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Reglamento nº 1712/2008 sobre clasificación, etiquetado y   

la quinta adaptación 944/2013 de 2 de octubre,  establece los peligros 

para la salud que deben ser considerados 

 

Los Peligros para la Salud son los siguientes: 
 

1. Toxicidad aguda 

2. Corrosión o irritación cutáneas 

3. Lesiones oculares graves o irritación ocular 

4. Sensibilización respiratoria o cutánea 

5. Mutagenicidad en células germinales 

6. Carcinogenicidad  

7. Toxicidad para la reproducción 

8. Toxicidad específica en determinados órganos (STOT) exposición 

única 

9. Toxicidad específica en determinados órganos (STOT) exposición 

repetidas 

10. Peligros por aspiración  



1.Toxicidad aguda 
    Procedimientos: 

  Dosis fija. 

  Clase tóxica aguda 

  Arriba y abajo 

 Objetivo: clasificación por DL50 o efectos   

    evidentes 

 Al menos dos especies (una roedora y otra no- 

    roedora)  y por dos vías de exposición, siendo  

    obligatoria la oral. 

 Una sola exposición y 14 días de observación. 

2. Capacidad irritante: dérmica y ocular 

3. Capacidad sensibilizante 

4. Capacidad corrosiva: dérmica y ocular 

5.Toxicidad por exposición repetida o     

    prolongada. 

 Tipos: Medio plazo (subcrónica) o dosis  

     repetidas:  14,  28  ó  90 días. 

 Largo plazo  (crónica):  Mínimo 3 meses, 1-2  

    años. 

 Animales: Usualmente: 25 roedores y 6 perros  

    por nivel de dosis. 

 Lotes: 2-4 niveles, según DL50, con 10 animales  

    de cada sexo0 por nivel de dosis, como mínimo. 

 6. Carcinogenicidad  

7. Mutagenicidad 
  Mutaciones génicas in vivo. 

  Daño cromosómico in vitro. 

  Efectos in vivo. 

 8. Toxicidad para la reproducción y el 

desarrollo: 

  Estudios multigeneracionales de reproducción: 

           cribado, una generación y dos 

generaciones. 

  Estudios de toxicidad para el desarrollo. 

  Disrupción endocrina. 

 9. Toxicidad para el medio ambiente: 
  Ensayos en una especie: acuáticas y terrestres. 

  Ensayos de microcosmos.  

  Ensayos de macrocosmos. 

  Estudios de campo. 

10. Cinética en el organismo y 
degradación en el medio ambiente: 

  Toxicocinética. 

  Degradación. 

  Bioconcentración. 

11. Otros: Neurotoxicidad, comportamiento, 

12. Propiedades  fisicoquímicas. 

ESTUDIOS TOXICILÓGICOS 



Ensayos Básicos requeridos para Salud Humana-Mutagenicidad  

 

Objetivos 
                                                                       Métodos de Ensayo en la 

Unión Europea 

Mutagenicidad  
y genotoxicidad 

 

B.10:   mutagenicidad (método in vitro de aberraciones cromosómicas en células de mamífero ) 
B.11:   mutagenicidad (metodo in vivo de aberraciones cromosómicas en médula ósea de 
mamífero) 
B.12:   mutagenicidad en mamíferos por el método de micronucleos 
B.13/14:  mutagenididad  - ensayo de mutación reversa utilizando bacteria 
B.15:   mutación génica – Saccharomyces cerevisiae 
B.16:   recombinación mitótica – Saccharomyces cerevisiae 
B.17:   mutagenicidad – ensayo in vitro de mutación genética en células de  mamífero 
B.18:   Daño y reparación del DNA – síntesis no secuencial de DNA . células de mamífero in vitro 
B.19:   ensayo in vitro de intercambio de cromátidas hermanas 
B.20:   ensayo del letal recesivo ligado al sexo en Drosophila melanogaster 
B.21:   ensayo in vitro de transformación de células de mamífero 
B.22:   ensayo de letal dominante en roedores 
B.23:   ensayo de aberraciones cromosómicas en el esperma de mamíferos 
B.24:   spot test en ratones 
B.25:   translocación heredable en ratón  
B.39:   ensayo in vivo de síntesis desordenada de DNA en células hígado  mamífero 
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  I.  Propiedades Físico-Químicas 
 

 II. Exposición y hecho ambiental 

•  Estudios de degradación, degradación en suelo, mobilidad  y  
           disipación, acumulación en plantas, animales acuáticos,  
            animales terrestres silvestres, alimentos vegetales y animales. 

III. Ensayos in vitro  
•  Mutagenicidad prokariontes (Salmonella typhimurium) 

•  Eukariontes (Drosophila, ratón.)  

•  Células mamífero: Aberraciones cromosómicas, SCE y MNs.  
IV. Ensayos in vivo  

•  DL50, irritación ocular, dermal y sensibilización 
•  Subcrónica ( 30 - 90 días)  
•  Crónica/Reproducción 
•  Ensayos espaciales - Neurotoxicidad, Potenciación,  
    Metabolismo,  Farmacondinámica  y Comportamiento 

 

  Resumen de los Ensayos de Toxicidad 
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Evaluación  Genotóxica  
Salmonella typhimurium/microsomal 

.  



