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Programa

Il Reunion Cientifica de la Sociedad Espanola de

Mutagénesis Ambiental

Pamplona 3 - 4 de Julio de 1991

Miércoles, 3 de Julio

9:00 Entrega de documentacion.

9:30 Sesion inaugural.

10:00 Ponencia:
Mutagens in food.
Dr. L. Henderson. Unilever Research Centre.

11:00 Café.

11:30 12 Sesi6n de comunicaciones orales:

1.

Mecanismos implicados en la mutagénesis producida por Fluoroquinolonas.
Clerch,B., Barbé,J. y Llagostera M.

Mecanismos de mutagenicidad de analogos del Nifurtimox en Salmonella
typhimurium. Jurado,J., Alejandre-Duran,E. y Pueyo,C.

Relacién estructura quimica-actividad mutagénica de derivados de Triazino
indol. Garcia,E., Lopez de Cerain,A., Martinez,V., Monge,A. y Gullon,A.

Estudio de la actividad genotéxica de distintos herbicidas. Torres,C.,
Surrallés,J., Ribas,G., Carbonell,E., Nehring,R., Soriano,S., Xamena,N.,
Creus,A. y Marcos,R.

Estudio sobre la actividad genotéxica del agua tritiada utilizando distintos
sistemas de ensayo. Ribas,G., Torres,C., Carbonell,E., Batiste-Alentorn,M.,
Xamena,N., Creus,A. y Marcos,R.

13:00 Almuerzo.
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15:00 2% Sesion de comunicaciones orales:

16:30

17:00

Jueves,

9:00

10:00

6.

10.

Utilizacion de mutantes del locus white de Drosophila melanogaster en la
deteccion de mutaciones somaticas. Resultados de los mutantes white-buff y
white-ivory. Xamena,N., Egido,A., Soriano,S., Creus,A. y Marcos,R.

Mutagenicidad de la acroleina en Drosophila melanogaster en presencia de
modificadores del metabolismo. Barros,A.R., Comendador,M.A. y Sierra,L.M.

Espectro de mutacién inducido por dietilnitrosamina en células postmeidticas
de Drosophila melanogaster. Sierra,L.M.

Deteccién de genotoxicidad mediante el test de mutacién y recombinacion
somaticas en alas deDrosophila melanogaster . Osaba,L., Aguirre,A. y Alonso, A.

El ensayo SMART en Drosophila. Sensibilidad frente a diez agentes
carcinégenos. Batiste-Alentorn,M., Xamena,N., Creus,A. y Marcos,R.

Café.

Reunién Anual de la S.E.M.A.

4 de Julio

Ponencia:
Mecanismo de accion genotoxica de agentes alquilantes.
Dra. C. Pueyo. Universidad de Cérdoba.

3% Sesidon de comunicaciones orales:

11.

12.

13.

14.

Estudio de la persistencia de las lesiones provocadas por tres mutagenos
quimicos de distinta naturaleza (4NQO, EMS y MMC) en cromosomas de células
CHO®6. Daza,P., Escalza,P. y Cortés,F.

Estudio de la respuesta adaptativa mediante el test de micronicleos en
linfocitos humanos condicionados con peréxido de hidrégeno y expuestos
posteriormente a rayos X. Dominguez,l., Cortés,F., Panneerselvam,N,
Escalza,P y Mateos,J.C.

Actividad citogenética del Permetrin en cultivos in vitro de células de mamifero,
linfocitos humanos y células CHO. Herrera,A., Caballo,C., Barrueco,C., de la
Pena,E., Sanz,F., Santamaria,A y Rodriguez Murcia,C.

Genotoxicidad del agente antitumoral Melfalan. Estudios in vivo e in vitro.
Carbonell,E., Umben,G., Xamena,A., Creus,A. y Marcos,R.
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11:00

11:30

13:00

15:00

Cafe.

Mesa Redonda:
Control de la incidencia sobre la salud del efecto mutagénico de

sustancias quimicas.

Almuerzo.

4% Sesion de comunicaciones orales:

15. Biomonitorizacién de la exposicién de Halotano en mujeres anestesiadas para
cirugia ginecolégica electiva. Bernal,M.L., Navarro,A., Lanuza,J. y Sinués,B.

16. Determinacién de micronlcleos en pacientes asmaticos en tratamiento con
teofilina. LanuzaJ., Broto,A., BernalM.L., Saenz, M.A., SuarezM.A. y
Sinués,B.

17. Genotoxicidad de las aguas de la ria de Avilés. Ferreiro,J.A. Sierra,L.M. y
Comendador,M.A.

18. Estudios de Tensioactivos presentes en extractos de aguas mediante el test de
AMES y EM-FAB. Romero J.,Ventura,F., Caixach,J y Rivera,J.

19. Incidencia de alteraciones cromosémicas e intercambios entre cromatidas
hermanas en agricultores expuestos a plaguicidas. Carbonell,E., Umbent,G.,
Vaibuena,A., Castejon,J., Xamena,N., Creus,A. y Marcos,R.
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MUTAGENS IN FOOD.

Henderson,L.

Environmental Safety Laboratory, Unilever Research, Colworth House, Sharnbrook,
Bedfordshire MK44 1LQ.

Epidemiology studies indicate dietary factors have a major role in the
induction of cancers in humans. Sources of mutagens in food include
polycyclic aromatic hydrocarbons, nitropyrenes and heterocyclic amines in
cooked foods, pesticide residues; food additives; naturally occurring plant
toxins including flavonols and alkaloids; contaminants e.g. aflatoxins and
nitrate or salt cured meat and fish. Toxicological investigations have led to
reduced exposure to dietary mutagens. Further possibilities of limiting the
contribution of food components to causation of human cancers will be
discussed. The presence of mutagenic food additives and pesticide residues
is controlled by regullatory agencies in most developed countries. The
contribution of naturally occurring mutagens to the initiation of mutations in
humans is less amenable to intervention, but modification of dietary habits
such as calorie restriction may have a role in reducing endogenous oxidative
damage. Fibre and fat intake are important modifying factors in the activity of
food mutagens. The use of different cooking processes may also reduce
mutagen formation e.g. cooking meat by microwaving produces lower levels of
heterocyclic amines than frying. In addition, the identification of dietary
antimutagens opens up the possibility of "designing” foods with reduced
mutagenic potential.
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MECANISMO DE ACCION GENOTOXICA DE AGENTES
ALQUILANTES

Pueyo de la Cuesta,C.

Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Cérdoba. 14071-Cérdoba.

Las investigaciones sobre reparacién del ADN y mutagénesis han puesto de
relieve la existencia de complejos mecanismos de defensa que protegen la
célula contra posibles dafios genéticos'. Dichas investigaciones estan muy
desarrolladas en procariontes por su simplicidad de manejo y disponibilidad
de numerosos mutantes. El uso inteligente de la informacion cientifica
obtenida con organismos procariéticos (principalmente E. coli) ha prestado
una ayuda inestimable en el disefio experimental de las investigaciones con
células de mamifero y en la interpretacion de los datos resultantes, poniendo
de relieve estrechas similitudes en los mecanismos moleculares implicados
en el procesamiento de los dafos infringidos al material genético?: 3.

