prueba de competencia se efectuará en las mismas condiciones recogidas en los puntos 38 a 40, exponiendo 
las células a siete concentraciones crecientes de inductores e inhibidores fuertes, moderados y débiles, así como a 
una sustancia negativa (véase el cuadro 2). En concreto, las sustancias que deben utilizarse son las siguientes: el 
inductor fuerte forskolina (no CAS 66575-29-9); el inhibidor fuerte procloraz (no CAS 67747-09-5); el inductor 
moderado atrazina (no CAS 1912-24-9); el inhibidor moderado aminoglutetimida (no CAS 125-84-8); el inductor 
débil (producción de E2) e inhibidor débil (producción de T) bisfenol A (no CAS 80-05-7); y la sustancia negativa 
gonadotropina coriónica humana (HCG) (no CAS 9002-61-3), como se indica en el cuadro 2. Se utilizan placas 
separadas para todas las sustancias siguiendo el formato indicado en el cuadro 6. En cada tanda diaria debe 
incluirse una placa de control de calidad (cuadro 4, puntos 36-37) para las sustancias de la prueba de compe
tencia. 

Cuadro 2 

Sustancias de la prueba de competencia y concentraciones de exposición 

Sustancia de la prueba de 
competencia Concentraciones de ensayo [µM] 

Procloraz 0 (a), 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10 

Forskolina 0 (a), 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 
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Sustancia de la prueba de 
competencia Concentraciones de ensayo [µM] 

Atrazina 0 (a), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100 

Aminoglutetimida 0 (a), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100 

Bisfenol A 0 (a), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100 

HCG 0 (a), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100 

(a)  Control de disolvente (DMSO) (0), 1 µl DMSO/pocillo  

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

35.  Deben efectuarse el análisis de la viabilidad celular y los análisis hormonales según lo establecido en los puntos 42 
a 46. El valor umbral (concentración mínima con efecto observado, LOEC) y la decisión sobre la clasificación 
deben comunicarse y compararse con los valores del cuadro 3. Los datos se consideran aceptables si cumplen el 
valor umbral de LOEC y la clase de decisión del cuadro 3. 

Cuadro 3 

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

No CAS 
LOEC [µM] Clase de decisión 

T E2 T E2 

Procloraz 67747-09-5 ≤ 0,1 ≤ 1,0 + (a) (Inhibición) + (Inhibición) 

Forskolina 66575-29-9 ≤ 10 ≤ 0,1 + (Inducción) + (Inducción) 

Atrazina 1912-24-9 ≤ 100 ≤ 10 + (Inducción) + (Inducción) 

Aminogluteti
mida 

125-84-8 ≤ 100 ≤ 100 + (Inhibición) + (Inhibición) 

Bisfenol A 80-05-7 ≤ 10 ≤ 10 + (Inhibición) + (Inducción) 

HCG 9002-61-3 N. a. N. a. Negativa Negativa 

(a)  +, positiva 

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

Placa de control de calidad 

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

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

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

37. La prueba de control de calidad se efectúa en una placa de 24 pocillos, con los mismos procedimientos de incuba
ción, administración, viabilidad celular/citotoxicidad, extracción hormonal y análisis hormonal que se describen 
en los puntos 38 a 46 para las sustancias problema. La placa de control de calidad incluye blancos, controles del 
disolvente y dos concentraciones de un inductor (forskolina, 1, 10 µM) y de un inhibidor (procloraz, 0,1, 1 µM) 
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conocidos de la síntesis de E2 y de T. Además, se utiliza MeOH en determinados pocillos como control positivo 
del ensayo de viabilidad o de citotoxicidad. En el cuadro 4 se recoge una descripción detallada del diseño de la 
placa. En el cuadro 5 se indican los criterios que debe cumplir la placa de control de calidad. Tanto los pocillos de 
control de disolvente como los pocillos en blanco deben respetar el nivel mínimo de producción hormonal basal 
de T y de E2. 

Cuadro 4 

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

control positivo de la citotoxicidad [véase el ensayo de citotoxicidad en el apéndice III del informe de 
validación (4)]  

1 2 3 4 5 6 

A Blanco (a) Blanco (a) Blanco (a) Blanco (a) 
(+ MeOH) (b) 

Blanco (a) 
(+ MeOH) (b) 

Blanco (a) 
(+ MeOH) (b) 

B DMSO (c) 
1 µl 

DMSO (c) 
1 µl 

DMSO (c) 
1 µl 

DMSO (c) 
1 µl 

(+ MeOH) (b) 

DMSO (c) 
1 µl 

(+ MeOH) (b) 

DMSO (c) 
1 µl 

(+ MeOH) (b) 

C FOR 1 µM FOR 1 µM FOR 1 µM PRO 0,1 µM PRO 0,1 µM PRO 0,1 µM 

D FOR 10 µM FOR 10 µM FOR 10 µM PRO 1 µM PRO 1 µM PRO 1 µM 

(a)  Las células de los pocillos en blanco solo reciben medio (es decir, sin disolvente). 
(b)  El metanol (MeOH) se añade después de que haya terminado la exposición y se haya retirado el medio de estos pocillos. 
(c)  Control del disolvente DMSO (1 µl/pocillo).  

Cuadro 5 

Criterios de comportamiento de la placa de control de calidad  

T E2 

Producción hormonal basal en el control del disol
vente (CD) 

≥ 5 veces el límite de cuan
tificación 

≥ 2,5 veces el límite de 
cuantificación 

Inducción (10 µM de forskolina) ≥ 1,5 veces el CD ≥ 7,5 veces el CD 

Inhibición (1 µM de procloraz) ≤ 0,5 veces el CD ≤ 0,5 veces el CD  

PROCEDIMIENTO DE EXPOSICIÓN A LAS SUSTANCIAS 

38.  Las células preincubadas se retiran de la estufa (punto 21) y se observan al microscopio para asegurarse de que 
están en buenas condiciones (fijación, morfología) antes de la administración de la sustancia. 

