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Revista de

Toxicología
La Revista de Toxicología pretende ofrecer a sus lectores

(científicos, docentes, profesionales y estudiosos) información
actualizada sobre los avances más recientes en Toxicología.
Dedica especial atención a los estudios relacionados con los
efectos de las sustancias químicas y los mecanismos de toxici-
dad, mediante ensayos en animales de experimentación, méto-
dos alternativos in vitro y estudios en humanos. También inclu-
ye estudios sobre nuevas sustancias y técnicas analíticas. Otro
aspecto importante de la revista son los artículos de revisión,
especialmente en temas de Toxicología Fundamental, Toxicolo-
gía Clínica, Genotoxicología, Toxicología Ambiental, etc.

ASOCIACIÓN ESPAÑOLA DE TOXICOLOGÍA
Resumen actual de características y normativas

El objetivo fundamental de la Asociación Española de Toxi-
cología es el de propiciar la relación y cooperación entre sus
miembros, y coordinar sus esfuerzos a fin de contribuir al desa-
rrollo y difusión de los conocimientos en las diferentes áreas de
la toxicología. Su Estatuto fundacional fue aprobado oficialmen-
te el 15 de enero de 1980.

Toda persona interesada en pertenecer a esta Asociación
deberá cumplimentar una ficha de inscripción, refrendada por la
Junta Directiva. La cuota anual (43 €) se abona por domi-
ciliación bancaria. Esta cuota da derecho a la recepción de la
“Revista de Toxicología”. Una vez admitidos los nuevos asocia-
dos recibirán un título y, periódicamente, las actas de las reu-
niones y comunicación de actividades con carácter nacional e
internacional que pueden ser de interés.

La asociación promueve la celebración, cada dos años, del
Congreso Español de Toxicología, cuya organización puede
delegar. Además se ha establecido la celebración periódica de
seminarios o mesas redondas organizados por grupos de tra-
bajo. Cada reunión de este tipo será monotemática y abierta a
personas no pertenecientes a la Asociación, y se desarrollará
en diferentes ciudades españolas.

La Asociación organiza también programas de control de
calidad en Toxicología Analítica.

Asociación Española de Toxicología

Secretaría de la AET
Universidad Miguel Hernández
Edificio Vinalopó
Avda. Ferrocarril, s/n.
03202 Elche (Alicante)
e-mail: aetox@umh.es

Copyright

El envío de un manuscrito implica: que no ha sido publica-
do anteriormente (excepto como abstract, o como parte de una
conferencia, revisión tesis); que no está considerándose su
publicación en otra revista, libro, etc.; que su publicación ha
sido aprobada por todos los coautores, si los hay; que, cuando

y si el manuscrito es aceptado para su publicación, los autores
están de acuerdo en la cesión automática del Copyright a la
editorial y que el manuscrito no será publicado en ninguna otra
parte ni en ningún otro idioma sin permiso de la editorial.

Todos los artículos publicados en esta revista están protegi-
dos por Copyright, que cubre los derechos exclusivos de repro-
ducción y distribución del artículo (p. ej. como separatas) y tam-
bién los derechos de traducción. Ningún contenido de la revis-
ta puede ser reproducido, fotocopiado, microfilmado o almace-
nado en bases de datos electrónicas, videodiscos, etc., sin el
permiso escrito de los titulares del Copyright.

El uso de nombres descriptivos, de marcas, marcas regis-
tradas, etc., incluso si no se identifican especialmente, no impli-
ca que estos nombres no estén protegidos por las leyes y regu-
laciones correspondientes.

Aunque la información en esta revista se considera exacta y
verdadera en la fecha de publicación, ni la editorial, ni el direc-
tor de la revista, ni los autores pueden aceptar ninguna respon-
sabilidad legal por errores u omisiones que puedan acaecer.

Los trabajos que hayan sido aceptados se enviarán (origi-
nal, dos copias y disquete) al editor de la Revista de Toxicología:

Dra. Adela López de Cerain Salsamendi
C.I.F.A. Universidad de Navarra
C/ Irunlarrea, s/n.  31008 Pamplona
(Navarra) España
Fax: 948 42 56 53
E-mail: rev.toxicol@unav.es

Información Suscripción

Para los miembros de la Asociación Española de Toxicolo-
gía la suscripción está incluida en la cuota de socio de 43 €.

Suscripción anual:
España: 54 €. más 1,50 €. gastos de envío.
Extranjero: 54 €. más 8,26 €. gastos de envío.