Los agentes alquilantes constituyen un grupo muy estudiado de genotoxinas
por su importancia como contaminantes, sus aplicaciones medicas y la
pertenencia a este grupo de un gran numero de carcinbgenos animales,
algunos de elevada potencia45. Los compuestos alquilantes modifican
covalentemente el genomio celular generando hasta 14 tipos distintos de
lesiones primarias®. La cantidad y distribucion de grupos alquilos introducidos
en el ADN difiere segin el tipo de agente alquilante. Asi, alquilsulfatos y
alquilalkanosulfonatos reaccionan mediante un mecanismo asociativo de tipo
Sa.2 con los nitrégenos altamente nucleofilicos. Por el contrario, los
compuestos N-nitrosos reaccionan mediante un macanismo de tipo Sy.q
preferentemente con los oxigenos. Cuanto mayor es el tamafno del grupo
alquilo mayor es el caracter S,.q, de manera que los agentes etilantes,
aunque menos activos que los metilantes, tienen mayor afinidad por los
oxigenos. La tabla resume aspectos significativos de los genes implicados en
la reparacion de las lesiones identificadas como de mayor significado
biolégico en E. coli- 8.

Reparacion —Tipo de lesién
Gen Producto Alquilacién Papel Biol6gico
ogt ATII 058G Principal lesién mutagénica
ada Ada 6 ATI 058G, O4T Lesiones mutagénicas
tag TAGI N3A Principal lesion letal
alkA TAGII N3A N3G Lesiones letales
O2Py ?

— L
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Los aductos mas relevantes inducidos por los agentes alquilantes en el ADN
son OfmeG (una base que aparea errbneamente con la timina generando
transiciones GC:AT) y N3meA (una lesién letal que bloquea la replicacion del
ADN)®. La bacteria E. coli se defiende de la OSmeG y de la N3meA mediante
dos mecanismos, uno constitutivo y otro inducible, que la protegen
supuestamente contra exposiciones crénicas vy agudas a los agentes
alquilantes. EI mecanismo inducible se denomina respuesta adaptativa y esta
bajo control de la proteina Ada. Esta ATasa se metila al reparar la lesion
inocua metilfosfotriéster, convirtiéndose en un activador transcripcional de su
propio gen, asi como de otros genes (por ejemplo alkA). Ada se autometila
también al reparar la lesion mutagénica OSmeG en un proceso suicida. Los
genes ogty tag son por el contrario de expresion constitutiva. Las células
responden de forma compleja a los agentes alquilantes, por ello, a pesar de
los numerosos estudios existentes, lo que conocemos representa una
pequena parte de lo que aun queda por esclarecer. A este respecto, merece
la pena resaltar que sélo se conocen las funciones biolégicas del 50% los
genes bacterianos implicados en la respuesta a los agentes alquilantes. Del
50% restante s6lo se sabe si estan bajo el control de la proteina Ada (como
los genes alkB o aldB) o no (como los genes aid/ o aidC)7- ®.9.

Nuestro grupo de trabajo ha aislado un par de estirpes isogénicas de E. coli
K-12 que difieren de forma espectacular en la respuesta a la accion
genotéxica de agentes etilantes; la estirpe denominada UC1101 es
extremadamente sensible en comparacién con su parental UC3761°.
Recientemente hemos encontrado que las mismas (e incluso mayores)
diferencias se manifiestan respecto de los compuestos metilantes, pero sélo
en un fondo Ada deficiente. Experimentos de mutagénesis y de reparacion in
vivo de diferentes aductos han puesto de manifiesto que la estirpe
hipermutable carece de la ATasa constitutiva, codificada por el gen ogt.
Nuestros trabajos sugieren que el papel biolégico de Ogt radica en su
capacidad para reparar niveles muy bajos de alquilacion, ademéas de
constituir uno de los principales mecanismos de defensa contra los agentes
etilantes (al menos en ausencia del mecanismo fiel de reparacion por
escision).

Referencias

1) Walker G.C. (1984) Microbiol. Rev. 48, 60-93.

2) Friedberg E.C., Hanawalt P.C. (1988) Mechanisms and consequences of
DNA damage processing. Alan R. Liss INC, New York.

3) Moses R.E., Summers W.C. (1988) DNA replication and mutagenesis.
American Society for Microbiology, Washington D.C.

4) Schmahl D., Kaldor J.M. (1986) Carcinogenicity of alkylating cytostatic
drugs. IARC Scientific Publications n® 78, Lyon.
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5) Swirsky L. et al. (1984) Environmental Health Perspectives 58, 9-319.
6) Singer B., Grunberger D. (1983) Molecular biology of mutagens and

carcinogens. Plenum Press, New York & London.
7) Lindhal T., Sedgwick B. (1988) Ann. Rev. Biochem. 57, 133-157.

8) Volkert M.R. (1988) Environ. Mol. Mutage. 11, 241-255.
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MECANISMOS IMPLICADOS EN LA MUTAGENESIS PRODUCIDA
POR FLUOROQUINOLONAS.

Clerch,B., Barbé,J.y Llagostera,M.

Departamento de Genética y Microbiologia. Universidad Autbnoma de Barcelona, Bellaterra
(Barcelona)

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demuestran la
mutagénesis producida por ciprofloxacina, ofloxacina y enoxacina en la cepa
estandar de Salmonella typhimurium TA102 (Ysern et al. 1990). La cepa
TA102 contiene la mutacion hisG428 en el plasmido multicopia pAQ1, es
portadora del plasmido pKM101 (cuyos genes mucAB son responsables del
mecanismo de reparacién tendente al error) y tiene el mecanismo de
reparaciéon por escision intacto (Uvr). En este trabajo se ha estudiado: 1) La
reversion de la mutacion hisG428 integrada en el cromosoma en lugar de en
el plasmido pAQ1; 2). el efecto del sistema de reparacion tendente al error
(presencia y ausencia del plasmido pKM101) y del sistema de reparacién por
escision (mutantes uvrB) en la reversion de la mutaciéon hisG428 inducida por
fluoroquinolonas.

Los resultados obtenidos con las fluoroquinolonas estudiadas muestran un
incremento significativo de la reversiéon cuando la mutacién hisG428 esta
presente en el cromosoma (cepas TA103 y TA2638). Sin embargo, no se
detecta un aumento de reversion en ausencia del plasmido pKM101 (cepas
TA2661 y TA2657) y en mutantes uvrB (cepa TA2659), aun siendo portadoras
del plasmido pKM101 (cepas TA104 y TA2678).

Todos estos datos nos permiten concluir que tanto el sistema de reparacion
tendente al error como el sistema de reparacion por escision son mecanismos
implicados en la mutagénesis producida por fluoroquinolonas y que la
mutacion hisG428 es una diana mutacional Util en la detecciéon de la
mutagénesis inducida por este tipo de compuestos.
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2

MECANISMOS DE MUTAGENICIDAD DE ANALOGOS DEL
NIFURTIMOX EN Salmonella typhimurium.