39.  Las células se colocan en una campana de bioseguridad y se retira el medio suplementado, que se sustituye por 
medio suplementado nuevo (1 ml/pocillo). El DMSO es el disolvente preferido para este método de ensayo. Sin 
embargo, si existen razones para utilizar otros disolventes, deberá describirse la justificación científica. Se exponen 
las células a la sustancia problema añadiendo 1 µl de la solución adecuada en DMSO [véase el apéndice II del 
informe de validación (4)] por ml de medio suplementado (volumen del pocillo). Así se consigue una concentra
ción final del 0,1 % de DMSO en los pocillos. Para garantizar una mezcla adecuada, en general es preferible que 
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la solución adecuada de la sustancia problema en DMSO se mezcle con medio suplementado para obtener la 
concentración final deseada en relación con cada dosis, y la mezcla se añade a cada pocillo inmediatamente 
después de la retirada del medio viejo. Si se utiliza esta opción, la concentración de DMSO (0,1 %) debe ser la 
misma en todos los pocillos. Los pocillos con las dos mayores concentraciones se someten a evaluación visual 
utilizando una lupa binocular para detectar la posible formación de precipitados o turbidez, la cual indicaría que 
la sustancia de ensayo no se ha disuelto completamente. Si se observan estas condiciones (turbidez, formación de 
precipitados), se examinarán también los pocillos que contengan las concentraciones inmediatamente inferiores 
(y así sucesivamente) y se excluirán del análisis y evaluación posteriores las concentraciones a las que la solución 
no sea completa. La placa se vuelve a poner en la estufa a 37 oC en atmósfera de aire con 5 % de CO2 durante 
48 horas. En el cuadro 6 se indica el diseño de la placa de la sustancia problema. Las soluciones 1-7 indican la 
distribución de las dosis de la sustancia problema en orden creciente. 

Cuadro 6 

Esquema de las dosis para la exposición de las células H295R a las sustancias problema en una placa de 
24 pocillos  

1 2 3 4 5 6 

A DMSO DMSO DMSO Solución 4 Solución 4 Solución 4 

B Solución 1 Solución 1 Solución 1 Solución 5 Solución 5 Solución 5 

C Solución 2 Solución 2 Solución 2 Solución 6 Solución 6 Solución 6 

D Solución 3 Solución 3 Solución 3 Solución 7 Solución 7 Solución 7  

40.  Tras 48 horas de exposición, se retiran las placas de la estufa y cada pocillo se observa al microscopio para ver las 
condiciones de las células (fijación, morfología, grado de confluencia) y los eventuales signos de citotoxicidad. El 
medio de cada pocillo se divide en dos porciones iguales (de unos 490 µl cada una) que se transfieren a dos tubos 
distintos, etiquetados de la forma adecuada (una de las alícuotas servirá de muestra de reserva de cada pocillo). 
Para evitar que las células se desequen, el medio se va retirando al ritmo de una fila o columna a la vez y se va 
sustituyendo con medio para el ensayo de viabilidad celular/citotoxicidad. Si no se va a medir inmediatamente la 
viabilidad celular/citotoxicidad, hay que añadir a cada pocillo 200 µl de PBS con Ca2+ y Mg2+. Los medios se 
congelan a – 80 °C hasta que se proceda a analizar las concentraciones hormonales (véanse los puntos 44-46). Si 
bien la T y el E2 en el medio mantenido a – 80 °C son estables en general durante al menos 3 meses, es necesario 
documentar la estabilidad de las hormonas durante el almacenamiento en cada laboratorio. 

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

Determinación de la viabilidad celular 

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

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

Análisis hormonal 

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

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

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

Ejemplo: 

Extracción: 450 µl de medio 

Reconstitución en: 250 μl de amortiguador del ensayo 

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

Concentración hormonal en el ensayo: 150 pg/ml (ya ajustada a la concentración por ml de muestra analizada) 

Recuperación: 89 % 

Concentración hormonal final = (concentración hormonal (por ml) ÷ recuperación) (factor de dilución) 

Concentración hormonal final = (150 pg/ml) ÷ (0,89) × (250 µl/450 µl) × 10 = 936,3 pg/ml  

Selección de las concentraciones de ensayo 

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

Cuadro 7 

Matriz de decisiones según las situaciones posibles 

Tanda 1 Tanda 2 Tanda 3 Decisión 

Situación Decisión Situación Decisión Situación Positiva Negativa 

Negativa Confirmar (a) Negativa Parar   X 

Negativa Confirmar (a) Positiva Afinar (b) Negativa  X 

Dudosa (c) Afinar (b) Negativa Confirmar (a) Negativa  X 

Dudosa (c) Afinar (b) Negativa Confirmar (a) Positiva X  

Dudosa (c) Afinar (b) Positiva   X  

Positiva Afinar (b) Negativa Confirmar (a) Positiva X  

Negativa Confirmar (a) Positiva Afinar (b) Positiva X  

Positiva Afinar (b) Positiva Parar  X  

(a)  Confirmar la tanda anterior con el mismo diseño experimental. 
(b)  Hacer otra tanda con intervalos semilogarítmicos de concentración, englobando la concentración que había dado resultados 

significativamente diferentes en el experimento anterior. 
(c)  El factor multiplicador del cambio es estadísticamente diferente de forma significativa respecto al resultado del CD a una sola 

concentración.  

Control de calidad de la placa de ensayo 

48.  Además de los criterios de la placa de control de calidad, deben cumplirse otros criterios de calidad (indicados en 
el cuadro 8) que se refieren a la variación aceptable entre pocillos replicados, experimentos replicados, la linea
lidad y la sensibilidad de los sistemas de medición de hormonas, la variabilidad entre mediciones replicadas de 
hormonas de la misma muestra, y el porcentaje de recuperación de las hormonas añadidas, tras la extracción del 
medio (en su caso, véase el punto 30 en cuanto a los requisitos de la extracción). Para ser considerados en una 
evaluación posterior, los datos deben quedar dentro de los intervalos aceptables definidos para cada parámetro. Si 
dichos criterios no se cumplen, la hoja de cálculo debe recoger que la muestra en cuestión no cumplía los criterios 
de control de calidad, y la muestra debe volver a analizarse o bien se elimina del conjunto de datos. 
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Cuadro 8 

Bandas y/o variaciones (%) aceptables de los parámetros de la placa de ensayo del ensayo H295R. 
LDC: límite de cuantificación del sistema de medición hormonal. CV: coeficiente de variación; CD: control del 

disolvente; DPM: desintegraciones por minuto  

Comparación T E2 

Producción basal de hormona en los CD Factor multiplicador 
respecto al LDC 

≥ 5 veces ≥ 2,5 veces 

Experimentos de exposición — CV de los CD 
dentro de una placa (pocillos replicados) 

Concentraciones absolutas ≤ 30 % ≤ 30 % 

Experimentos de exposición — CV de los CD 
entre placas (experimentos replicados) 

Factor multiplicador del 
cambio 

≤ 30 % ≤ 30 % 

Sistema de medición hormonal –Sensibilidad Factor de reducción detec
table respecto al CD 

