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Avaluacio experimental de la toxicitat. Estudis de carcinogenesi i
genotoxicitat.

Atencid: abans de posar-te davant 'ordinador has de haver lleqit:

1) aquest guio.

2) el resum de l'estudi de toxicitat subcronica, carcinogenesi i mutagénesi
de P’acrilonitril que figura en el fitxer “ACN_resum.pdf” (o a la web NTP-
ACN-resum ). No és necessari que entenguis els detalls de la
histopatologia.

3) repassar els temes corresponents a avaluacié de la toxicitat de la
assighatura de Toxicologia

Objectius docents

a) Analitzar uns estudis experimentals d'avaluaci6 de genotoxicitat i de la
carcinogenesi, incidint en el seus dissenys i en les linies directrius que els
regulen

b) Entendre i aplicar els métodes estadistics adequats als resultats experimentals

c) Aprendre a fer una valoracié critica dels resultats, treure unes conclusions i
proposar possibles estudis alternatius o complementaris.

Feina davant I’ordinador (4-6 hores treball no presencial)

a) Fer un repas, amb l'ajut d’un programa d’ordinador, dels aspectes fonamentals del
disseny dels estudis de carcinogénesi i de genotoxicitat

b) Aplicacié de metodes estadistics per I'analisi de resultats.

¢) Respondre uns questionaris.

1.- Introduccid general

La toxicitat es pot avaluar experimentalment en dues fases ben diferenciades del
desenvolupament d'un nou farmac:

1- Durant la fase de "screening" (cribratge): tenim un gran nombre de candidats i es vol
descartar els (potencialment) més toxics. En aquesta fase es pot emprar qualsevol
metodologia que mereixi la confianca de I'experimentador (métodes “in vitro”, HTS,
genomica, protedomica, relacions estructura-activitat, ...).

2- Durant la fase preclinica: s'han d'aplicar metodes acceptats per la legislacié (europea), i
complir BPL's (Bones Practiques de Laboratori). A més, es tenen que seguir unes directius
"d’harmonitzaci¢” (pactades entre USA, Jap0 i Europa) respecte numero, tipus, i calendari
dels assaigs:


http://ntp.niehs.nih.gov/results/pubs/longterm/reports/longterm/tr500580/listedreports/tr506/index.html
http://ntp.niehs.nih.gov/results/pubs/longterm/reports/longterm/tr500580/listedreports/tr506/index.html

Els métodes acceptats per la legislacié europea es basen en les “guidelines” de TOCDE
( OECD Guidelines ). Per seguir aquesta activitat és necessari que et llegeixis les
guidelines corresponents a l'assaig de carcinogénesi i I'assaig de mutagénesi en
bacteris .

No hi ha prou amb saber quins son els métodes acceptats. Han de haver-hi linies
directrius / criteris que indiquin quins meéetodes son els més adients en cada cas, amb
guines/quantes especies es te que fer, .... Informacié al respecte es pot trobar a la web
de la Agencia Europea del Medicament (EMA). Especialment, és interessant que
llegeixis els documents:

Avaluacid de carcinogénesi de medicaments (2013)

Bateria minima d’assaigs de genotoxicitat

Aquestes linies directrius s’han establert en el si d’'un organisme tripartit format per
representants de USA, Japd i Europa: International Conference on Harmonization (ICH).
La seva web: http://www.ich.org/home.html

A Europa hi ha un organisme ("European Centre fort the Validation of Alternative Methods”,
ECVAM) encarregat d’avaluar i validar possibles métodes alternatius d’assaig de la toxicitat
(ECVAM).

2.- El nostre cas concret

El document “ACN_resum.pdf” resumeix un estudi de toxicitat subcronica (14 setmanes) i
un estudi de carcinogénesi (2 anys) i uns estudis de genotoxicitat de I’acrilonitril realitzat
pel National Toxicology Program (NTP). El mateix document el pots baixar de NTP-ACN-
resum .

L’acrilonitrii no és un medicament, perd degut a les seves aplicacions hi ha un risc
d’exposicié cronica en humans i per tant és important avaluar el seu potencial carcinogenic i
mutageénic.

Per mitja el “programa” AVALTOX-6 (en realitat Es un arxiu Excel® una mica enrevessat)
repassarem el diferents aspectes del disseny dels estudis de carcinogenesis i del test
d’Ames i analitzarem alguns dels resultats corresponents a I'estudi de l'acrilonitril. La part
una mica “complexa” d’aquesta activitat sera I'analisi estadistica dels resultats.