Jurado,J., Alejandre-Duran,E. y Pueyo,C.

Departamento de Genética. Facultad de Ciencias. Universidad de Cérdoba.
(Financiacién Junta de Andalucia. Grupo 3167)

Los analogos del nifurtimox, sintetizados por Mester y colaboradores (Mester
et al. Arch. Pharm., 320, 115 - 120, 1987) son nitrofuranos, compuestos
heterociclicos formados por un anillo imidazol con un grupo nitro en posicién
5. Dicho grupo es un requerimiento basico de su mutagenicidad y
carcinogenicidad. Estos compuestos han sido sintetizados como farmacos
alternativos al nifurtimox, droga utilizada en el tratamiento de la
tripanosomiasis americana. El hallazgo en algunos de ellos de una actividad
antitripanosémica superior al propio nifurtimox, justifica el estudio de su
genotoxicidad asi como de los mecanismos mediante los cuales dichos
compuestos llegan a ser mutagénicos.

Los nitrofuranos, en general, se activan a metabolitos mutagénicos mediante
una nitroreducciéon. De esta forma, estirpes deficientes en alguna de las
enzimas que intervienen en la reduccién de nitrofuranos seran resistentes a la
accion letal y mutagénica de estos compuestos. Los metabolitos mutagénicos
forman aductos con el ADN y las mutaciones se originan como consecuencia
de la induccién de los procesos de reparacion propensos a error.

Con el objetivo de investigar los mecanismos de mutagenicidad de estos
nuevos farmacos se construyeron dos series de estirpes: en primer lugar, la
mutacién araD531 fué introducida mediante conjugacién en las estirpes del
ensayo Ames TA98, TA98NR (deficiente en nitroreductasa clasica) y
TA98DNP (deficiente en acetiltransferasa) con el fin de estudiar el papel de
estas actividades con el ensayo de mutaciones directas de resistencia a L-
arabinosa dando lugar a las estirpes BA14, BA14NR y BA14DNP
respectivamente. En segundo lugar, para corroborar los resultados obtenidos
con las estirpes anteriores, se procedio6 a la transformacioén de la estirpe BA14
con plasmidos superproductores de actividad nitroreductasa o
acetiltransferasa dando lugar a las estirpes BA146 y BA149 respectivamente.
Segun los resultados obtenidos en relacién a la activacion de estas drogas
hemos distinguido 3 grupos: a) compuestos dependientes de actividad
nitroreductasa (1k y nifurtimox), b) compuestos dependientes de actividad
transacetilasa (1d y 1h) y c) compuestos independientes de ambas
actividades (1g, 1b, 1e, 1i y ada).

10
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3

RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-ACTIVIDAD MUTAGENICA DE
DERIVADOS DE TRIAZINO INDOL

Garcia,E.2, Lopez de Cerain,A.', Martinez,V.3, MongeA.'y Gullén, A.2

1 C.I.F.A., 2 Departamento de Genética, 3 Departamento de Quimica Organica y Farmacedtica,
Universidad de Navarra.

Se ha estudiado la actividad mutagénica de 10 compuestos de la serie 3-(4'-
bencilidenamino) 5H- 1,2,3-triazin [5,4-b] indol-4-ona que difieren en las
propiedades fisicoquimicas del radical que ocupa la posicion 4' del grupo
bencilidenamino: -H, -OH, -COOH, -OCHgs, -COOCHj3, -NHCOCHj3, -Cl, -NO3, -
CeHs y -OCgHs. Fueron ensayados en las estirpes TA97, TA98, TA100 y
TA102 de Salmonella typhimurium, mediante el procedimiento de incubacién
sin activacion metabélica y con fraccién microsomal o S9 al 10%.

Los compuestos con los radicales fenilo y fenoxi fueron inactivos. El resto de
los compuestos aumentaron significativamente el nimero de revertientes
His+*. En conjunto se encontraron tres patrones de respuesta, dependiendo de
la potencia mutagénica y de la influencia de activaciéon metabélica. Se
confirma la importancia del anillo de 1,2,3 triazina como factor de riesgo
mutagénico, si bien el tamafo del radical 4' y el caracter hidrofébico del
mismo parecen modular la actividad mutagénica.

Mediante analisis QSAR, aplicando el método de minimos cuadrados (ALS),
se han encontrado tres ecuaciones que relacionan actividad mutagénica con
el caracter hidrofébico del radical 4'.

11
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD GENOTOXICA DE DISTINTOS
HERBICIDAS.1

Torres,C., Surrallés,J., Ribas,G., Carbonell, E., Nehring,R., Soriano,S.,
Xamena,N., Creus,A. y Marcos,R.

Departament de Genética i de Microbiologia. UAB. 08193-Bellaterra.

En esta comunicacion se presentan los resultados obtenidos en la
experimentacion llevada a cabo para determinar la potencialidad genotéxica
de cuatro herbicidas: alacloro, atrazina, hidrazida maleica y paraquat
utilizando cuatro ensayos diferentes: el de mutacion somatica en el sistema
inestable zeste white (U2), el de mutacién y recombinacion somatica (WS) y el
de pérdida cromosémica (CL) en Drosophila melanogaster, y el de
intercambios entre cromatidas hermanas (SCE) en cultivos de linfocitos
humanos de sangre periférica.

Los resultados obtenidos en el ensayo UZ son todos negativos.Los del
ensayo WS indican que tanto la hidrazida maleica como el paraquat y la
atrazina son capaces de inducir incrementos significativos en las alteraciones
genéticas detectadas en este ensayo. La comparacion de los resultados
obtenidos en estos dos ensayos de mutacion somatica confirman la
insensibilidad del ensayo UZ frente a plaguicidas, al tiempo que demuestra la
elevada sensibilidad del ensayo WS en la deteccion de agentes mutagénicos.

Los resultados obtenidos en el ensayo CL con la hidrazida maleica indican
que este herbicida presenta actividad clastogénica en D. melanogaster.

En el ensayo de deteccion de intercambios entre cromatidas hermanas, tanto
la hidrazida maleica como el paraquat son capaces de incrementar las
frecuencias con respecto al control.

En resumen, los resultados obtenidos con la hidrazida maleica indican que
este herbicida es un agente con una fuerte potencialidad genotoxica.

1 Este trabajo ha sido subvencionado parcialmente por la CICYT (SAL89-
0868)

12
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ESTUDIO SOBRE LA ACTIVIDAD GENOTOXICA DEL AGUA
TRITIADA UTILIZANDO DISTINTOS SISTEMAS DE ENSAYO!

Ribas,G., Torres,C., Carbonell,E., Batiste-Alentorn,M., Xamena,N., Creus,A. y
Marcos,R.

Departament de Génetica i de Microbiologia. UAB. 08193-Bellaterra.