≥ 5 veces ≥ 2,5 veces 

Sistema de medición hormonal — CV de de las 
medidas replicadas de los CD (a) 

Concentraciones absolutas ≤ 25 % ≤ 25 % 

Extracción del medio — Recuperación del 
patrón interno de 3H (en su caso) 

DPM ≥ 65 % del valor nominal 

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

ANÁLISIS DE LOS DATOS E INFORME 

Análisis de los datos 

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

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

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

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

52.  Antes de llevar a cabo análisis estadísticos, deben evaluarse las hipótesis de normalidad y de homogeneidad de la 
varianza. La normalidad debe evaluarse utilizando gráficos de probabilidad normal u otro método estadístico 
apropiado (por ejemplo, la prueba de Shapiro-Wilk). Si los datos (factor multiplicador del cambio) no se distri
buyen normalmente, debe intentarse su transformación para aproximarlos a una distribución normal. Si los datos 
se distribuyen normalmente o se aproximan a una distribución normal, las diferencias entre los grupos a los que 
se han administrado las concentraciones de sustancia problema y los grupos de control del disolvente deben anali
zarse mediante una prueba paramétrica (por ejemplo, la prueba de Dunnett) tomando la concentración como 
variable independiente y la respuesta (factor multiplicador del cambio) como dependiente. Si los datos no se distri
buyen normalmente, debe utilizarse una prueba no paramétrica adecuada (por ejemplo, la prueba de Kruskal 
Wallis, la prueba de rango de muchos a uno de Steel). Las diferencias se consideran significativas a p ≤ 0,05. Las 
evaluaciones estadísticas se hacen sobre la base de los valores medios de cada pocillo, que representan puntos de 
datos replicados independientes. Se prevé que, debido al amplio espaciado entre las dosis en la primera tanda 
(escala logarítmica), en muchos casos no será posible describir una relación clara entre concentración y respuesta 
cuando las dos dosis mayores se encuentren en la porción lineal de la curva sigmoidea. Por lo tanto, para la 
primera tanda o para cualquier otro conjunto de datos en los que se dé esta condición (por ejemplo, en los casos 
en que no pueda estimarse una eficacia máxima) se aplicará un análisis estadístico de variable fijada de tipo I, tal y 
como se describe anteriormente. 
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53.  Si hay más de dos puntos de datos en la porción lineal de la curva y si pueden calcularse las eficacias máximas 
(como se prevé con algunas segundas tandas que se llevan a cabo utilizando espaciados semilogarítmicos entre las 
concentraciones de exposición), deben utilizarse cálculos con probit, logit u otros modelos adecuados de regresión 
para calcular las concentraciones eficaces (por ejemplo, CE50 y CE20). 

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

Figura 3 

Ejemplo de presentación y evaluación de los datos obtenidos durante la realización del ensayo H295R en 
forma de gráfico y de cuadro. 

Los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas respecto al control de disolvente (p < 0,05). LOEC: 
concentración mínima con efecto observado; Factor multiplicador máximo del cambio: magnitud máxima de la 

respuesta observada a cualquier concentración respecto a la respuesta media del control de disolvente (= 1)  

Sustancia LOEC Factor multiplicador máximo del 
cambio 

Forskolina 0,01 29 veces 

Letrozol 0,001 0,15 veces  

Procedimiento de interpretación de los datos 

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

Informe del ensayo 

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

Instalación de ensayo 

—  Nombre de la instalación y ubicación; 

—  Director y demás personal del estudio, con sus responsabilidades en el mismo; 

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

—  Identidad (nombre/no CAS, según proceda), origen, número de lote, pureza, proveedor y caracterización de la 
sustancia problema, de los reactivos y de los controles; 

—  Naturaleza física y propiedades fisicoquímicas pertinentes de la sustancia problema; 

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

—  Estabilidad de la sustancia problema; 

Células 

—  Fuente y tipo de células; 

—  Número de pases (código de pases) de las células utilizadas en el ensayo; 

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

Requisitos previos al ensayo, en su caso 

—  Descripción y resultados de la prueba de interferencia del sistema de medición hormonal con la sustancia 
problema; 

—  Descripción y resultados de las mediciones de la eficacia de la extracción hormonal; 

—  Curvas patrón y de calibración de todos los ensayos analíticos que se van a realizar; 

—  Límites de detección correspondientes a los ensayos analíticos seleccionados; 

Condiciones del ensayo 

—  Composición de los medios; 

—  Concentración de la sustancia problema; 

—  Densidad celular (concentraciones celulares estimadas o medidas a las 24 y a las 48 horas); 

—  Solubilidad de la sustancia problema (límite de solubilidad, si se ha determinado); 

—  Tiempo y condiciones de incubación; 

Resultados del ensayo 

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

—  Validación de la normalidad o explicación de la transformación de los datos; 

—  Respuestas medias ± 1 desviación típica de cada pocillo medido; 

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

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

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

—  Gráfico de barras que indique el cambio relativo (factor multiplicador del cambio) en cada concentración, la 
desviación típica y la significación estadística según se describe en los puntos 49-54; 

Interpretación de los datos 

—  Aplicación del procedimiento de interpretación de los datos a los resultados y discusión de las observaciones; 

Discusión 

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

Conclusiones 
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Apéndice 

DEFINICIONES 

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

Sustancia: Sustancia o mezcla. 

CV: Coeficiente de variación, que es la relación entre la desviación típica de una distribución y su media aritmética. 

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

DPM: Desintegraciones por minuto. Es el número de átomos presentes en una determinada cantidad de material radiac
tivo cuya desintegración se detecta en un minuto. 

E2: El 17β-estradiol, que es el estrógeno más importante de los mamíferos. 

Células H295R: Células de adrenocarcinoma humano que tienen las características fisiológicas de las células suprarre
nales sin diferenciación zonal de los fetos humanos y que expresan todas las enzimas de la vía de la esteroidogénesis. 
Pueden conseguirse de la ATCC. 

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

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

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

LOEC: Concentración mínima con efecto observado, que es la concentración más baja a la cual la respuesta del ensayo 
es estadísticamente diferente de la del control del disolvente. 

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

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

PBS: Solución salina amortiguadora de fosfato de Dulbecco. 

Control de calidad (abreviado a CC): Medidas necesarias para garantizar la obtención de datos válidos. 

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

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

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

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

Esteroidogenesis: Vía de síntesis que lleva del colesterol a las distintas hormonas esteroideas. Varios intermedios de la 
síntesis esteroidea, como la progesterona y la testosterona, son importantes hormonas por sí mismas, pero también 
sirven de precursores de otras hormonas que se sintetizan más adelante en la vía. 