3.- Com fem la practica?

Obre l'arxiu AVALTOX-6.xlsx. Aquest és l'arxiu que et guiara durant tota la practica.
Segueix pas per pas, ordenadament, les preguntes i els enllagos (links, indicats per una
fletxa 2 , o text subratllat) que apareixen en cada fulla. Les fletxes de color vermell
indiquen les "vies principals". Les de color verd indiquen vies secundaries o de tornada
enrere. Les de color blau indiquen enllacos de Internet. Les de color negre indiquen enllacos
amb arxius complementaris.

L’arxiu esta protegit i només pots escriure les respostes en les caselles de color | groc clar |.
Quan escriguis la resposta (+ return), altres caselles es modificaran automaticament (OK!,


http://www.oecd-ilibrary.org/environment/oecd-guidelines-for-the-testing-of-chemicals-section-4-health-effects_20745788
http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-451-carcinogenicity-studies_9789264071186-en;jsessionid=9fqlsi538b2l9.x-oecd-live-02
http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-471-bacterial-reverse-mutation-test_9789264071247-en;jsessionid=9fqlsi538b2l9.x-oecd-live-02
http://www.oecd-ilibrary.org/environment/test-no-471-bacterial-reverse-mutation-test_9789264071247-en;jsessionid=9fqlsi538b2l9.x-oecd-live-02
http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/regulation/general/general_content_000397.jsp&murl=menus/regulations/regulations.jsp&mid=WC0b01ac058002956f
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Regulatory_and_procedural_guideline/2012/12/WC500136405.pdf
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2009/09/WC500003147.pdf
http://www.ich.org/home.html
https://eurl-ecvam.jrc.ec.europa.eu/
http://ntp.niehs.nih.gov/results/pubs/longterm/reports/longterm/tr500580/listedreports/tr506/index.html
http://ntp.niehs.nih.gov/results/pubs/longterm/reports/longterm/tr500580/listedreports/tr506/index.html

error, resultat del calcul, ...).
apareixeran enllacos nous:
comprovar facilment si t’has saltat alguna).

Algunes caselles incorporen un quadre de comentari explicatiu (indicat per un petit triangle

Atencid! en molts casos quan encertis una resposta

segueix-los (les preguntes estan numerades,

vermell en la [cantonada superior dretaﬂ ) que s’obre quan el cursor esta a sobre.

A lo llarg d’aquesta practica:

- Respondras una série de preguntes, la majoria amb 4 opcions, autocorreccio i text o

figures explicatives relatives al disseny d’aquests tipus d’estudis

- Faras una analisi estadistica de part dels resultats de I’estudi de carcinogénesi i del
test d’Ames. Els resultats els pots copiar-pegar a un arxiu word o excel pero també
els pot apuntar a les taules d’aquest guié de practiques.

- Respondras uns questionaris relatius a la interpretacié dels resultats.

pots

4 - Respecte a I’analisi estadistica dels resultats de I’estudi de carcinogénesi

Arribarem a un punt del programa en que trobarem les dades corresponents a cinc tipus de
tumor en els ratolins mascles tractats amb tres nivells de dosi d’acrilonitril (més un control
negatiu). Es tracta de determinar si I'acrilonitril produeix o no aquests tipus de tumor. El

programa permet aplicar facilment els tests de Chi-quadrat i el test exacte de Fischer.
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4.1. Andlisi de Frequencies

En els estudis de carcinogénesi, com en alguns altres assaigs de toxicitat, els resultats son
frequiéncies d'aparici6 d'un efecte (incidencia de un tipus de tumor) a diferents nivells de
dosi. Per tant hem d'aplicar métodes estadistics d'analisi de frequiéncies per determinar si
aquestes son significativament superiors en els grups tractats.

El métode més senzill es el test de Chi-quadrat (x2). Es té que construir una taula FxC (F
files: grups de dosi; C= 2 columnes: positius / negatius) amb el nombre animals en cada cas:
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DOSIS 2
DOSIS 3
TOTAL
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positiu negatiu total
control Po No To
dosi 1 P1 N1 T1
dosi 2 P2 N2 T2
dosi 3 P3 N3 T3
total Pt | Nt Tt

Es calcula 2 (el programa ho calcula automaticament):
%2 = (T*/PtNt)(Po*/To + P1%/T1 + P2/T2 + P3%T3 - Pt°/Tt)

El valor de x2 obtingut es compara amb la taula. Si es superior al tabulat per (F-1)*(C-1)
graus de llibertat [ (4-1)*(2-1) = 3] i p< 0.05, es considera que hi ha associaci6 significativa
entre els nivells de dosi i la incidencia de tumors.