Durante los Gltimos afos se han ido acumulando evidencias experimentales
que nos indican que la radiacién beta del tritio puede inducir distintos tipos de
lesiones biolégicas, incluidas las mutagénicas. Asi, distintos estudios
muestran que, a dosis equivalentes, el tritio es incluso mas mutagénico que la
radiacién gamma y que los rayos X.

En esta comunicacion se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion
genotoéxica del tritio, administrado en forma de agua tritiada y utilizando los
siguientes sistemas de ensayo: a) ensayo de mutaciones letales recesivas
ligadas al sexo en Drosophila (SLRL), b) ensayo de mutacién y
recombinacién somatica en Drosophila utilizando marcadores de las células
del ala (WS), y c) ensayo de intercambios entre cromatidas hermanas,
utilizando linfocitos humanos (SCE).

Los resultados obtenidos en el ensayo SLRL muestran que el agua tritiada es
un activo inductor de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo ya que, a la
concentracién maxima ensayada (250 pCi/ml), induce frecuencias de
mutacion altamente significativas (1,49%).

En el ensayo de mutacion y recombinacion somatica, el agua tritiada induce
frecuencias significativas (0,61%) en el nimero total de clones mutantes, a la
concentracion de 50 uCi/ml, sin que se aprecien incrementos en la frecuencia
de clones dobles, que son los indicadores de la induccion de recombinacion
somatica.

Con respecto a los resultados obtenidos en el ensayo de SCE, estos
muestran un ligero incremento, si bien significativo, a la concentracion de 50
uCi/ml.

En resumen, podemos decir que nuestro trabajo pone en evidencia que el
agua tritiada es claramente eficaz en la induccién de dafio genético en los
tres sistemas de ensayo utilizados.

1 Este trabajo ha sido subvencionado parcialmente por la CICYT (PB87-0026)

13
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UTILIZACION DE MUTANTES DEL LOCUS WHITE DE Drosophila
melanogaster EN LA DETECCION DE MUTACIONES SOMATICAS.
RESULTADOS DE LOS MUTANTES WHITE-BUFF Y WHITE-IVORY.

Xamena,N., Egido,A., Soriano,S., Creus,A.y Marcos,R.
Departament de Génetica i de Microbiologia, UAB, 081 93-Bellaterra.

Para la deteccién de mutaciones somaticas se precisan marcadores
genéticos de fenotipo facilmente reconocible. El locus white de Drosophila
melanogaster es uno de los loci mejor estudiados en eucariotas. Muchas de
las mutaciones de este locus se pueden reconocer por cambios de
pigmentacion de los ojos observables a simple vista. Por tanto, el locus white
puede ser Gtil en el desarrollo de sistemas de deteccién de mutaciones
somaticas y, de hecho, ya se ha utilizado, como en el caso del ensayo white-
white coral y del zeste-white.

Estos ultimos afos hemos trabajado sobre la utilizacién de diferentes
sistemas genéticos basados en el uso de marcadores del locus white en la
deteccién de mutaciones somaticas, cuyos resultados se han presentado en
las anteriores reuniones de la SEMA. En la presente comunicacion se
exponen los resultados obtenidos, por una parte, del analisis del estadio
6ptimo del desarrollo larvario en el momento del tratamiento, utilizando el
sistema (wi)s y, por otra parte, los del estudio del mutante white-buff,
caracterizado por la presencia de una insercién de 8,7 kb identificada como
un elemento B104.

Los resultados obtenidos con el sistema (w)4 ponen de manifiesto que, en el
caso del estudio de compuestos relativamente inestables, es en el segundo
estadio (48 a 72 h después de la puesta) en el que se observan frecuencias
de mutacion mas elevadas y, por consiguiente, parece ser el estadio 6ptimo
para realizar el tratamiento.

Por otra parte, el estudio del sistema wb' con los agentes alquilantes
etilnitrosourea, metanosulfonato de etilo y metanosulfonato de metilo, pone de
relieve su elevada sensibilidad frente a estos compuestos.
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MUTAGENICIDAD DE LA ACROLEINA EN Drosophila
melanogaster EN PRESENCIA DE MODIFICADORES DEL
METABOLISMO.

Barros,A.R., Comendador,M.A. y Sierra,L.M.

Departamento de Biologia Funcional. Area de Genética. Universidad de Oviedo.

En un trabajo reciente hemos mostrado que la acroleina es mutagénica en D.
melanogaster, pero existen algunas sugerencias de que su mutagenicidad
puede deberse tanto a la accién directa de este compuesto como a su
transformacion en algun metabolito genotoxico.

En este trabajo nos hemos planteado abordar esta cuestion comparando los
resultados de test de letales recesivos ligados al sexo (SLRL) en condiciones
normales con los obtenidos cuando las moscas son pretratadas con
activadores o inhibidores del metabolismo.

Se realizé el test SLRL tratando las moscas con fenobarbital (activador del
citocromo P450), dietil-maleato (agente consumidor de glutation) o
fenilimidazol mas iproniazida (inhibidores de la actividad oxigenasa), para
distintas concentraciones de acroleina.

Los resultados muestran que la acroleina en D. melanogaster es un
mutageno directo, pero ademas se han obtenido evidencias que confirman la
hipétesis inicial de que una fraccion de la actividad mutagénica de este
compuesto se puede atribuir a alguno de sus metabolitos.
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ESPECTRO DE MUTACION INDUCIDO POR DIETILNITROSAMINA
EN CELULAS POSTMEIOTICAS DE Drosophila melanogaster.

Sierra,L.M.

Departamento de Biologia Funcional. Area de Genética. Universidad de Oviedo.

Dietilinitrosamina (DEN) es un potente agente promutageno y procarcinégeno
que reacciona principalmente con los atomos de oxigeno de las bases
nitrogenadas del ADN. En este trabajo se ha estudiado el espectro de
mutaciones que este compuesto induce en estadios postmeibticos de la
espermatogénesis de D. melanogaster utilizando como gen blanco el locus
vermilion.

Las mutaciones aisladas, tanto de la Fy (mutaciones directas) como de la F;
(mosaicos gonadales), se clonaron aplicando la técnica de PCR y se
secuenciaron por el método dideoxi.

Los resultados obtenidos muestran que DEN induce tanto mutaciones
puntuales como deleciones e inserciones. Entre los cambios de bases las
transversiones aparecen con una frecuencia mayor que las transiciones. No
se observan diferencias entre mutaciones F; y Fa.

Estos datos difieren de los encontrados, en el mismo sistema, con
etilnitrosourea (ENU) que, con unas propiedades similares a DEN, muestra
una mayoria de transiciones, de acuerdo con lo que se espera de un agente
alquilante de atomos de oxigeno.
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DETECCION DE GENOTOXICIDAD MEDIANTE EL TEST DE
MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICAS EN ALAS DE
Drosophila melanogaster.

Osaba,L., Aguirre,A.y Alonso,A".