T: Testosterona, uno de los dos más importantes andrógenos de los mamíferos. 

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

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

Tripsina 1X: Solución diluida de la enzima tripsina, que es una serina-proteasa pancreática, utilizada para liberar las 
células de una placa de cultivo celular; véase el apéndice III del informe de validación (4).  
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B.58. ENSAYOS DE MUTACIÓN GÉNICA EN CÉLULAS SOMÁTICAS Y REPRODUCTORAS DE ROEDORES 
TRANSGÉNICOS  

INTRODUCCIÓN 

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

2. Los ensayos de mutación en RTG han sido objeto de una extensa revisión (24)(33). Utilizan ratas y ratones trans
génicos que contienen múltiples copias de vectores lanzadera de plásmidos o de bacteriófagos, integradas en los 
cromosomas. Los transgenes contienen genes marcadores para la detección de diversos tipos de mutaciones indu
cidas in vivo por las sustancias problema. 

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

4.  La ponderación de las pruebas sugiere que los transgenes responden a los mutágenos de manera similar a la de 
los genes endógenos, especialmente por lo que se refiere a la detección de sustituciones de un par de bases, despla
zamiento del marco de lectura, y pequeñas deleciones e inserciones (24). 

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

6.  Se prevé que en el futuro se pueda combinar un ensayo de mutación génica en RTG con un estudio de toxicidad 
por administración continuada (método de ensayo B. 7 del presente anexo). Sin embargo, hacen falta datos para 
garantizar que la sensibilidad de los ensayos de mutación génica en RTG no se ve afectada por la diferencia del 
plazoentre el final del período de administración y el momento del muestreo, plazo que es de un día en el estudio 
de toxicidad por administración continuada, más breve que el plazo de tres días utilizado en los ensayos de 
mutación génica en RTG. También hacen falta datos que indiquen que el comportamiento del ensayo por adminis
tración continuada no se ve afectado negativamente por utilizar una cepa de roedores transgénicos en lugar de 
una cepa de roedores tradicionales. Cuando se disponga de estos datos, se actualizará el presente método de 
ensayo. 

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

CONSIDERACIONES INICIALES 

8.  Los ensayos de mutación génica en RTG de los que se dispone de suficientes datos para avalar su utilización en el 
presente método de ensayo son los siguientes: ratón con el bateriófago lacZ (Muta™Mouse); ratón con el plásmido 
lacZ; ratón y rata gpt delta (gpt y Spi–); ratón y rata lacI (Big Blue®), llevados a cabo en condiciones normales. 
Además, el ensayo de selección positiva cII puede utilizarse para evaluar las mutaciones en los modelos Big Blue® 
y Muta™Mouse. La mutagénesis en los modelos de RTG se evalúa normalmente como la frecuencia de mutantes; 
cuando sea preciso, sin embargo, el análisis molecular de las mutaciones puede proporcionar información 
adicional (véase el punto 24). 

9. Estos ensayos de mutación génica in vivo en roedores están especialmente indicados para evaluar el peligro muta
génico, ya que las respuestas de los ensayos dependen del metabolismo in vivo, de la farmacocinética, de los 
procesos de reparación del ADN, y de la síntesis de ADN translesión, si bien dichos factores pueden variar según 
la especie, según el tejido y según los tipos de lesiones del ADN. Un ensayo in vivo de mutación génica es útil para 
ahondar en el estudio de los efectos mutagénicos detectados en ensayos in vitro, y para el seguimiento de los resul
tados de ensayos que utilizan otros parámetros in vivo (24). Además de estar asociada como causa de la inducción 
del cáncer, la mutación génica es un parámetro importante para la predicción de enfermedades distintas del cáncer 
basadas en mutaciones en tejidos somáticos (12)(13), así como de enfermedades transmitidas por las células 
germinales. 
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10.  Si hay indicios de que la sustancia problema o un metabolito relevante no va a alcanzar ninguno de los tejidos de 
interés, no es apropiado llevar a cabo un ensayo de mutación génica en RTG. 

PRINCIPIO DEL ENSAYO 

11.  En los ensayos descritos en el punto 8, el gen diana procede de una bacteria o de un bacteriófago y el medio para 
recuperarlo del ADN genómico del roedor es la incorporación del transgén a un vector de lanzadera de bacterió
fagos λ o de plásmidos. El procedimiento implica la extracción de ADN genómico del tejido del roedor de interés, 
el tratamiento in vitro del ADN genómico (es decir, la encapsidación de los vectores λ, o la ligadura y electropora
ción de plásmidos para recuperar el vector de lanzadera), y la posterior detección de las mutaciones en hospeda
dores bacterianos en condiciones adecuadas. Los ensayos emplean transgenes neutros que son fácilmente recupe
rables de la mayor parte de los tejidos. 

12.  El experimento de mutación génica en RTG de base implica el tratamiento de los roedores con una sustancia a lo 
largo de un plazo. Las sustancias pueden administrarse por cualquier vía adecuada, incluida la implantación (por 
ejemplo, ensayos de productos sanitarios). El plazo total durante el cual se administra la sustancia a un animal se 
denomina período de administración. La administración suele ir seguida de un período de tiempo, antes del sacri
ficio de los animales, durante el cual no se administra la sustancia y en el cual se fijan las lesiones de ADN no 
reparadas convirtiéndose en mutaciones estables. En la bibliografía, este período recibe diversas denominaciones, 
como tiempo de manifestación, tiempo de fijación o tiempo de expresión; este período termina en el momento 
del muestreo (15)(29). Después de que se sacrifique el animal, se aísla el ADN genómico del tejido o tejidos de 
interés y se purifica. 

13.  Normalmente se agregan los datos obtenidos con un solo tejido por animal a partir de múltiples encapsidaciones/ 
ligaduras, y la frecuencia de mutantes se evalúa en general utilizando un total de entre 105 y 107 unidades forma
doras de calvas o formadoras de colonias. Cuando se utilicen métodos de selección positiva, el total de unidades 
formadoras de calvas se determinará con un conjunto separado de placas no selectivas. 