 

 

Evaluación  Genotóxica - test de Ames 
Salmonella typhimurium/microsoma 

.  

Dr. Bruce  N. Ames 

SOT 1996 

SOT 1996 

SOT 2012 



His - 

TA98 
TA100 
TA102 
TA104 

INCORPORACIÓN EN PLACA ESTÁNDAR 

Incubación 

48 horas 
37ºC 

4 Nitroquinolina oxidasa 

Metil metano sulffonato  

Metil metano sulfonato 

Metil Glioxal 





 

 





 

 

.  

Test de Ames  

Salmonella typhhimurium  his- 
 

TA98, TA1537, TA100, TA102, TA104 
Presencia o Ausencia de un sistema de 

activación metabólica  (S9)  
 

Ensayos por triplicado 
 

Un compuesto es  mutagénico cuando induce 2  
veces el número de revertientes respecto al 
control en     3 concentraciones forma  dosis-

dependiente 
 

Control positivo un mutágeno estandar  
(NQO, MMS) 



  

 

 

 

 

 

Consecuencia de la Mutación Puntual  
  

                                           original                           nueva secuencia 

   

DNA                                  CGT       mutación           CAT 

                                              GCA                                  GTA 

 

 

 

RNA mensajero       CGU                                 CAU 

 

 

 

Amino Ácido        arginina                      histidina 
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Ensayos 

biológicos 

Daphnia 

magna 

RTG-2 (Trucha arco iris) 

Estrogenicidad: 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Toxicidad crónica: 

Teratogenia durante 

Desarrollo embrio-larval 

Oryzias latipes (Medaka) 

Mutagenicidad: 

Salmonella typhimurium 

Toxicidad  

aguda. 

Chlorella vulgaris 

Estrogenicidad 

Teratogenicidad 

Mutagenicidad 



   

Evaluación  Genotóxica  
de Sustancias Químicas 

EXTRACCIÓN EN

FASE SÓLIDA (SPE)

OCTADECILSILANO C18 

2g

5g

MeOH

5 mL 
Metanol

2.5 mL 
Metanol



   

Evaluación  Genotóxica de Efluentes 
de la Comunidad de Madrid 

Depuradoras de la Comunidad de Madrid 
• Depuradora D 1  
• San Agustín de Guadalix D2 
• EL Chaparral D3 
• Alcalá Este Urbana D4 
• Fuente del Saz D5 
• Alcalá Oeste D6 
• San Agustín de Guadalix D7 
• Velilla D8 
• La Poveda D9 



   

Evaluación de la Rotenona 



   



Actividad Mutagénica de Efluentes de Depuradoras 



   

 Evaluación  Genotóxica de los contaminantes   
 de los Efluentes de Depuradoras de Gran  
 Canaria, Islas Canaria (Archipiélago Canario) 

El estudio que aquí se presenta se engloba dentro de un proyecto de 
valoración sanitaria de varias especies de cetáceos residentes en el 
archipiélago canario y los objetivos de dicho proyecto son los siguientes: 

• Estudiar el estatus de salud de estos mamíferos marinos, cuyo hábitat est a                    

i nf l uenci ado por act i vi dades humanas.  

• Conocer las patologías y causas de l as muert es.  

• Conocer la contribución de las fuentes de contaminación en las patologías. 

• Valorar la exposición y l os ef ect os pot enci al es.  

• Valorar los depósitos de cont ami nant es en t ej i dos.  

• Relacionar patologías reproductoras con compuestos químicos. 

• Est abl ecer un banco de t ej i dos para est udi os ret rospect i vos y prospect i vos.  



   

Evaluación  Genotóxica de Efluentes 
de Gran Canaria (Las Palmas)   

 

Muestra / Origen 

C1 / Efluente Industrial: Arinaga Fase III y II 

C2 / Efluente Mixto: Arinaga 

C3 / Efluente Urbano: Ingenio y Aguimes 

C4 / Efluente de Depuradora: EDAR Sureste 

C5 / Efluente de Depuradora: EDAR Barranco Seco 

C6 / Rechazo de EDAR: Barranco Seco 

C7 / Balsa de Riego: La Aldea 



   

Evaluación  Genotóxica  
de Efluentes de Depuradoras  

1.299 148 R.M. 

81 18 R.MeOH 

87 18 R.S. 

82 25 R.E. 

TA100 TA98 

1.191 128 R.M. 

106 24 R.MeOH 

91 18 R.S. 

93 20 R.E. 