Departamento de Biologia Animal y Genética. Facultad de Ciencias. UPV-EHU.
* Departamento de Genética. Universidad de Crdoba

Desde su descripcion en 1984, el test SMART se ha revelado como un
método eficaz en la deteccion de actividad genotdxica, tanto en sustancias
puras como en mezclas complejas. Las ventajas que presenta este test se
derivan fundamentalmente de al utilizaciéon de un organismo eucariota
superior (Drosophila melanogaster), con actividad metabdlica endégena,
corto tiempo de generacioén y bien conocido genéticamente. Este test en
células somaticas parece presentar ademas mayor sensibilidad y precision
que el ensayo mas comun realizado en estos momentos en D. melanogaster.
SLRLT (Sex Linked Recessive Lethal Test 6 Test de Letales Recesivos
Ligados al Sexo).

Con el fin de confirmar los excelentes resultados obtenidos hasta ahora con el
test SMART, se esta intentando, por parte de varios laboratorios, analizar un
amplio espectro de compuestos, tanto cancerigenos Como no cancerigenos, y
previamente clasificados como mutagenos o no en otros test de mutagénesis.

En esta comunicacién presentamos los resultados previos obtenidos en el
analisis de una serie de pesticidas , tanto insecticidas (aletrin, carbaril,
malation) como herbicidas (sulfalato, trifluralin) y fungicidas (maneb, zineb).
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EL ENSAYO SMART EN Drosophila. SENSIBILIDAD FRENTE A
DIEZ AGENTES CARCINOGENICOS

Batiste-Alentorn,M.”, Xamena,N., Creus,A.y Marcos,R.

Departament de Génetica i de Microbiologia. UAB. 08193-Bellaterra y *Instituto de Salud Carlos
ll, 28220 Majadahonda.

Entre los diferentes ensayos de mutacién utilizados en Drosophila, el ensayo
SMART (Somatic Mutation And Recombination Test) ofrece multiples ventajas
ya que requiere tan sélo una generacion, los efectos se detectan faciimente
como sectores de tricomas multiples y/o malformados, facilmente visibles
sobre un fondo de fenotipo normal, y se realizan preparaciones permanentes
que pueden ser reevaluadas, lo que facilita la confirmacion de los resultados
obtenidos.

Para ampliar la informacién existente en vistas a la validacion de este ensayo,
se presentan los resultados obtenidos con diez agentes carcinogénicos
(acetamida, acrilamida, benzo[a]pireno, ciclofosfamida, dietilestilbestrol, 4-
nitroquinolina-N-6xido, o-toluidina, propileneimina, safrole y tiourea). Larvas
de 48 h de edad, transheterocigéticas para los marcadores recesivos multiple
wing hairs (mwh) y flare (fi, fueron expuestas a tres concentraciones de cada
uno de los compuestos durante todo el desarrollo larvario (tratamientos
cronicos).

La propileneimina, la 4-nitroquinolina-N 6xido, la ciclofosfamida, la acetamida
y la acrilamida, son detectados como agentes mutagénicos en este ensayo,
mientras que el benzo [a]pireno, el dietilestilbestrol, el safrole, la tiourea y la
o-toluidina no mostraron actividad genotoxica.
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ESTUDIO DE LA PERSISTENCIA DE LAS LESIONES
PROVOCADAS POR TRES MUTAGENOS QUIMICOS DE DISTINTA
NATURALEZA (4NQO, EMS Y MMC) EN CROMOSOMAS DE
CELULAS CHOS.

Daza, P., Escalza, P.y Cortés, F.

Dpto. Biologia Celular. Facultad de Biologia. Sevilla.

El desarrollo de técnicas basadas en la incorporaciéon de Bromodesoxiuridina
(BrdU) en el material genético de células eucariéticas. ha permitido estudiar
en las Gltimas décadas el proceso de formacién de los intercambios entre
cromatidas hermarnas (ICHs) con un gran nivel de resolucion.

Los ICHs son la manifestacién a nivel citolégico de procesos de
recombinaciéon ocurridos entre duplex de ADN idénticos de cromosomas
mitéticos durante la replicacion. Dada la buena correlacion existente entre la
exposicion de células a agentes que dafian el ADN y el incremento en la
frecuencia de estos intercambios estas técnicas vienen siendo muy usadas
como test citogenético para la deteccién de potenciales mutagenos y/o
carcinégenos, asi como para el estudio de las lesiones provocadas en el ADN
por los mismos. Hemos tratado de estudiar y comparar !a persistencia de las
lesiones provocadas en el ADN de células de mamiferos in vitro, por tres
agentes quimicos de distinta naturaleza: 1) 4-Nitroquinolina-1-6xido (4NQO),
agente UV-mimético que tras reducirse se une a residuos de guanina; 2)
Mitomicina-C (MMC), agente alquilante bifuncional que forma “crosslinks”
mediante intercalaciéon en el ADN; 3) Etilmetanosulfonato (EMS), agente
alquilante monofuncional que forma monoaductos.

Las células CHO fueron expuestas durante una hora a distintas
concentraciones de los agentes ya citados y se cultivaron durante tres rondas
de replicacion en presencia de BrdU seguin el protocolo de tincién diferencial
en tres tonos. Esta técnica permite saber con exactitud en que ciclo celular
ocurrié cada intercambio a partir del patrén de coloracion que presente.

Se obtuvieron distintos resultados dependiendo de la naturaleza de los
agentes utilizados. Las lesiones inducidas en el caso de la 4NQO, parecen
ser reparadas eficazmente tras el periodo S siguiente a la exposicion al
agente quimico, ya que se ve aumentada la frecuencia de ICHs de primera
ronda mientras que las de segunda y tercera ronda no experimentaron
practicamente ningn cambio respecto a los valores control.

En el segundo de los casos, MMC, se vio que las lesiones persistian durante
dos ciclos celulares, apareciendo incrementadas las frecuencias de las ICHs
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de primera Y segunda ronda pero permaneciendo invariable la frecuencia de
la tercera ronda.

Por el contrario, tras |2 exposicion de las células a EMS, mutageno menos
potente que los anteriores, |a frecuencia de ICHs se mantuvo incrementada
durante al menos los tres ciclos celulares posteriores al tratamiento. Esto
sugiere que las lesiones causadas por el EMS son altamente persistentes y
capaces de inducir intercambios eficientemente durante sucesivas
generaciones celulares.
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ESTUDIO DE LA RESPUESTA ADAPTATIVA MEDIANTE EL TEST
DE MICRONUCLEOS EN LINFOCITOS HUMANOS
CONDICIONADOS CON PEROXIDO DE HIDROGENO Y
EXPUESTOS POSTERIORMENTE A RAYOS X.

Dominguez,l., Cortés,F., Panneerselvam,N., Escalza,P. y Mateos, J.C.!

Departamento de Biologia Celular. Facultad de Biologia. Sevilla. 1 Centro Regional de
Oncologia "Duque del Infantado™. Sevilla.