14.  Se han elaborado métodos de selección positiva para facilitar la detección de mutaciones en el gen gpt [ratón y 
rata gpt delta, fenotipo gpt– (20)(22)(28)] y en el gen lacZ [Muta™Mouse o ratón con el plásmido lacZ (3)(10)(11) 
(30)], mientras que las mutaciones del gen lacI en animales Big Blue® se detectan mediante un método no selec
tivo que identifica las mutaciones mediante la generación de calvas de color (azul). También se dispone de una 
metodología de selección positiva para detectar las mutaciones puntuales que se producen en el gen cII del vector 
de lanzadera del bacteriófago λ [ratón o rata Big Blue®, y Muta™Mouse (17)] y las mutaciones de deleción en los 
genes λ red y gam [selección Spi– en ratón y rata gpt delta (21)(22)(28)]. La frecuencia de mutantes se calcula 
dividiendo el número de calvas/plásmidos que contienen mutaciones en el transgén por el número total de 
calvas/plásmidos recuperados de la misma muestra de ADN. En los estudios de mutación génica en RTG, el pará
metro comunicado es la frecuencia de mutantes. Además, la frecuencia de mutación puede determinarse como la 
fracción de células que portan mutaciones independientes; este cálculo requiere que se apliquen correcciones para 
tener en cuenta la expansión clonal secuenciando los mutantes recuperados (24). 

15. Las mutaciones objeto de puntuación en los ensayos de mutación puntual en lacI, lacZ, cII and gpt consisten prin
cipalmente en mutaciones de sustitución de un par de bases, en mutaciones de desplazamiento del marco de 
lectura y en pequeñas inserciones y deleciones. La proporción relativa de estos tipos de mutación entre las 
mutaciones espontáneas es similar a la observada en el gen Hprt endógeno. Las grandes deleciones solo se 
detectan con los ensayos de selección de Spi– y del plásmido lacZ (24). Las mutaciones de interés son las 
mutaciones in vivo que se producen en el ratón o en la rata. Las mutaciones in vitro y ex vivo, que pueden darse 
durante la recuperación, replicación o reparación de los bacteriófagos/plásmidos, son relativamente raras, y en 
algunos sistemas pueden identificarse específicamente, o excluirse del sistema de hospedador bacteriano/selección 
positiva. 

DESCRIPCIÓN DEL MÉTODO 

Preparativos 

Selección de la especie animal 

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

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

Preparación de los animales 

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

Preparación de las dosis 

19.  Las sustancias problema sólidas deben disolverse o suspenderse en disolventes o vehículos adecuados, o mezclarse 
con la dieta o con el agua de bebida, antes de su administración a los animales. Las sustancias problema líquidas 
pueden administrarse directamente o diluirse antes de la administración. En lo que respecta a la exposición por 
inhalación, las sustancias problema pueden administrarse en forma de gas, de vapor o de aerosol sólido o líquido, 
dependiendo de sus propiedades fisicoquímicas. Han de emplearse preparaciones recientes de la sustancia 
problema, salvo que haya datos de estabilidad que demuestren que es posible conservarlas. 

Condiciones del ensayo 

Disolvente o vehículo 

20.  El disolvente o vehículo no debe producir efectos tóxicos a los volúmenes de dosis empleados, y no debe haber 
ninguna sospecha de que reaccione químicamente con la sustancia problema. Si se emplean disolventes o vehícu
los poco conocidos, debe disponerse de información de referencia que avale su compatibilidad. Siempre que sea 
posible, se recomienda considerar en primer lugar la utilización de un disolvente o vehículo acuoso. 

Controles positivos 

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

Cuadro 1 

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

Sustancia de control 
positivo y no CAS 

Nombre EINECS  
y no EINECS Características 

Tejido diana de la mutación 

Ratas Ratones 

N-etil-N-nitrosourea 
[No CAS: 759-73-9] 

N-etil-N-nitrosourea 
[212-072-2] 

Mutágeno de acción 
directa 

Hígado, 
pulmón 

Médula ósea, colon, 
epitelio del colon, intes
tino, hígado, pulmones, 
bazo, riñones, células 
de la granulosa del 
ovario, células germi
nales masculinas 
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Sustancia de control 
positivo y no CAS 

Nombre EINECS  
y no EINECS Características 

Tejido diana de la mutación 

Ratas Ratones 

Carbamato de etilo 
(uretano) 
[No CAS: 51-79-6] 

Uretano 
[200-123-1] 

Mutágeno, requiere 
metabolismo pero 
tiene solo efectos 
débiles  

Médula ósea, parte 
anterior del estómago, 
intestino delgado, 
hígado, pulmones, bazo 

2,4-Diaminotolueno 
[no CAS 95-80-7] 

4-Metil-m-fenilendia
mina 
[202-453-1] 

Mutágeno, requiere 
metabolismo, también 
positivo en el ensayo 
Spi– 

Hígado Hígado 

Benzo[e]pireno 
[no CAS 50-32-8] 

Benzo[def]criseno 
[200-028-5] 

Mutágeno, requiere 
metabolismo 

Hígado, 
epiplones 

Médula ósea, mama, 
colon, parte anterior 
del estómago, estómago 
glandular, hígado, 
corazón, pulmones, 
células germinales 
masculinas  

Controles negativos 

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

Verificación de la competencia del laboratorio 

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

Secuenciación de los mutantes 

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

PROCEDIMIENTO 

Número y sexo de los animales 

25. El número de animales de cada grupo debe determinarse previamente de forma que sea suficiente para propor
cionar la potencia estadística necesaria a fin de detectar, como mínimo, una duplicación de la frecuencia de 
mutantes. Los grupos consistirán en un mínimo de cinco animales; no obstante, si la potencia estadística es insufi
ciente, debe aumentarse el número de animales en la medida necesaria. Normalmente deben utilizarse animales 
machos. Puede haber casos en que esté justificado utilizar solo hembras; por ejemplo, cuando se realicen pruebas 
de medicamentos específicos para mujeres, o cuando se investigue el metabolismo específico de la mujer. Si 
existen diferencias importantes entre sexos en términos de toxicidad o metabolismo, será necesario utilizar tanto 
machos como hembras. 
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Período de administración 

26. Sobre la base de observaciones que demuestran que las mutaciones se acumulan con cada tratamiento, es necesa
rio aplicar un régimen de administración continuada, con tratamientos diarios durante un período de 28 días. En 
general, esto se considera aceptable tanto para producir una acumulación suficiente de mutaciones debidas a 
mutágenos débiles, como para conseguir un tiempo de exposición adecuado que permita detectar las mutaciones 
en los órganos de proliferación lenta. Otros regímenes de tratamiento pueden ser apropiados para algunas evalua
ciones; en tal caso, tienen que justificarse científicamente en el protocolo. Los tratamientos no deben ser más 
breves que el tiempo necesario para la completa inducción de todas las enzimas de metabolización pertinentes, y 
los tratamientos más cortos pueden requerir el uso de múltiples momentos de muestreo que sean idóneos para 
órganos con diferentes velocidades de proliferación. En cualquier caso, toda la información disponible (por 
ejemplo, sobre toxicidad general o sobre metabolismo y toxicocinética) debe utilizarse para justificar un protocolo, 
especialmente cuando este no se atiene a las citadas recomendaciones normales. Si bien pueden incrementar la 
sensibilidad, el recurrir a tratamientos de más de 8 semanas de duración debe explicarse de forma clara y justifi
cada, ya que los tratamientos largos pueden provocar un aparente incremento de la frecuencia de mutantes debido 
a la expansión clonal (29). 