TA100 TA98 

R.E.: Reversión Espontánea 

R.S.: Reversión con DMSO 

R.MeOH: Reversión con Metanol 

R.M.: Reversión con Mutágeno estándar 
TA98: 4-NQO (Óxido de 4 Nitroquinolina)                                 
TA100: MMS (Metil Metano Sulfonato) 



   

Nº Revertientes en Salmonella typhimurium  TA98

16
12

99

12
16 15 15

0

20

40

60

80

100

120

R.E. DMSO NQO RSU JC1 JC2 JC3

Reversión Índice Clasificación

R.E. 16 1 NM

DMSO 12 0,71 NM

NQO 99 6,06 M
2

RSU 12 0,73 NM

JC1 16 1,00 NM

JC2 15 0,92 NM

JC3 15 0,94 NM

TA98

CEPA: TA98

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Media

R.E. 13 16 20 16

DMSO 8 15 12 12

NQO 101 128 68 99

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Media

RSU 11 9 16 12

JC1 12 17 20 16

JC2 14 20 11 15

JC3 17 14 15 15

TA98

TA98



   

Nº Revertientes en Salmonella typhimurium  TA102

344 299

5761

274 254 317 310

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

R.E. DMSO MMS RSU JC1 JC2 JC3

CEPA: TA102

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Media

R.E. 337 332 362 344

DMSO 295 304 298 299

MMS 5830 5263 6189 5761

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Media

RSU 255 305 262 274

JC1 262 257 242 254

JC2 379 250 321 317

JC3 275 277 377 310

TA102

TA102

Reversión Índice Clasificación

R.E. 344 1 NM

DMSO 299 0,87 NM

MMS 5761 16,76 M
4

RSU 274 0,80 NM

JC1 254 0,74 NM

JC2 317 0,92 NM

JC3 310 0,90 NM

TA102



   

Nº Revertientes en Salmonella typhimurium  TA104

523 433

2125

528 524 504 514

0

500

1000

1500

2000

2500

R.E. DMSO MG RSU JC1 JC2 JC3

Reversión Índice Clasificación

R.E. 523 1 NM

DMSO 433 0,83 NM

MG 2125 4,06 M
2

RSU 528 1,01 NM

JC1 524 1,00 NM

JC2 504 0,96 NM

JC3 514 0,98 NM

TA104

CEPA: TA104

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Media

R.E. 534 503 533 523

DMSO 397 457 445 433

MG 2124 2276 1974 2125

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Media

RSU 512 574 498 528

JC1 506 554 513 524

JC2 463 561 489 504

JC3 520 526 495 514

TA104

TA104



   

Nº Revertientes en Salmonella typhimurium  TA100

58 51

2525

52 47 48 51

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

R.E. DMSO MMS RSU JC1 JC2 JC3

Reversión Índice Clasificación

R.E. 58 1 NM

DMSO 51 0,88 NM

MMS 2525 43,78 M
4

RSU 52 0,91 NM

JC1 47 0,81 NM

JC2 48 0,84 NM

JC3 51 0,88 NM

TA100

CEPA: TA100

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Media

R.E. 52 66 55 58

DMSO 43 53 56 51

MMS 2259 2760 2555 2525

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Media

RSU 49 46 62 52

JC1 47 50 43 47

JC2 46 36 63 48

JC3 61 42 49 51

TA100

TA100
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La Ley 16/2002, de 1de julio, de prevención y control integrado de la 
contaminación 

Categorías que se contemplan en el Anejo 1,  
• 4. Industrias Químicas 
• 5. Gestión de Residuos 
• 9. Industrias agroalimentarias y explotaciones ganaderas 
• 9.1 Instalaciones para  
• c. Tratamiento y transformación de leche, con una cantidad de 

leche recibida superior a 200 toneladas por día (valor medio 
anual) 

Ley de Prevención y Control Integrado de la  
Contaminación - IPPC 

Plan Nacional Integrado de Residuos 
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Descripción de la situación actual 

• Incremento de residuos ligado al crecimiento económico 

• Déficit de información  y de estadísticas 

• Mayor sensibilización sobre el problema ambiental de los residuos 

• Residuos urbanos de origen domiciliario, legislación compleja y  

necesidad de articular diferentes modelos de gestión entre todas las 

administraciones para su cumplimiento 

• Nueva normativa para residuos específicos y nuevos sistemas de 

 gestión 

• Los programas de I+D+I están empezando a dar resultados  

• Se ha mejorado el control, la inspección y la vigilancia 

• Diferente grado de desarrollo y aplicación de la normativa entre 

 distintas Administraciones. 
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La jerarquía de los residuos 
La jerarquía de los residuos 

1. Prevención 

2. Preparación para la Reutilización 

3. Reciclaje incluido el compostaje 

4. Otro tipo de Valorización, p.e. la energética 

5. La Eliminación 

Es una "orden de prioridad" en la legislación y gestión algo más que recomendación 

pero menos que obligación ...  

Se permite apartarse por ciclo de vida 
 



Valorización 
•  Uno de los grandes retos de la Directiva de Residuos 

• Todos los residuos deben ser sometidos a operaciones de 

 valoración, reutilización, reciclado, energético 

• Se establece cuando una operación de incineración es 

 eliminación y cuando es la valorización.                                  