Linfocitos humanos procedentes de dos donantes fueron tratados a las 24
horas de estimulacién con peroxido de hidrégeno a tres concentraciones no
toxicas durante 30 minutos. A las 24 horas del pretratamiento las células
fueron expuestas a dosis de 150 o 300 rad de rayos X, e inmediatamente
después se les suministré citocalasina B a una concentracion de 6 pg/mi.
Las células fueron fijadas tras 12 6 20 horas en citocalasina B. En cada caso
se analizé el numero de micronucleos en células binucleadas para ver si las
células pretratadas presentaban una reduccion en la frecuencia de
micronicleos con respecto a aquellas que habian recibido sé6lo el
tratamiento con rayos X.

Se utilizaron dos tiempos distintos de fijacién (12 6 20 horas en citocalasina)
con el fin de ver si exostia alguna diferencia en la posible respuesta
adaptativa. Con el mismo objetivo se probaron las dosis distintas de rayos X,
puesto que debido a la variabilidad interindividual pueden ser distintas las
dosis mas adecuadas a cada donante.

Dado que los micronucleos son el resultado de fragmentos cromosomicos,
cromatidicos o cromosomas aberrantes, constituyen un buen test indicador
de roturas de doble cadena del ADN. La utilizacién del test de micronucleos
en binucleadas permite seleccionar la poblaciéon de células de primera
mitosis asi como descartar el retraso en el ciclo celular como posible
explicacion de la reduccion del dafio en células pretratadas con respecto a
las que sélo recibieron rayos X, por ser el tratamiento en citocalasina B de al
menos 12 horas.

Esto constituye una gran ventaja con respecto al test de aberraciones
cromosémicas en metafase, donde el empleo de colcemida durante 3 horas
anicamente para detenerlas en metafase pudiera permitir (aunque existen
evidencias de que no ocurre asi) un mayor retraso en aquellas células que
recibieron los dos tratamientos y ello resultar en una reduccion del numero
de aberraciones cromosdmicas en células pretratadas.
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ACTIVIDAD CITOGENETICA DEL PERMETRIN EN CULTIVOS IN
VITRO DE CELULAS DE MAMIFERO, LINFOCITOS HUMANOS Y
CELULAS CHO.

Herrera A., Caballo,C., Barrueco.C., de la Pena,E.", Sanz,F.,
Santamaria,A. y Rodriguez Murcia,C.™

Centro Nacional de Sanidad Ambiental, Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Madrid.*
Centro de Ciencias Medioambientales. *» Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC, ¢/
Serrano 115, 28006 Madrid.

Se determiné el dafo cromosomico originado por el permetrin en cultivos in
vitro de linfocitos de sangre periférica humana y en células de ovario de
hamster chino (CHO).

Para conocer el tipo de dafno inducido por el permetrin se utilizaron, en los
cultivos de linfocitos, tres ensayos citogenéticos que detectan alteraciones
distintas: aberraciones cromosomicas estructurales, intercambios de
cromatidas hermanas y micronucleos.

El ensayo de aberraciones cromosoémicas se realizo6 tanto en células de
linfocitos como en células CHO a fin de comparar ambos cultivos y ver cual
posee mayor sensibilidad. También en ambos cultivos, se valoré la influencia
de la duracion del tratamiento en la respuesta observada.

El permetrin fue ensayado en un rango de concentraciones de 5 - 500 pg/ml,
tanto en ausencia como en presencia de un sistema de activacion metabdlica
(S9mix).

Los resultados obtenidos indican que el permetrin fué positivo en el ensayo
de micronucleos en ausencia de activacién metabdlica. También, se
observaron pequefos incrementos en la frecuencia de SCEs no relacionados
con la dosis. En cuanto a las aberraciones cromosémicas se observé un
pequefo incremento en ambos cultivos, en ausencia de S9mix y cuando el
permetrin estaba presente en el medio hasta la recogida de los cultivos.
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GENOTOXICIDAD DEL AGENTE ANTITUMORAL MELFALAN.
ESTUDIOS IN VIVOE IN VITRO.

Carbonell,E., Umbert,G., Xamena,N., Creus,A.y  Marcos,R.

Departament de Génetica i de Microbiologia. UAB. 08193-Bellaterra.

El melfalan es un agente antitumoral muy utilizado en el tratamiento de
distintos tipos de cancer, fundamentalmente en los mielomas.

Es conocido que, en general, la mayoria de agentes antitumorales son a su
vez agentes genotoxicos, habiéndose detectado esta actividad tanto a partir
de ensayos de corta duracién, como a partir de la informacién obtenida en
pacientes tratados o en trabajadores que manipulaban dichos compuestos.

En esta comunicacion se presentan los resultados obtenidos en un estudio
realizado sobre la actividad genotéxica del melfalan utilizando linfocitos
humanos tratados tanto in vitro como in vivo.

El tratamiento de cultivos de linfocitos humanos con melfalan indujo
incrementos significativos de aberraciones cromosémicas, lo que pone de
manifiesto su potencialidad genotoxica.

Los estudios in vivo se han realizado evaluando las frecuencias de
aberraciones cromosomicas en linfocitos de cinco pacientes sometidos a
terapia con melfalan. Las muestras de sangre se tomaron: a) antes de iniciar
el tratamiento, b) justo después del tratamiento y c) varias semanas despues
del tratamiento.

Los resultados indican que, a pesar de las diferencias encontradas entre
pacientes, tanto en las frecuencias iniciales de aberraciones cromosomicas,
como respecto a los efectos post -tratamiento y cinética de prevalencia de las
lesiones inducidas, el valor promedio indica un claro incremento en la
frecuencia de aberraciones cromosémicas tras el tratamiento que disminuye,
hasta aproximarse a los valores iniciales, cuando esta frecuencia se
determina varias semanas después.

1 Este trabajo ha sido subvencionado por la CEE EV4V2-00016
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BIOMONITORIZACION DE LA EXPOSICION A HALOTANO EN
MUJERES ANESTESIADAS PARA CIRUGIA GINECOLOGICA
ELECTIVA.

Bernal,M.L., Navarro,A., LanuzaJ. y Sinués,B.

Departamento de Farmacologia. Facultad de Medicina. Zaragoza

El halotano sigue siendo uno de los farmacos mas usados en anestesia.
Estudios epidemiolégicos han mostrado una cierta asociaciéon entre la
exposiciéon a halotano y distintas consecuencias de genotoxicidad, como
incremento en anormalidades congénitas e incidencia de cancer. El objetivo
del presente estudio es establecer la validez de la concentracion de tioéteres
urinarios (TU) como indicador biolégico de la exposicion y/o detoxicacion de
halotano, asi como determinar la asociacion existente entre su dosimetria
interna (TU) y dos parametros citogenéticos: micronucleos (MN) y frecuencia
de intercambios de cromatidas hermanas (SCE), en pacientes bajo anestesia
con halotano. Fueron seleccionadas 25 mujeres sometidas a cirugia
ginecolégica electiva. En todas las pacientes se tomaron muestras de orina y
sangre antes (muestra A) y 24 h. después (muestra B) de la anestesia para
determinar la concentracién de TU y para los andlisis citogenéticos. Los
resultados muestran que la concentracion de Tu era mayor en la muestra B(Z
= 3,98,p < 0,0001). La media de los valores de SCE mostré un incremento en
la muestra B sin significacién estadistica (Z = 1,60, p > 0,05). Dividiendo las
pacientes de acuerdo con sus incrementos de TU entre después u antes de la
anestesia, se obtuvieron dos subgrupos: subgrupo la, 12 pacientes con un
alto incremento de TU en la muestra B; y subgrupo Ib, 11 pacientes con bajo
incremento de Tu en la muestra B. Se encontré un incremento
estadisticamente significativo en los SCE después de la anestesia con
respecto a la muestra A en el subgrupo Ib (subgrupo con baja eliminacién de
TU)(t = 3,28, p < 0,01). Estos resultados avalan la tesis sobre el importante
papel que podrian jugar las variaciones interindividuales en la actividad de la
glutation-S-transferasa en la determinacién de la susceptibilidad del halotano
asociado al dafo hepatico.