Dosis 

27. Las dosis deben basarse en los resultados de un estudio de determinación de la gama de dosis en el que se deter
mine la toxicidad general utilizando la misma vía de exposición, o bien en los resultados de estudios anteriores de 
toxicidad subaguda. Para la determinación de la gama de dosis pueden utilizarse animales no transgénicos de la 
misma cepa de roedores. En el ensayo principal, a fin de obtener información sobre la relación dosis-respuesta, 
para que el estudio sea completo debe incluir un grupo de control negativo (véase el punto 22) y un mínimo de 
tres dosis debidamente espaciadas, excepto en caso de que se haya utilizado la dosis límite (véase el punto 28). La 
dosis superior debe representar la dosis máxima tolerada (DMT). Esta DMT se define como la dosis que produce 
signos de toxicidad tales que, si se administrara una dosis superior según el mismo protocolo de administración, 
resultaría probablemente letal. Las sustancias que tienen actividades biológicas específicas a dosis bajas no tóxicas 
(tales como las hormonas y los mitógenos) y las sustancias que presentan saturación de las propiedades toxicoci
néticas pueden constituir excepciones para los criterios de determinación de las dosis y deben evaluarse caso por 
caso. La gama de dosis utilizada deberá abarcar desde la toxicidad máxima hasta una toxicidad escasa o nula. 

Prueba límite 

28. Si los experimentos destinados a determinar la gama de dosis, o los datos existentes procedentes de cepas relacio
nadas de roedores, indican que un régimen de tratamiento con, como mínimo, la dosis límite (véase más adelante) 
no produce efectos tóxicos observables, y si no es previsible que se produzca genotoxicidad sobre la base de los 
datos de sustancias estructuralmente relacionadas, entonces podrá no considerarse necesario realizar un estudio 
completo con tres niveles de dosis. Para un período de administración de 28 días (es decir, 28 tratamientos 
diarios), la dosis límite es de 1 000 mg/kg peso corporal al día. Para períodos de administración de 14 días o 
menos, la dosis límite es de 2 000 mg/kg peso corporal al día (las posologías que se aparten del régimen de 
28 tratamientos diarios deben justificarse científicamente en el protocolo; véase el punto 26). 

Administración de las dosis 

29. La sustancia problema suele administrarse por vía oral forzada mediante sonda gástrica o con una cánula de intu
bación adecuada. En general, a la hora de diseñar el ensayo debe tenerse en cuenta la vía prevista de exposición 
humana. Por consiguiente, puede ser aceptable, siempre que se justifique, utilizar otras vías de exposición (tales 
como el agua de bebida, la inyección subcutánea o intravenosa, la vía tópica, la inhalación, la administración 
intratraqueal, los alimentos, o la implantación). No se recomienda la inyección intraperitoneal, ya que no es una 
vía fisiológicamente pertinente para la exposición humana. El volumen máximo de líquido que puede adminis
trarse de una sola vez por vía oral forzada o por inyección depende del tamaño del animal utilizado. El volumen 
no debe superar los 2 ml/100 g de peso corporal. El uso de volúmenes superiores a este deberá justificarse. 
Excepto en el caso de sustancias irritantes o corrosivas que provoquen normalmente efectos exacerbados a 
concentraciones superiores, la variabilidad del volumen de ensayo debe reducirse al mínimo ajustando la concen
tración para que el volumen sea constante en todas las dosis. 

Momento del muestreo 

Células somáticas 

30.  El momento del muestreo es una variable crítica, ya que viene determinado por el período necesario para que las 
mutaciones queden fijadas. Este período depende de cada tejido y parece estar relacionado con la velocidad de 
renovación de la población celular; así, la médula ósea y el intestino responden rápidamente, mientras que 
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el hígado es mucho más lento. Un compromiso adecuado para la medición de la frecuencia de mutantes en tejidos 
que proliferan tanto deprisa como despacio es el de 28 tratamientos diarios consecutivos (como se indica en el 
punto 26), con la realización del muestreo tres días después del último tratamiento, aunque la frecuencia máxima 
de mutantes puede no manifestarse en estas condiciones en los tejidos de proliferación lenta. Si son de particular 
importancia los tejidos de proliferación lenta, puede ser más adecuado hacer el muestreo después, a los 28 días de 
haber acabado el período de administración de 28 días (16)(29). En estos casos, el momento del muestreo poste
rior sustituiría al muestreo a los tres días, y exigiría una justificación científica. 

Células germinales 

31.  Los ensayos con RTG son adecuados para el estudio de la inducción de mutaciones génicas en células germinales 
masculinas (7)(8)(27), en las que están bien definidos el calendario y la cinética de la espermatogénesis (27). 
El bajo número de óvulos disponible para el análisis, incluso después de una superovulación, y el hecho de que 
no haya síntesis de ADN en el ovocito, impiden la determinación de mutaciones en las células germinales feme
ninas utilizando ensayos transgénicos (31). 

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

33.  Las células extraídas de los túbulos seminíferos después de un régimen de 28 + 3 días comprenden una población 
mixta enriquecida con todas las fases de las células germinales en desarrollo (7)(8). El muestreo de estas células 
para la detección de mutaciones génicas no proporciona una evaluación tan precisa de las fases en las que se 
inducen las mutaciones de las células germinales como la que puede conseguirse con el muestreo de los esperma
tozoides del conducto deferente/cola del epidídimo (ya que las células germinales recogidas de los túbulos son de 
diversos tipos, y habrá algunas células somáticas que contaminen a esta población celular). Sin embargo, el mues
treo de las células de los túbulos seminíferos además del de los espermatozoides del conducto deferente/cola del 
epidídimo después de solo un régimen de muestreo de 28 + 3 días incluiría en cierta medida las células expuestas 
durante la mayoría de las fases del desarrollo de las células germinales, y podría ser útil para detectar ciertos mutá
genos de las células germinales. 