• El anexo II establece  una fórmula matemática y se pueden                                             

establecer coeficientes de  eficiencia 

• Operación que sirva para sustituir materiales que se hubieran 

 utilizado o que el residuo sea preparado para esa función o en 

la  economía general 
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Fin de la condición residuo 
• Dejan de serlo cuando han sido sometidos a una 

operación  de valorización, incluido el reciclado y 

cumplan criterios específicos según las condiciones 

siguientes: 

• Uso para finalidades específicas 

• Existe mercado o demanda 

• Cumple requisitos técnicos y legislación para 

productos 

• Sin impactos para el medio ambiente 
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             Valorización:  
  todo procedimiento que permita el 

aprovechamiento de los recursos contenidos 
en los residuos  

  sin poner en peligro la salud humana y  

  sin utilizar métodos que puedan causar 
perjuicios al medio ambiente. En todo caso, 
estarán incluidos en este concepto los 
procedimientos enumerados en el anexo II.B de 
la Decisión de la Comisión  
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Universidad de Murcia - Facultad de 
Veterinaria  28 de abril 2010 

450 C 

0 22 (0.0)  116 (0.0) 271 (0.0) 300 (0.0) 

15 19 (-0.1) 173 (0.5)   228 (-0.2)   308 (0.0)  

20 15 (-0.3) 188 (0.6)  231 (-0.2)  324 (0.1) 

25 18 (-0.2) 179 (0.5)  209 (-0.3)  314 (0.0) 

530 C 

0 22 (0.0) 116 (0.0) 285 (0.0) 300 (0.0) 

15 13 (-0.4) 123 (0.1)  316 (0.1)   215 (-0.3)  

20 17 (-0.2) 123 (0.1)  266  (-0.1)  196 (-0.3) 

25 490 (21.0) 101 (-0.1)  212  (-0.3)  135 (-0.5) 

650 C 

0 22 (0.0) 116 (0.0) 285 (0.0) 300 (0.0) 

15 11 (-0.5) 344 (2.0)  751 (1.6)   91 (-0.7)  

20 0 (-1.0) 0 (-1.0)  0 (-1.0)   6 (-1.0) 

25 0 (-1.0) 0 (-1.0)  0 (-1.0)   0 (-1-0) 

T  % TA98 TA100 TA102 TA104 



  

 



Universidad de Murcia - Facultad de 
Veterinaria  28 de abril 2010 

450 C 

0 22 (0.0) 116 (0.0) 285 (0.0) 300 (0.0) 

15 13 (-0.4) 110 (-0.1)   219 (-0.2)   94 (-0.7)  

20 12 (-0.5) 112  (0.0)  209 (-0.3)  2 (-1.0) 

25 14 (-0.5) 142  (0.2)  143 (-0.5)  0 (-1.0) 

530 C 

0 22 (0.0) 116 (0.0) 285 (0.0) 300 (0.0) 

15 13 (-0.4) 103  (-0.1)  152  (-0.5)  156 (-0.5)  

20 16 (-0.3)  119  (0.0)  152  (0.2)  109 (-0.6) 

25 215 (8.9) 419  (2.6)  0  (-1.0)  75 (-0.7) 

650 C 

0 22 (0.0) 116 (0.0) 285 (0.0) 300 (0.0) 

15 897 (40.4) 1873 
(7.81)

  
 109 (-0.6)  597 (1.0) 

20 32 ( 0.5) 131 (4.04)  2 (-1.0)  0 (-1.0) 

25 1 (-1.0) 16 (1.53)  1 (-1.0)  0 (-1.0) 

T  Conc. TA98 TA100 TA102 TA104 



  

 



 

 



450 C 

0 22 (0.0) 25 (0.0)  116 (0.0) 102 (0.0) 271 (0.0) 176 (0.0) 

15 19 (-0.1) 24 (0.0) 173 (0.5)  89 (0.1)  228 (-0.2)  138 (-0.2) 

20 15 (-0.3) 10 (-0.6) 188 (0.6) 107 (0.3)  231 (-0.2) 126 (-0.3) 

25 18 (-0.2) 8 (-0.7) 179 (0.5) 88 (0.1)  209 (-0.3) 174 (0.0) 

T  % TA98 TA100 TA102 

-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9 

530 C 

0 22 (0.0) 21 (0.0) 116 (0.0) 103 (0.0) 285 (0.0) 174 (0.0) 

15 13 (-0.4) 18 (-0.1) 123 (0.1) 1704 (15.6)  316 (0.1)  0 (-1.0) 

20 17 (-0.2) 953 (44.4) 123 (0.1) 18 (-0.8)  266  (-0.1) 0 (-1.0) 

25 490 (21.0) 978 (45.6) 101 (-0.1) 0 (-1.0)  212  (-0.3) 0 (-1.0) 

 Ames Salmonella/microsome  RESULTS 



   

Ensayos Específicos 

Organismo de ensayo Parámetro de expresión 

Bacterias 

Salmonella 

typhimurium 
Acción mutagénica + / - 

Vibrio fischeri Inhibición luminiscencia CE50 

Plantas 

Allium cepa 
Aberraciones 

cromosómicas 

Índice mitótico 48 h 

Longitud raíces 72 h 

Lepidum sativum 
% Germinación 

Longitud raíces 

Germinación 

Longitud raíces  

6 días 

BIOENSAYOS APLICADOS 
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Agitador por rotación para obtención del lixiviado 



   

Respirómetro 

Respiración 
en estufa a 20ºC 
y con agitación 



   

FITOTOXICIDAD: 



   



   

FITOTOXICIDAD: 

Índice de Germinación (%)

100,0 99,2

73,7

0,0

0,0

20,0

40,0

60,0

80,0

100,0

120,0

Control CTW 0,1 cm2/l CTW 220 cm2/l CTW 2200 cm2/l



   

FITOTOXICIDAD: 

Longitud Media de Raíces (cm)

3,6

3,2

2,8

0,0

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

Control CTW 0,1 cm2/l CTW 220 cm2/l CTW 2200 cm2/l



   

RESULTADOS Allium cepa: 

Control 

Muestra 
Inhibición del 
crecimiento 

radicular 

Índice Mitótico: 
Parada del ciclo 

celular en 
PROFASE 

Crecimiento Radicular: 
Inhibición entre 80-90% 



   

Test de Allium cepa
Índices Mitóticos tras 48h de Tratamiento

Interfases Fases I+F Total Contadas Índice

Control A 0 0 0 0 #¡DIV/0!