24



Ill Reunién Cientifica de la S.E.M.A.

16

DETERMINACION DE MICRONUCLEOS EN PACIENTES
ASMATICOS EN TRATAMIENTO CON TEOFILINA

Lanuza,J., Broto,A., BernalM.L., Séenz, M.A., Suéarez, M.A. y
Sinués,B.

Departamento de Farmacologia. Facultad de Medicina. Zaragoza

La teofilina es uno de los farmacos broncodilatadores mas usados para el
tratamiento cronico del asma. Quimicamente la teofilina es una xantina
dimetilada, y las metilxantinas producen alteraciones citogenéticas como
micronucleos (MN) en linfocitos de sangre periférica. Ademas, se ha
demostrado que la adicion de teofilina a cultivos celulares induce alteraciones
citogenéticas. En el presente trabajo se han investigado posibles efectos
citogenéticos de la teofilina en pacientes asmaticos en tratamiento continuo
con este farmaco. El recuento de micronucieos en células con blogueo
citocinético, y el indice mitético (MI) fueron evaluados en cultivos de linfocitos
de sangre periférica de pacientes (n = 30) que eran tratados con teofilina sola,
teofilina con farmacos B-2-adrenérgicos, O teofilina en combinacién con
corticoides inhalados.

Se obtuvieron dos muestras de cada individuo para realizar un estudio
prospectivo; antes del tratamiento (muestra A) y después del comienzo del
tratamiento (muestra B). Después del tratamiento, los resultados muestran un
incremento en los MN (z = 3.13;p < 0.01) sin modificaciones en el Ml (t = 0.13;
p< 0.09). Ni los niveles plasmaticos de teofilina, ni la duracién del tratamiento
se correlacionaron con los parametros citogenéticos (r = 0.18 y r = 0.093
respectivamente).

Nuestros resultados reflejan que la teofilina induce dano citogenético en
linfocitos de pacientes asmaticos que reciben tratamiento continuado. El
incremento en el recuento de micronucleos parece ser independiente de los
efectos sobre el proceso mitético, mas bien parece ser debido al efecto
clastogénico. La metilacién en la posicién 3, combinada con otras posiciones
de metilacién, podria estar involucrada en los efectos sobre los cromosomas.
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GENOTOXICIDAD DE LAS AGUAS DE LA RIA DE AVILES
(ASTURIAS)

Ferreiro,J.A., Sierra,L.M.y  Comendador,M.A.

Departamento de Biologia Funcional. Area de Genética. Universidad de Oviedo.

Las aguas continentales de la zona central de la region asturiana han venido
recibiendo durante los ultimos 30 afos un aporte considerable de
contaminantes tanto de origen urbano como industrial.

El caso mas llamativo, tanto por la variedad como por la cantidad de
contaminantes es la ria de Avilés.

Se ha estudiado la genotoxicidad de vertidos de algunas industrias que
desaguan en la ria, asi como muestras de la propia ria utilizando dos tests con
D. melanogaster: el test de pérdida de cromosomas sexuales y el test de
mutacién y recombinacién somatica en 0jos w/w*.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la existencia de actividad
genotéxica en las muestra de aguas tanto de la propia ria como las
procedentes de algunos vertidos.
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ESTUDIO DE TENSIOACTIVOS PRESENTES EN EXTRACTOS DE
AGUAS MEDIANTE EL TEST DE AMES Y EM-FAB.

Romero J.!, Ventura F.2, Caixach J.'y RiveraJ.!

1Laboratorio Espectrometria de Masas. C.1.D. (C.S.1.C.) Barcelona 2 Sociedad General de Aguas
de Barcelona.

Uno de los principales grupos de contaminantes quimicos en aguas naturales
y de bebida son los tensioactivos industriales. Estos se dividen en tres
grandes grupos: aniénicos (alquilbencenos sulfonados), catibnicos (aminas
cuaternarias con cadenas alquilicas) y no iénicos (derivados del nonilfenol y
alcoholes lineales, polietoxilados). Tradicionalmente el analisis de estos
compuestos se lleva a cabo de forma inespecifica por métodos colorimetricos
(Substancias Activas al Azul de Metileno); recientemente se han puesto a
punto técnicas especificas de _analisis que usan la Cromatografia Liquida
(HPLC) y Espectrometria de Masas (EM). La EM en modo de ionizacion FAB
(apta para el estudio de compuestos no volatiles, termolabiles y de alto peso
molecular) ha resultado ser especialmente interesante en el estudio
cualitativo de tensioactivos y sus metabolitos de biodegradacién, tanto en
formulaciones como en extractos organicos medioambientales.

Paralelamente al estudio analitico de estos compuestos existe una creciente
preocupacion por su potencial efecto toxicolégico sobre el ser humano y el
medio ambiente. En la bibliografia existen un buen nimero de trabajos que
prueban su potencial téxico, principalmente con tests de toxicidad en
animales, asi como establecen las directrices de biodegradabilidad y
bioacumulacion que los rigen.

En la presente comunicacion se mostraran los trabajos que estamos
realizando en la identificacion de tensioactivos en extractos organicos de
agua mediante la EM-FAB y HPLC, resultados obtenidos con el test de Ames
para estos extractos, evaluacion de patrones de tensioactivos, y mostrar los
trabajos en curso para establecer el papel de los tensioactivos aniénicos en la
toxicidad detectada con el test de Ames en extractos organicos metandlicos.
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INCIDENCIA DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS E
INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDAS HERMANAS EN
AGRICULTORES EXPUESTOS A PLAGUICIDAS?

Carbonell ,E., Umbert,G., Valbuena,A.", Castejon,J *., Xamena,N., Creus,A., y
Marcos,R.

Departament de Génetica i de Microbiologia. UAB, 08193-Bellaterra y "Centre de Seguretat i
Higiene. Barcelona.

Aunque existe suficiente evidencia, en base a los resultados obtenidos en
ensayos de corta duracion, de que algunos de los plaguicidas normalmente
utilizados en las labores agricolas presentan actividad genotdxica, es
necesario ampliar los trabajos sobre el riesgo genotoxico que la exposicion
frente a estos agentes puede suponer para aquellas personas expuestas
ocupacional y crénicamente a los mismos, como es el caso de los
trabajadores agricolas.