Observaciones 

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

Recogida de tejidos 

35.  Debe definirse claramente la justificación de la recogida de tejidos. Teniendo en cuenta que es posible estudiar la 
inducción de mutaciones en prácticamente cualquier tejido, la selección de los tejidos que van a recogerse ha de 
basarse en el motivo de la realización del estudio y en los eventuales datos disponibles sobre mutagenicidad, carci
nogenicidad o toxicidad de la sustancia problema. Entre los factores importantes que deben considerarse están la 
vía de administración (sobre la base de la probable vía o vías de exposición humana), la distribución tisular 
prevista y el posible mecanismo de acción. A falta de información de base, deben recogerse varios tejidos somá
ticos que puedan ser de interés. Estos deben ser representativos de tejidos de proliferación rápida, de los de proli
feración lenta y de los del lugar de contacto. Por otra parte, deben recogerse espermatozoides del conducto defe
rente/cola del epidídimo y células germinales en desarrollo de los túbulos seminíferos (como se describe en los 
puntos 32 y 33), y reservarse por si en el futuro es necesario hacer estudios de mutagenicidad en células germi
nales. Debe obtenerse el peso de los órganos y, en el caso de los órganos grandes, hay que recoger la misma zona 
de todos los animales. 
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Almacenamiento de tejidos y ADN 

36.  Los tejidos (o sus homogeneizados) deben conservarse a una temperatura igual o inferior a – 70 °C y usarse para 
aislar el ADN en el plazo de cinco años. Lo ideal es que el ADN aislado, conservado en refrigeración a 4 °C en 
solución amortiguadora adecuada, se utilice en el plazo de un año para el análisis de las mutaciones. 

Selección de tejidos para análisis de mutantes 

37.  La selección de tejidos debe basarse en las consideraciones siguientes: 1) la vía de administración o el lugar de 
primer contacto (por ejemplo, el estómago glandular si la administración es oral, el pulmón si la administración 
se hace por inhalación, o la piel si se utiliza la aplicación tópica); y 2) los parámetros farmacocinéticos observados 
en los estudios de toxicidad general, que indican la eliminación, la retención o la acumulación en los tejidos, o los 
órganos diana de la toxicidad. Cuando se realicen estudios de seguimiento de estudios de carcinogenicidad, deben 
tenerse en cuenta los tejidos diana de la carcinogenicidad. La selección de los tejidos para el análisis debe maxi
mizar la detección de sustancias que sean mutágenos de acción directa in vitro, las rápidamente metabolizadas, las 
muy reactivas o poco absorbidas, o aquellas cuyo tejido diana esté determinado por la vía de administración (6). 

38.  A falta de información de base y teniendo en cuenta el lugar de contacto debido a la vía de administración, debe 
evaluarse la mutagenicidad en el hígado y, al menos, en un tejido que se divida rápidamente (por ejemplo, el estó
mago glandular o la médula ósea). En la mayoría de los casos, los requisitos anteriores pueden cumplirse anali
zando dos tejidos seleccionados cuidadosamente, pero en algunos casos pueden ser necesarios tres o más. Si hay 
razones para una preocupación específica por los efectos sobre las células germinales, incluidas las respuestas 
positivas en células somáticas, debe evaluarse la inducción de mutaciones en los tejidos de las célulasgerminales. 

Métodos de medición 

39.  Se dispone de métodos de laboratorio normales o publicados para la detección de mutantes con los modelos 
transgénicos recomendados: bacteriófago lambda y plásmido lacZ (30); ratón lacI (2)(18); ratón gpt delta (22); rata 
gpt delta (28); cII (17). Las eventuales modificaciones deben justificarse y documentarse adecuadamente. Pueden 
agregarse los datos de las diversas encapsidaciones, y utilizarse para llegar a un número adecuado de calvas o 
colonias. No obstante, la necesidad de un número elevado de reacciones de encapsidación para alcanzar el número 
adecuado de calvas puede ser un signo de la mala calidad del ADN. En estos casos, los datos deben considerarse 
con precaución, ya que podrían ser poco fiables. El número total óptimo de calvas o colonias por muestra de 
ADN se rige por la probabilidad estadística de detectar un número suficiente de mutantes con una determinada 
frecuencia de mutantes espontáneos. En general, hace falta un mínimo de 125 000 a 300 000 calvas si la 
frecuencia de mutantes espontáneos es del orden de 3 × 10–5 (15). Para el ensayo con lacI en animales Big Blue®, 
es importante demostrar que toda la gama de fenotipos de color mutante puede detectarse mediante la inclusión 
de controles de color adecuado en paralelo con cada siembra en placa. Los tejidos y las consiguientes muestras 
(elementos) deben procesarse y analizarse utilizando un diseño en bloques, de forma que se procesen juntos los 
elementos del grupo de control del vehículo/disolvente, los del grupo de control positivo (en caso de utilizarse) o 
los del ADN de control positivo (en su caso), y los de cada grupo de tratamiento. 

DATOS E INFORME 

Tratamiento de los resultados 

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

Evaluación estadística e interpretación de los resultados 

41.  Son varios los criterios para determinar si un resultado es positivo, tales como el aumento en la frecuencia de 
mutantes relacionado con la dosis, o un claro aumento en la frecuencia de mutantes en un único grupo tratado 
con la sustancia problema, en comparación con el grupo de control del disolvente o vehículo. Deben analizarse al 
menos tres grupos tratados con la sustancia problema a fin de obtener datos suficientes para el análisis de la rela
ción dosis-respuesta. Si bien la consideración principal corresponde a la importancia biológica de los resultados, 
pueden utilizarse métodos estadísticos adecuados como ayuda para evaluar los resultados del ensayo (4)(14)(15) 
(25)(26). Las pruebas estadísticas utilizadas deben considerar como unidad experimental al animal. 

21.8.2014 L 247/105 Diario Oficial de la Unión Europea ES    



42.  Una sustancia problema cuyos resultados no se ajusten a los criterios anteriores en ningún tejido se considerará 
no mutagénica en este ensayo. En cuanto a la importancia biológica de un resultado negativo, debe confirmarse la 
exposición tisular. 

43. Para los análisis de secuenciación del ADN, se dispone de una serie de enfoques estadísticos para ayudar a la inter
pretación de los resultados (1)(5)(9)(19). 

44.  Para la evaluación de la significación biológica de la respuesta puede servir de orientación considerar si los valores 
observados se encuentran dentro o fuera del rango del control histórico (32). 