El mateix analisi es pot fer considerant només comparacions entre el grup control i cadascu
dels nivells de dosi. Per exemple:

positiu | negatiu total
control Po No To
dosi 2 P2 N2 T2
total Po+P2=Pt|No+N2=Nt |To+T2=Tt

Es calcula x2 i es compara amb el valor tabulat per a un grau de llibertat [ (2-1)*(2-1)].
%2 = (Tt?/PtNt)(Po*To + P2%/T2 - Pt*/Tt)

Aix0 permet determinar si hi ha diferencia significativa entre les freqiiéncies del grup control i
el segon nivell de dosi. Per poder utilitzar aquest test, cap freqiiéncia ha de ser menor
de 5. Si hi ha alguna freqiéncia inferior a 5 es tindria que fer servir el test exacte de
Fischer (implementat al programa; dona directament el valor de p).

Taula de y2 (esta implementada al programa)
GL p=0.05 P=0.01 P =0.001

1 3.84 6.64 10.83

2 5.99 9.21 13.82

3 7.82 11.35 16.27

4 9.49 13.28 18.47

5 11.07 15.09 20.52

6 1259 16.81 22.46

7 14.07 18.48 24.32

8 1551 20.09 26.13

4.2. Correcci6 de la supervivéncia

El test de 2 compara les freqiéncies de tumors respecte al nombre total d'individus en cada
grup de dosi. Pero aix0 no és totalment valid en el cas d'estudis cronics en que una part dels
animals moren a lo llarg de l'estudi i amb patologies com les tumorals que s6n més
probables a mesura que augmenta l'edat. En el cas que ens ocupa, es evident que la
supervivencia del grup de dosi elevada (20 mg/kg) es menor que la resta (veure figura); per
tant, una incidencia de x tumors d'un determinat tipus sobre 50 animals (x/50) esta



infravalorada pergue part dels animals han mort préviament per altra patologia (N final < 50)
i no han tingut oportunitat de desenvolupar el tumor corresponent.
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Aquest fet es pot corregir aplicant diferents métodes. Un dels més simples és el conegut
com "poly-3" que consisteix en calcular un "nombre" ajustat d'animals per grup en funcio
de la supervivencia:

ty = supervivéncia del animal k, si no desenvolupa la patologia en estudi
tk = tmax, Si desenvolupa la patologia en estudi

Es a dir, el "nombre ajustat" d'animals en el grup de dosi i es calcula com la suma del
guocients entre la durada de cada animal k del grup i la durada maxima, elevats al cub (és
evident que si tots els animals viuen fins al final del experiment Ti* = Ti) . Aquest valor Ti*
substituira al corresponent Ti en la taula de freqiiéncies i en calcul de 2. Amb el full de
calcul es molt facil calcular els valors (tk/tmax)3 i la seva suma per cada grup de dosi.

Molt Important!!. Aquesta correccid estadistica de la supervivencia no permet corregir un
possible defecte de disseny de I'estudi: en un estudi de carcinogénesi les dosis assajades
no poden ser massa toxiques perqué llavors el possible increment de tumors pot ser
consequeéncia de la mala salut dels animals i no de I'efecte cancerigen del producte. Una
mortalitat elevada pot ser indicativa d’'una toxicitat excessiva.



4.3. Relacio dosi-resposta

Les frequéncies també es poden representar vs la dosi per obtenir una corba Dosi-
Resposta. La demostracio d'una relacio dosi-resposta significativa €s un argument important
per a caracteritzar el potencial cancerigen d'una substancia. Existeixen métodes estadistics
més o menys sofisticats per analitzar I'existéncia d'una "tendéncia" significativa en els
resultats del estudis de carcinogenesi. Nosaltres aplicarem una simple analisi de correlacio.
Préviament aplicarem una transformacié a les freqiéncies per expressar-les en unitats
"probit" (en el programa hi ha un enlla¢c que porta a una explicacié de la transformacio
probit) . Aixo té I'avantatge de que, normalment, linealitza apreciablement la corba dosi-
resposta, i pot ser ajustada amb una recta. Comparant el coeficient de correlaci6 amb el
tabulat per N-2 graus de llibertat, podrem determinar si la correlacié és significativa.
(Atencid!: quan es fa l'analisi en unitats probit, els punts amb probabilitat 0 i 100% no es
poden incloure perquée donen zinfinit. Hi ha una “solucié”: considerar que han donat positiu
0.25 o T-0.25 animals, respectivament; aquesta aproximacio ja la fa el programa
automaticament).