Control B 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M1 950 52 1002 1000 5,2

M2 931 69 1000 1000 6,9

M3 972 28 1000 1000 2,8

M4 953 48 1001 1000 4,8

M5 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M6 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M7 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M8 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M9 186 14 200 200 6,85

M10 183 18 200 200 8,75

M11 194 6 200 200 3,05

M12 194 6 200 200 2,8

M13 0 0 0 0 #¡DIV/0!

Índice Mitótico

Total IF Total PF Total MF Total AF Total TF

Control A 0 0 0 0 0

Control B 0 0 0 0 0

M1 950 23 11 7 11

M2 931 46 9 5 9

M3 972 28 0 0 0

M4 953 48 0 0 0

M5 0 0 0 0 0

M6 0 0 0 0 0

M7 0 0 0 0 0

M8 0 0 0 0 0

M9 186 14 0 0 0

M10 183 18 0 0 0

M11 194 6 0 0 0

M12 194 6 0 0 0

M13 0 0 0 0 0

Resumen

Control A

Control B

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

CTW 1100cm2/l

CTW 2200cm2/l

CTW 2200cm2/l

CTW 1cm2/l

CTW 110cm2/l

CTW 110cm2/l

CTW 1100cm2/l

CTW 0,1cm2/l

CTW 0,5cm2/l

CTW 0,5cm2/l

CTW 1cm2/l

Agua

Agua

CTW 0,1cm2/l



   

Interfases (IF) Total IF Profases (PF) Total PF Metafases (MF) Total MF Anafases (AF) Total AF Telofases (TF) Total TF Contadas

Control A R1.1

Control A R1.2

Control A R2.1

Control A R2.2

Control B R1.1

Control B R1.2

Control B R2.1

Control B R2.2

M1 R1.1 482 9 5 1 4 500

M1 R1.2

M1 R2.1 468 14 6 6 7 500

M1 R2.2

M2 R1.1 468 19 5 1 7 500

M2 R1.2

M2 R2.1 463 27 4 4 2 500

M2 R2.2

M3 R1.1 483 17 0 0 0 500

M3 R1.2

M3 R2.1 489 11 0 0 0 500

M3 R2.2

M4 R1.1 475 25 0 0 0 500

M4 R1.2

M4 R2.1 478 23 0 0 0 500

M4 R2.2

6

5

0

0

0

4

5

0

0

25

23

11

475

478

0

0

0

0

0

0

0

4

7

7

2

0

489

0

0

0

1

6

1

4

0483

0

0

0

9

14

19

27

17

482

468

468

463

0

0

0 0

0

0 0

0 00

Control Índice Sin Tratar

0 0

Interfases (IF) Total IF Profases (PF) Total PF Metafases (MF) Total MF Anafases (AF) Total AF Telofases (TF) Total TF Contadas

Control A R1.1

Control A R1.2

Control A R2.1

Control A R2.2

Control B R1.1

Control B R1.2

Control B R2.1

Control B R2.2

M1 R1.1 482 9 5 1 4 500

M1 R1.2

M1 R2.1 468 14 6 6 7 500

M1 R2.2

M2 R1.1 468 19 5 1 7 500

M2 R1.2

M2 R2.1 463 27 4 4 2 500

M2 R2.2

M3 R1.1 483 17 0 0 0 500

M3 R1.2

M3 R2.1 489 11 0 0 0 500

M3 R2.2

M4 R1.1 475 25 0 0 0 500

M4 R1.2

M4 R2.1 478 23 0 0 0 500

M4 R2.2

6

5

0

0

0

4

5

0

0

25

23

11

475

478

0

0

0

0

0

0

0

4

7

7

2

0

489

0

0

0

1

6

1

4

0483

0

0

0

9

14

19

27

17

482

468

468

463

0

0

0 0

0

0 0

0 00

Control Índice Sin Tratar

0 0



     

RESULTADOS Allium cepa: 

Longitud de Raíces (cm) tras 72h

8

5,6
6,75

6

4,25

2,3
1,05

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

A
gu

a

C
TW
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,1

cm
2/

l

C
TW

 0
,5

cm
2/

l

C
TW

 1
cm

2/
l

C
TW

 1
10

cm
2/

l

C
TW

 1
10

0c
m

2/
l

C
TW

 2
20

0c
m

2/
l

1 2 3 4 5 6 



   

RESULTADOS Allium cepa: 

Inhibición del Crecimiento Radicular

30

15,63
25

46,88

71,25

86,88

0

20

40

60

80

100

CTW

0,1cm2/l

CTW

0,5cm2/l

CTW

1cm2/l

CTW

110cm2/l

CTW

1100cm2/l

CTW

2200cm2/l

1 2 3 4 5 6 



   