Informe del ensayo 

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

Sustancia problema: 

—  datos de identificación y no CAS, si se conoce; 

—  origen y número de lote, si está disponible; 

—  naturaleza física y pureza; 

—  propiedades fisicoquímicas importantes para la realización del estudio; 

—  estabilidad de la sustancia problema, si se conoce; 

Disolvente o vehículo: 

—  justificación de la elección del vehículo; 

—  solubilidad y estabilidad de la sustancia problema en el disolvente o vehículo, si se conocen; 

— preparación de formulaciones para la administración con los alimentos, con el agua de bebida o por inhala
ción; 

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

Animales de experimentación: 

—  especie y cepa utilizadas y justificación de la elección; 

—  número, edad y sexo de los animales; 

—  origen, condiciones de alojamiento, dieta, etc. 

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

Condiciones del ensayo: 

—  datos de los controles positivos y negativos (vehículo o disolvente); 

—  datos del estudio de determinación de la gama de dosis; 

—  justificación de la selección de las dosis; 

—  detalles de la formulación de la sustancia problema; 

—  datos sobre la administración de la sustancia problema; 

—  fundamento de la elección de la vía de administración; 

—  métodos de determinación de la toxicidad para los animales, incluidos los eventuales análisis histopatológicos 
o hematológicos y la frecuencia con que se han medido los pesos corporales y se han realizado las observa
ciones de los animales; 

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

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

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

—  descripción detallada de las pautas de tratamiento y muestreo y justificación de las decisiones; 
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—  método de sacrificio compasivo; 

—  procedimientos de aislamiento y conservación de los tejidos; 

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

—  origen y números de lote de todas las células, equipos y reactivos (cuando proceda); 

—  métodos de recuento de mutantes; 

—  métodos de análisis molecular de mutantes y su utilización para la corrección de la clonalidad o para el 
cálculo de las frecuencias de mutación, en su caso; 

Resultados: 

—  estado de los animales antes y a lo largo de la prueba, incluidos los signos de toxicidad; 

—  peso corporal y de los órganos en el momento del sacrificio; 

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

—  respecto a cada grupo de tejidos o de animales, número de reacciones de encapsidación por muestra de ADN, 
número total de mutantes, frecuencia media de mutantes, desviación típica; 

—  relación dosis-respuesta, cuando sea posible; 

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

—  datos sobre los controles negativos en paralelo y los históricos, con las gamas, medias y desviaciones típicas; 

—  datos del control positivo en paralelo (o del control positivo de ADN no en paralelo); 

—  determinaciones analíticas, si se dispone de ellas (por ejemplo, concentraciones de ADN utilizadas para la 
encapsidación, datos de secuenciación del ADN); 

—  análisis estadísticos y métodos aplicados; 

Discusión de los resultados 

Conclusión 
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Apéndice 

DEFINICIONES 

Período de administración: Período total durante el cual se administra la sustancia problema a los animales. 

Sustitución de un par de bases: Tipo de mutación que provoca la sustitución de una sola base nucleotídica del ADN 
por otra base nucleotídica del ADN. 

Cápside: Cápsula de proteína que rodea a una partícula vírica. 

Sustancia: Sustancia o mezcla. 

Expansión clonal: Producción de muchas células a partir de una sola célula (mutante). 

Unidad formadora de colonias: Medida del número de bacterias viables. 

Concatémero: Larga biomolécula continua formada por múltiples copias idénticas unidas en serie. 

Sitio cos: Segmento de doce nucleótidos de ADN monocatenario que existe a ambos extremos del genoma bicatenario 
del bacteriófago lambda. 

Deleción: Mutación en la que el genoma pierde uno o varios nucleótidos (secuenciales). 

Electroporación: Aplicación de impulsos eléctricos para aumentar la permeabilidad de las membranas celulares. 

Gen endógeno: Gen originario del genoma. 

Variación extrabinomial: Variabilidad en las estimaciones repetidas de una proporción de la población que es mayor 
que la que se podría esperar si la población tuviera una distribución binomial. 

Mutación de desplazamiento del marco de lectura: Mutación genética causada por inserciones o deleciones de un 
número de nucleótidos que no es divisible exactamente por tres dentro de una secuencia de ADN que codifica para una 
proteína o péptido. 

Inserción: Adición de uno o varios pares de bases nucleotídicas a una secuencia de ADN. 

“Bote”: Gran número de mutantes obtenidos mediante la expansión clonal de una sola mutación. 

Grandes deleciones: Deleciones en el ADN de más de varias kilobases (que se detectan eficazmente con los ensayos de 
selección de Spi – y del plásmido lacZ). 

Ligadura: Unión covalente de dos extremos de las moléculas de ADN mediante una ADN-ligasa. 

Mitógeno: Sustancia que estimula a una célula para comenzar la división celular, provocando la mitosis (es decir, la 
división celular). 

Gen neutro: Gen que no se ve afectado por presiones selectivas positivas ni negativas. 

Encapsidación: Síntesis de partículas infecciosas de un fago a partir de una preparación de proteínas de la cápside y de 
la cola del fago y de un concatémero de moléculas de ADN del fago. Se usa comúnmente para encapsidar ADN clonado 
en un vector lambda (separado por sitios cos) a fin de integrarlo en partículas lambda infecciosas. 

Eficacia de la encapsidación: Eficacia con la que se recuperan en las bacterias hospedadoras los bacteriófagos encapsi
dados. 

Unidad formadora de calvas: Medida del número de bacteriófagos viables. 

Mutación puntual: Término general que designa a las mutaciones que solo afectan a una pequeña secuencia de ADN y 
que incluyen a las pequeñas inserciones, deleciones y sustituciones de un par de bases. 

Selección positiva: Método que permite sobrevivir solo a los mutantes. 

Gen marcador: Gen cuyo producto génico mutante se detecta fácilmente. 

Momento del muestreo: Final del plazo, antes del sacrificio, durante el cual no se administra la sustancia problema y 
en el cual se fijan las lesiones de ADN no reparadas convirtiéndose en mutaciones estables. 
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Vector de lanzadera: Vector construido de manera que pueda propagarse en dos especies hospedadoras diferentes; en 
consecuencia, el ADN insertado en un vector de lanzadera puede ser objeto de examen o de manipulación en dos tipos 
de células diferentes o en dos organismos diferentes. 

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

Transgénico: Relativo a un organismo cuyo genoma ha sido alterado por la transferencia de uno o varios genes de otra 
especie.»  
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