4.4. Exercici

Comprova, aplicant el full de calcul del programa, que pel carcinoma de cél-lules
escatoses d'estobmac (sense i amb correccidé de supervivéncia) obtens els resultats que
apareixen en la taula 1. Després aplica-ho a un altre dels restants quatre tipus de tumor
recollits en el full de calcul. Anota els resultats a la taula 2:

Taula 1

tumor: carcinoma cel. escatoses correcc. poly-3 | NO
Po/P1/P2/P3: 0/1/8/10 No/N1/N2/N3: 50/49/42/40
x2 total NO APLICABLE signif.:

%2 dosil/control |NO AP signif.: 0.50 (Fischer)
x2 dosi2/control | NO AP signif.: 0.0029 (Fisher)
x2 dosi3/control | NO AP signif.: 0.0006 (Fisher)
coeficient corr.  [0.915 signif.: NO

tumor: carcinoma cel. escatoses correcc. poly-3 | Sl

Po/P1/P2/P3: 0/1/8/10 No/N1/N2/N3: 46.0/44.9/38.4/23.7
x2 total NO APLICABLE signif.: --

%2 dosil/control |NO AP signif.: 0.499 (Fisher)
x2 dosi2/control | NO AP signif.: 0.0029 (Fisher)
x2 dosi3/control | NO AP signif.: 0.0001 (Fischer)
coeficient corr. | 0.953 signif. <0.05




Taula 2

tumor: correcc. poly-3 | NO
Po/P1/P2/P3: NO/N1/N2/N3:

x2 total signif.:

v 2 dosil/control signif.:

x2 dosi2/control signif.:

v 2 dosi3/control signif.:

coeficient corr. signif.

tumor: correcc. poly-3 | Sl
Po/P1/P2/P3: NO/N1/N2/N3:

y2 total signif.:

x2 dosil/control signif.:

x2 dosi2/control signif.:

v 2 dosi3/control signif.:

Coeficient corr. signif.:

5.- Estudi de Genotoxicitat

Al document “ACN_resum.pdf” es presenta el resum de diversos assaigs de genotoxicitat
de l'acrilonitril. Entre d’altres es realitza un test d’Ames (mutacions geniques en Salmonella
typhimurium) Aquest ultim té un disseny compatible amb la normativa europea.

Nosaltres analitzarem Unicament alguns dels resultats del test d’Ames, pero cal recordar que
per avaluar el risc genotoxic/mutagénic d’'una substancia és necessari realitzar una
bateria d’assaigs, que cobreixi diferents tipus de resposta (mutacions géniques i
clastogénesi) en diferents tipus d’organismes o dissenys (eucariota/procariota; in
vivo/in vitro; taula 3). L’Agencia Europea del Medicament ha establert directrius per la

confeccid d’'una bateria minima pel registre de nous medicaments.




Taula 3. Alguns assaigs de genotoxicitat

Resposta
a) Lesion / Reparacion ADN

Organismo / Cél-lula | Assaig (exemple)

1.- Detecci6 de adductes o
nucleotids modificats

2.- Inducci6 de Resposta SOS

" 3.- Sintesi d’ADN no programada
(UDS)

Adductes bacteris

Reparacio bacteris

céel-lules "in vitro

mamifer “in vivo"

b) Mutacié de sequencia
(Genica)

mutacions puntuals o
multilocus

4 .- Test de Ames

5.- Mutants HGPRT / TK / ATPases
(també respon a mecanismes
clastogénics)

6.- Ratolins transgeénics lacZ

bacteris

céel-lules "in vitro

mamifer “in vivo"

c¢) Alteracions dels
cromosomes

céel-lules "in vitro

Aberracions cromosomiques
(clastogenesi)

mamifer "in vivo"

7.- Analisi del cariotip

céel-lules "in vitro"

8.- Assaig de micronuclis

mamifer "in vivo"

9.- Intercanvi de cromatides
germanes

translocacions entre N T cufrmD
L cel-lules "in vitro
cromatides

mamifer "in vivo"

5.1. Analisi estadistica dels resultats del Test d'Ames

El test d'Ames ha estat realitzat amb diverses soques de Salmonella typhimurium, amb cinc
nivells de dosi (més dos controls, positiu i negatiu) i per triplicat.