RESULTADOS Allium cepa: 

Índices Mitóticos

10,90 11,40

7,80

2,93

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

CTW 0,1cm2/l CTW 0,5cm2/l

Índice 0h

Índice 48h

1 2 



   

RESULTADOS Allium cepa: 

% Inhibición de Índice Mitótico

28%

74%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

CTW 0,1cm2/l CTW 0,5cm2/l1 2 



   

RESULTADOS PRELIMINARES 

Allium cepa (2/3) 

Índices Mitóticos DEHP

9,95 10,30 10,4

11,60

15,40

4,8

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

14,00

16,00

18,00

DEHP 40 mg/L DEHP 4 mg/L DEHP 0,4 mg/L

Índice 0h

Índice 48h

DEHP = Di (2-etilhexil) ftalato (CAS 117-81-7)  

Di (2-etilhexil) ftalato 



   

RESULTADOS PRELIMINARES 

Allium cepa (3/3) 

Índices Mitóticos DEP

10,20
10,70

10,29,90

11,80

7,5

0,00

2,00

4,00

6,00

8,00

10,00

12,00

14,00

DEP 4 mg/L DEP 0,4 mg/L DEP 0,04 mg/L

Índice 0h

Índice 48h

DEP = Dietil ftalato (CAS 84-66-2) 

Dietil ftalato 
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RESULTADOS Tradescantia sp.: 

- Lote 31 
- Control: papel de filtro 

Crecimiento radicular 

Día 0 

Día 37 

Control Muestra 

Control Muestra 



   

Test de Allium cepa
Índices Mitóticos tras 48h de Tratamiento

Interfases Fases I+F Total Contadas Índice

Control A 0 0 0 0 #¡DIV/0!

Control B 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M1 950 52 1002 1000 5,2

M2 931 69 1000 1000 6,9

M3 972 28 1000 1000 2,8

M4 953 48 1001 1000 4,8

M5 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M6 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M7 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M8 0 0 0 0 #¡DIV/0!

M9 186 14 200 200 6,85

M10 183 18 200 200 8,75

M11 194 6 200 200 3,05

M12 194 6 200 200 2,8

M13 0 0 0 0 #¡DIV/0!

Índice Mitótico

Total IF Total PF Total MF Total AF Total TF

Control A 0 0 0 0 0

Control B 0 0 0 0 0

M1 950 23 11 7 11

M2 931 46 9 5 9

M3 972 28 0 0 0

M4 953 48 0 0 0

M5 0 0 0 0 0

M6 0 0 0 0 0

M7 0 0 0 0 0

M8 0 0 0 0 0

M9 186 14 0 0 0

M10 183 18 0 0 0

M11 194 6 0 0 0

M12 194 6 0 0 0

M13 0 0 0 0 0

Resumen

Control A

Control B

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

M8

M9

M10

M11

M12

CTW 1100cm2/l

CTW 2200cm2/l

CTW 2200cm2/l

CTW 1cm2/l

CTW 110cm2/l

CTW 110cm2/l

CTW 1100cm2/l

CTW 0,1cm2/l

CTW 0,5cm2/l

CTW 0,5cm2/l

CTW 1cm2/l

Agua

Agua

CTW 0,1cm2/l



   

Interfases (IF) Total IF Profases (PF) Total PF Metafases (MF) Total MF Anafases (AF) Total AF Telofases (TF) Total TF Contadas

Control A R1.1

Control A R1.2

Control A R2.1

Control A R2.2

Control B R1.1

Control B R1.2

Control B R2.1

Control B R2.2

M1 R1.1 482 9 5 1 4 500

M1 R1.2

M1 R2.1 468 14 6 6 7 500

M1 R2.2

M2 R1.1 468 19 5 1 7 500

M2 R1.2

M2 R2.1 463 27 4 4 2 500

M2 R2.2

M3 R1.1 483 17 0 0 0 500

M3 R1.2

M3 R2.1 489 11 0 0 0 500

M3 R2.2

M4 R1.1 475 25 0 0 0 500

M4 R1.2

M4 R2.1 478 23 0 0 0 500

M4 R2.2

6

5

0

0

0

4

5

0

0

25

23

11

475

478

0

0

0

0

0

0

0

4

7

7

2

0

489

0

0

0

1

6

1

4

0483

0

0

0

9

14

19

27

17

482

468

468

463

0

0

0 0

0

0 0

0 00

Control Índice Sin Tratar

0 0

Interfases (IF) Total IF Profases (PF) Total PF Metafases (MF) Total MF Anafases (AF) Total AF Telofases (TF) Total TF Contadas

Control A R1.1

Control A R1.2

Control A R2.1

Control A R2.2

Control B R1.1

Control B R1.2

Control B R2.1

Control B R2.2

M1 R1.1 482 9 5 1 4 500

M1 R1.2

M1 R2.1 468 14 6 6 7 500

M1 R2.2

M2 R1.1 468 19 5 1 7 500

M2 R1.2

M2 R2.1 463 27 4 4 2 500

M2 R2.2

M3 R1.1 483 17 0 0 0 500

M3 R1.2

M3 R2.1 489 11 0 0 0 500

M3 R2.2

M4 R1.1 475 25 0 0 0 500

M4 R1.2

M4 R2.1 478 23 0 0 0 500

M4 R2.2

6

5

0

0

0

4

5

0

0

25

23

11

475

478

0

0

0

0

0

0

0

4

7

7

2

0

489

0

0

0

1

6

1

4

0483

0

0

0

9

14

19

27

17

482

468

468

463

0

0

0 0

0

0 0

0 00

Control Índice Sin Tratar

0 0



   