En esta comunicacién se presentan los resultados de un estudio realizado
con 70 agricultores del Maresme (zona agricola préxima a Barcelona)
expuestos a diversos plaguicidas (benomilo, captan, fenvalerato, paraquat,
etc.) en comparacién con un control concurrente de 67 personas, de
caracteristicas similares en cuanto a edad, sexo, habitos, etc., y no expuestas
a plaguicidas.

En ambas poblaciones se han evaluado las frecuencias de aberraciones
cromosémicas y de intercambios entre cromatidas hermanas, como
indicadores de dafio genotéxico. Ambos ensayos se han efectuado siguiendo
los protocolos estandar contandose, por cada individuo analizado y en un
estudio codificado, un total de 50 metafases en el ensayo de intercambios
entre cromatidas hermanas y de 100 en el de aberraciones cromosomicas.

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta el momento, el analisis
estadistico efectuado no muestra la existencia de diferencias significativas en
cuanto a las frecuencias de intercambios entre cromatidas hermanas entre la
poblacién expuesta y la control.

En la actualidad se esta profundizando en la elaboracién estadistica de los
resultados, tratando de discriminar si existen factores (tabaquismo, edad,
tiempo de exposicion, compuestos utilizados, etc.) asociados a la respuesta
individual obtenida.

1 Este trabajo ha sido subvencionado parcialmente por la CICYT (SAL89-
0868)
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ENCUESTA PARA LA COORDINACION DE GRUPOS QUE
DESARROLLAN PRUEBAS DE ENSAYO PARA LA EVALUACION
DEL RIESGO DE LOS PRODUCTOS QUIMICOS EN ESPANA®

Elina Valcarce!- Eduardo de la Pefia2 Benjamin S. Fernandez. Murias® y Ana
Fresno*

1, Seguridad Quimica, Subdireccion General de Sanidad Ambiental, Ministerio de Sanidad y
Consumo; 2. Centro de Ciencias Medioambientales, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas; 3. Subdirector General de Control, Instituto de Salud Carlos lll; 4. Subdirectora
General de Sanidad Ambiental, Ministerio de Sanidad y Consumo.

Resumen

Se propone la realizacién de una Encuesta, dirigida a los distintos grupos de
trabajo espanoles, con la finalidad de conocer, las personas, grupos y
centros, que estan desarrollando pruebas de determinacién de las
propiedades fisicoquimicas, toxicolégicas y ecotoxicologicas de los productos
quimicos y agentes fisicos. La encuesta esta basada en el conocimiento y
desarrollo de los métodos requeridos en el anexo V de la directiva
79/831/CEE, sobre sustancias quimicas, y publicados en las directivas
84/449/CEE y 87/302/CEE; y en las lineas directrices de la OCDE. Asi mismo,
se pretende conocer aquellas lineas de trabajo que estan desarrollando
nuevos protocolos de estudio, y que puedan ser incluidos en la evaluacion
del riesgo de las sustancias quimicas.

Los datos se enviaran a la atencién de la Dra. Elina Valcarce, Coordinadora
Nacional de Métodos de Ensayo en la CEE. Subdireccion General de
Sanidad Ambiental.

Ministerio de Sanidad y Consumo

Paseo del Prado 18-20, 7¢. planta. 28014 Madrid

* Encuesta presentada en las Il Jornadas Nacionales de Sanidad Ambiental.
Ministerio de Sanidad y Consumo. Febrero,1991. Madrid
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INTRODUCCION

La determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas, toxicologicas y
ecotoxicolégicas de las sustancias quimicas en general implica la realizacién
de un, cada vez, mayor nimero de pruebas de ensayo de laboratorio, dados
los requisitos legislativos, tanto a niveles nacionales como dentro de las
organizaciones internacionales, con el fin de permitir el uso y
comercializacion de tales sustancias quimicas ( Real Decreto 2216 /1985 ) .

Todo ello ha impulsado enormemente los trabajos encaminados a normalizar
u homologar tales pruebas de ensayo, que pueden utilizarse de una manera
comun evitando multiples esfuerzos. En este sentido, tanto la Comunidad
Econémica Europea como la OCDE promocionan grupos de trabajo cuyas
tareas persiguen:

1) La puesta al dia de los métodos de ensayo ya existentes,
perfeccionandolos, preferentemente por medio de la realizacién de ensayos
de intercalibracion, en los que intervienen expertos de los diferentes paises
miembros.

2) El desarrollo de nuevos métodos, teniendo en cuenta los avances
cientificos y la busqueda de métodos alternativos que, en el caso concreto de
los estudios toxicolégicos, reflejan la tendencia de la sociedad actual a
disminuir la utilizacién de animales de experimentacion.

Nuestro objetivo al realizar la Encuesta, entre los distintos grupos de trabajo
espafoles, persigue el conocer las personas, grupos y centros, que estan
desarrollando pruebas de determinacién fisicoquimica, toxicolégica y
ecotoxicolégica en las dos areas sefaladas, lo que hara posible una
participacion mas activa, tanto dentro de las actividades que se estan
llevando a cabo en el seno de la CEE y OCDE, como en el desarrollo de
nuevos métodos de ensayo que contribuyan a un uso menor de animales en
las pruebas toxicolégicas ( Directiva 86/609/CEE y Real decreto 223/1988 ) .

Por todo ello, para la realizacion de esta encuesta se consideran los aspectos
siguientes:
1) optimizacién y homologacién de nuevos métodos, en el seno de la
CEE y la OCDE (Frazier,1990);
2) Empleo de métodos alternativos que disninuyan el uso de animales
de laboratorio en la experimentacion y control toxicolégico (de la Pefia
etal., 1990); y
3) la implantacién de "Buenas Practicas de Laboratorio” o GLP
(Repetto, 1988). Aspectos de maxima actualidad, y que se hacen
imprescindibles si se quieren validar, en la CEE y OCDE, los
resultados obtenidos en Espafna. Con anterioridad se han realizado
encuestas parciales,que hacen necesaria su ampliacion ( Murias y
Valcarce 1987, de la Pefa 1987, y Guardiola y Cami 1987 y 1988 ) .
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La respuesta a la encuesta estara basada, en el conocimiento y desarrollo de
los métodos, requeridos en el anexo V de la directiva 79/831/CEE, sobre
sustancias quimicas, y publicados en las directivas 84/449/CEE y 87/302/CEE
y en las lineas directrices de la OCDE (1981) ( Tablas 1 y 2 ). Se pretende asi
mismo conocer aquellas lineas de trabajo que estan desarrollando nuevos
protocolos de estudio, y que puedan ser incluidos en la evaluacion del riesgo
de las sustancias quimicas.

El conocimiento de las personas y de los grupos de trabajo que estan
contribuyendo al desarrollo de los diferentes métodos de determinacion tanto
fisicoquimica, como toxicolégica y ecotoxicolégica, permitira el que puedan
ser requeridos y convocados a las reuniones de expertos, representando los
intereses de Espana, en las citadas reuniones de la CEE y/o OCDE.
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