L'analisi estadistica dels resultats pretén determinar si existeixen diferencies significatives
entre el nombre de colonies desenvolupades amb diferents nivells de dosi. Nosaltres
aplicarem la prova de la t de Student per determinar si hi ha diferencies entre les mitjanes
obtingudes en els triplicats, a diferents dosis.

També es pot fer una analisi de la corba dosi-resposta i comprovar si es troba una correlacié
significativa. Degut a I'ampli marge de valors de dosi, aquesta es representa transformada
en logaritme de la dosi.

El programa permet fer aquests tests facilment.



Vamos a analizar unos resultados parciales del Test de Ames aplicados al acrilonitrilo. Uno por uno,
analizaremos los resultados correspondientes al ensayo con la cepa TA-100 sin bioactivaciéon, TA-100 con
bioactivacion y TA-1535 con bioactivacién. Los resultados estan disponible en el guién de la practica

Introduce los datos que figuran en el guién de practicas

Cepa [ [
activacion si/no /% P (prueba de t-Student)
DOSIS |logDosis COLONIAS dosis A COLONIES
ng/placa PLACA 1 [PLACA 2 [PLACA 3 [mitjana |S.D. 0 0 0 0 0
0

#DIV/0!
#DIV/0!
#DIV/0!
#DIV/0!
#DIV/0!

control +

A continuacio figuren els resultats obtinguts al aplicar el test d'Ames a l'acrilonitril amb la
soca TA100 amb i sense activacio i amb la soca TA1535 amb activaci6 (taules 4.1, 4.2 i 4.3).
Introdueix-los successivament en el full de calcul i anota els resultats.

Taula 4.1.

Soca: TA100 activacio: NO

dosi MitjanaxSD c_oef_. .corr:

(Ug/placa) placal |placa2 |placa3 signif:
P (prova t-Student)

0 95 99 102 respecte al control
negatiu

100 92 98 101

333 89 99 98

1000 92 97 103

3333 99 105 106

6666 88 91 99

control positiu {1110 1190 1185

Taula 4.2.

Soca: TA100 activacio: Sl

30% hamster S9 coef. corre:

((jl?gsllplaca) placa 1 placa 2 placa 3 Miana=SD signif.
P (prova t-Student)

0 115 120 110 respecte al control
negatiu

100 120 130 125

333 150 160 171

1000 251 262 271

3333 359 370 379

6666 435 428 441

control positiu | 1115 1129 1103




Taula 4.3.

Soca: TA1535 activacio: Sl
10% rata S9 coef. corr:

dosi Mitjanat+SD signif:

(ug/placa) placa 1 placa 2 placa 3
P (prova t-Student)

0 10 11 13 respecte al control
negatiu

100 14 13 16

333 24 21 19

1000 29 35 22

3333 38 42 41

6666 5 6 3

control positiu | 121 117 125

6.- PREGUNTES ADDICIONALS

L’enllag 3 et portara a tres pagines amb preguntes addicionals que et permetran comprovar i
autoavaluar els teus coneixements.

EVALUACION EXPERIMENTAL DE LA TOXICIDAD
CARCINOGENESIS Y GENOTOXICIDAD

Disefio Experimental y Andlisis de Resultados

Esta es la "péagina indice principal”. Sigue ordenadamente los enlaces.

En primer lugar analizaremos el estudio de carcinogénesis (1); después el estudio de
mutagénesis mediante el test de Ames (2). Posteriormente se respondenunas preguntas
sobre la valoracién de los resultados obtenidos (3).

1: ENSAYO DE CARCINOGENESIS »

Finalmente habria que elaborar un informe.
del estudio original de NTP en el enlace inferior.

Nosotros responderemos un cuestionario-test con respuestas multiples que sigue el
esquemade contenidos de un informe (4).

>»

Informe NTP "REAL" complefo

Per acabar, ves al punt 4 i respon el questionari (arxiu excel “AVALTOX-6-QUEST”). Una
vegada complimentat el puges (nomeés el questionari “AVALTOX-6-QUEST” ) al campus
virtual.

Aquesta activitat d’autoaprenentatge ha estat dissenyada i realitzada pels professors del
Grup d’Innovacié Docent ORFILA (UB).
Preguntes i suggeriments: jesusgomez@ub.edu



mailto:jesusgomez@ub.edu