Ensayos Específicos 

Organismo de ensayo Parámetro de expresión 

Levaduras 
Saccharomyces 

cerevisiae 
Actividad endocrina + / - 

Peces Oryzias latipes 

Anormalidades en 

desarrollo 

(Teratogenia) 

CE50 

NOEC y LOEC 15 

días 

Bacterias 

Salmonella 

typhimurium 
Acción mutagénica + / - 

Vibrio fischeri 
Inhibición 

luminiscencia 
CE50 

Plantas 

Allium cepa 
Aberraciones 

cromosómicas 

Índice mitótico 48 h 

Longitud raíces 72 h 

Lepidum sativum 
% Germinación 

Longitud raíces 

Germinación 

Longitud raíces  

6 días 

BIOENSAYOS APLICADOS 



Falsos

Negativos 

C+

C-

M+M-

Falsos

Positivos

C+M-

C-M-

C+M+

C-M+

C+    = CANCERÍGENOS

C- = NO CANCERÍGENOS

M+   = MUTAGÉNICOS

M- = NO MUTAGÉNICOS

Mutagenicidad / Carcinogenicidad  



pruebas  

in vivo 
Ratas 

ratones  







Es  mejor  conocer  que  un 

efecto  tóxico  no  existe 
 

que  ignorar  que  un  efecto 

tóxico  no  existe 



 

 Evaluación genotóxica de productos químicos naturales y 
sintéticos, residuos orgánicos, contaminantes mediante ensayos 
de corta duración utilizando sistemas bacterianos  

(Salmonella/microsoma) y cultivos in vitro e in 
vivo de células vegetales (Allium cepa) y células de 

mamífero (linfocitos de sangre periférica 
humana, CHO). 

 

 Ensayos in vitro e in vivo integrados en el desarrollo y  
 validación de métodos complementarios alternativos a  la 

experimentación animal. 
 

Grupo de Mutagenesis Ambiental  
ICA - Centro de Ciencias Medioambientales  

Consejo Superior de Investigaciones Científicas   

Dr. Eduardo de la Peña de Torres.  Investigador del CSIC 
Da. Antonia Martínez López epena@ica.csic.es 

http://www.csic.es/web/guest/home;jsessionid=52167F6DC0D88E7BC69A5E8C685BF8F4


Mi sincero agradecimiento a las personas que  han trabajado en 
nuestro Laboratorio* o colaborando + enn nuestra actividades: 
            * Dra. Araceli Pillco de Bolivia (2009 -2011),  
            * Master Irania Velazquez, Labiofarm  Cuba 
                               + Dra. Fernanda Cavieres,  Univ. Valparaíso. Chile  
            + Dra. Rita Gutierrez, de México 
            + Dra. Silvia Bechara de Colombia 
            + Dra. Guillermina Font, Universidad de Valencia 
                              * Da. Antonia Martínez Colaboradora del  CSIC 
  
  

Trabajaron en el Grupo de Mutagenésis Ambiental, 
para la realización  de sus  Tesis Doctorales:     

Dra. Carmen Barrueco, Dra.  Carmen Canga  
Dr. Pedro Gutierrez, Dra. Angustias Herrera,   
Dra. Victoria Castaño y Dra. Elina Valcarce.  
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Gracias por vuestra atención  
epena@ica.csic.es 

EUROTOX REGISTERED TOXICOLOGIST 

http://cvu.rediris.es/bscw/bscw.cgi


www.sanidadambiental.com 

www.remanet.net 

www.us.es/sema 

                Red  Iberoamericana  de 

Toxicología y  Seguridad  Química 

http://ritsq.org 

epena@ica.csic.es 

www.aetox.es 

http://csic.es 



http://ritsq.org 

 66.906 visitas   



Falsos

Negativos           

C+

C-

M+M-

Falsos

Positivos

C+    = CANCERÍGENOS

C- = NO CANCERÍGENOS

M+   = MUTAGÉNICOS

M- = NO MUTAGÉNICOS





Falsos

Negativos 

C+

C-

M+M-

Falsos

Positivos

C+M-

C-M-

C+M+

C-M+

C+    = CANCERÍGENOS

C- = NO CANCERÍGENOS

M+   = MUTAGÉNICOS

M- = NO MUTAGÉNICOS

Mutagenicidad / Carcinogenicidad  



1977 

Programa desde 1971 de la  

Agencia Internacional para la 

Investigación del Cáncer 

Lyón. Francia    WHO – IARC 



1977 

2007 



1977 
Programa desde 1971 de la Agencia 

Internacional para la Investigación del 

Cáncer. Lyón. Francia  WHO – IARC 



















Evaluación Genotóxica del   insecticida  Rotenona 

Insecticida  

Rotenona  

CAS 83-79-4 

Cultivos in vitro de  

Linfocitos humanos  

Efectos genotóxicos 

   Micronúcleos 

Sin S9  

10 % Giensa  

15 ´  
 

 

 

 
 

 

Tratamientos Rotenona Total MN Total BNMN

sin S9 ug/ml

0 4 4

0,1 7 7

0,25 12 11 *

0,5 16 16**

1 21 20**

EMS 1,5 mM 84 68

con S9 0 5 5

0,1 6 6

0,25 10 9

0,5 10 10

1 12 12

CP 3 ug/ml 45 42

* p < 0.05

** p < 0,01

Guadaño, González-Coloma, de la Peña (1998) Mut. Res. 414: 1-7     



Tipos de Daño Genético 
 

•   Mutación puntual - Transversión  A:T -- T:A 

    ------------------------                                 ------------------------- 

    G T C A G A T T C       Exposición        G T C T G A T T C  

    C A G T C T A A G  Replicación DNA  C A G A C T A A G 

    ------------------------                                 ------------------------- 

 

•   Alteración cromosómica:  

• Estructurales              

    Exposición     
                                        Replicación DNA 

 

 

 

•Numéricas  
Aneuploidía 

 Poliploidía  



TABLE I.  Chromosomal Aberrations in CHO Cells Treated with Fenvalerate 

MI: mitotic index.          *P < 0.05 (chi-square test).          **P <.0.01 (chi-square test). 

Fenvalerate 

g/ml (-S9) 

 

MI 

               Aberrations 

      (-gaps)               
(+gaps) 

(-S9) 0 5.2 3 5 

5 4.9 1 6 

10 4.1 9 15* 

25  3.4* 7   18** 

50    2.8** 8 14* 

 

(+S9) 

 

0 

 

5.0 

 

  8 

 

11 

10 4.5   9 15 

25 3.9 11 14 

50 3.9   9 20 

100 3.0  15  24* 

150     2.5**  20*  26* 



TABLE I.  Chromosomal Aberrations in CHO Cells Treated with Fenvalerate 

Fenvalerate 

g/ml  

 

MI 

               Aberrations 

   (-gaps)         (+gaps) 

 

(-S9)   0 5.7  5  9 

  5 5.1  2  9 

 10 4.5  7 13 

 25 3.6  5 14 

 50    3.2** 10 18 

 

(+S9) 

 

   0 

 

5.6 

 

   6 

 

 9 

 10 4.7    9 19 

 25 4.3   15* 18 

 50   3.7* 13 18 

100    3.2**      19**     24** 

150    3.1**   16*   22* 

MI: mitotic index.          *P < 0.05 (chi-square test).          **P <.0.01 (chi-square test). 

 



TABLE II.  Induction of SCEs and Cell Cycle Delay by Fenvalerate in CHO Cells 

Fenvalerate 

g/ml  

 

SCE/cell  SE 

 

PRI 

(-S9) 0 5.30  1.17 1.96 

5 5.60  1.21 1.91 

10       6.34  1.27*** 1.87 

25       7.00  1.35*** 1.80 

50      7.66  1.33*** 1.77 

 

(+S9) 

 

0 

 

5.11  0.80 

 

2.05 

10 5.50  1.20 2.03 

25      7.32  1.73*** 1.94 

50      7.32  1.54*** 1.94 

100      6.46  1.53*** 1.95 

150      7.24  2.15*** 1.72 

PRI was calculated as (M1 + 2M2 + 2M3)/100 where M1 is the percent value of cells in the first, M2 in the second, and M3 

in the third                                                                           **P < 0.01 (Student st-test).          ***P <.0.001 (Student st-test). 

 



Evaluación  genotóxica  en  cultivos  in vivo e in vitro 
de células de mamífero 



   

• Cepas de Salmonella typhimurium  capaces de detecta 
mutaciones del tipo: 

• TA98 - desplazamiento pauta de lectura 

• TA100 - sustitución de pares de bases C-G  

• TA104 - sustitución de pares de bases A-T 

• TA102 - sustitución de pares de bases A-T con el sistema de 
reparación uvr intacto 

• Con o sin sistema de activación metabólica, 

   usando la fracción microsomal de hígado de ratas 
pretratadas con inductores enzimáticos 

Evaluación Mutagenicidad   
Salmonella typhimurium /micrososma 







Evaluación con FISH 

Dr. David Eastmond  
Universidad de California Riverside   

MNs con Sondas  centroméricas  de ADN 



   Evaluación con FISH 



Evaluación con Hibridación in situ  
con Fluorescencia multicolor FISH 

http://www.csic.es/web/guest/home;jsessionid=52167F6DC0D88E7BC69A5E8C685BF8F4


Evaluación con Hibridación in situ  con Fluorescencia multicolor FISH 

http://www.csic.es/web/guest/home;jsessionid=52167F6DC0D88E7BC69A5E8C685BF8F4
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C+    = CANCERÍGENOS

C- = NO CANCERÍGENOS

M+   = MUTAGÉNICOS

M- = NO MUTAGÉNICOS

Mutagenicidad / Carcinogenicidad  





es mejor conocer que un 
efecto tóxico no existe 

 

que ignorar que un efecto 
tóxico no existe 