Pedidos a:
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Resumen: La ocratoxina A es una micotoxina producida por
especies de los géneros Aspergillus y Penicillium que a través de
los alimentos puede pasar al ser humano. Su órgano diana es el
riñón pero también es hepatotóxica, inmunotóxica y teratogéni-
ca. Ha sido clasificada por la Agencia Internacional de
Investigación contra el Cáncer (IARC) como posible carcinóge-
no humano (clase 2B) pero se desconoce si el mecanismo de
acción transcurre a través de fenómenos genéticos o epigenéti-
cos. En este artículo se revisan los datos de genotoxicidad y
mutagenicidad de esta micotoxina. Aunque los primeros estu-
dios en ensayos de reversión mutagénica con bacterias resulta-
ron negativos, pronto se comprobó que administrada a animales
de experimentación, la ocratoxina A inducía la formación de
aductos especialmente en tejidos de riñón y vejiga urinaria de
ratón. También se ha comprobado que esta micotoxina produce
roturas monocatenarias en el ADN, da lugar a alteraciones cro-
mosómicas e intercambios entre cromátidas hermanas e induce
la síntesis de ADN fuera del período S, fenómeno indicativo de
procesos de reparación. Se considera que la actividad genotóxi-
ca es dependiente de activación metabólica, en particular de
varias isoformas P450, si bien los metabolitos genotóxicos no
han sido aislados. Los últimos estudios realizados con ocratoxi-
na A tritiada bajo diversas condiciones experimentales indican
que el principal metabolito es el derivado monohidroxilado 4-
(R) – hidroxi-ocratoxina A y que ni la ocratoxina A ni este meta-
bolito forman aductos con el ADN, por lo que su actividad geno-
tóxica estaría más relacionada con procesos de citotoxicidad y
peroxidación lipídica, los cuales podrían dar lugar a moléculas
reactivas con los ácidos nucleicos.

Palabras clave: ocratoxina A, genotoxicidad, mutagenicidad,
aductos, micotoxinas.

Abstract: Is the Ochratoxin A a mutagenic mycotoxine?
Ochratoxin A is a mycotoxin that is produced by species of the
genus Aspergillus and Penicillium which when found in food,
can then be passed into humans. Its major target is the kidney
but it is also hepatotoxic, immunotoxic and teratogenic. It has
been classified as being a possible human carcinogenic agent
(Group 2B) by the International Agency for Research on Cancer
(IARC) but it is not known if the mode of action occurs through
genetic or epigenetic events. In this article, the genotoxicity and
mutagenicity data of this mycotoxin are reviewed. Although the
first studies using bacterial mutagenicity tests were negative, it
was soon demonstrated that in vivo, ochratoxin A induced

adduct formation, particularly in renal tissue and urinary bladder
of mice. It is also known that this mycotoxin produces DNA sin-
gle-strand breaks, chromosomal aberrations and sister chro-
matid exchanges and also induces synthesis of DNA out of the
S period, an indicative event of repair processes. It is considered
that the genotoxic activity is dependent on metabolic activation,
particularly of some P450 isoforms, although the genotoxic
metabolites have not been isolated. The last studies performed
with tritiated ochratoxin A under many experimental conditions
indicate that the principal metabolite is the 4-(R) – hydroxi –
ochratoxin A; neither ochratoxin A nor this metabolite binds
covalently to DNA, so its genotoxic activity would be more
related with ochratoxin A-mediated citotoxicity and lipid perox-
idation, processes which can originate reactive species with
nucleic acids.

Key words: ochratoxin A, genotoxicity, mutagenicity, adducts,
mycotoxins.

Introducción
La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina producida por hongos
filamentosos superiores de los géneros Aspergillus y Penicillium
(principalmente A. ochraceus, P. verrucosum y A. carbonarium),
que fue descubierta por Van der Merwe en 1965 [1]. La molécu-
la está formada por un anillo de isocumarina unido por medio de
su grupo carboxilo a través de un enlace tipo amida, con una
molécula de L-ß-fenilalanina (Fig. 1). La OTA forma parte de
una familia de compuestos con estructura similar, algunos de los
cuales son producidos por las mismas especies fúngicas. Estos
análogos estructurales de la OTA pueden ser metabolitos natu-
rales o compuestos sintetizados “de novo” para la realización de
estudios de estructura-actividad [2].

Especies fúngicas productoras de OTA pueden colonizar una
gran variedad de alimentos y ser origen de su contaminación por
esta micotoxina. No obstante, el crecimiento fúngico en el ali-
mento no implica necesariamente la presencia de la micotoxina,
porque su producción está influenciada por diversos factores
como la humedad, la temperatura, el pH y la composición del
alimento, entre otros, y estas condiciones influyen además de
manera diferente en cada especie productora [3].

Numerosos estudios demuestran la presencia de OTA en una
gran variedad de alimentos, como cereales, cerveza, vino, café,
cacao, uvas pasas y especias [4-9]. Su presencia en tejidos ani-
males y derivados cárnicos es también importante por lo que
representa para el consumo humano. La carne bovina, en princi-
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pio, no supone peligro para la salud humana ya que los rumian-
tes destruyen la OTA por la acción de enzimas bacterianas pre-
sentes en su panza, lo que evita que la toxina se acumule en los
tejidos. Por el contrario, los alimentos derivados del cerdo,
representan una fuente potencial de transmisión de la toxina a la
población humana, pues se ha comprobado su presencia en
riñón, hígado, tejido muscular, tejido adiposo y sangre [10,11],
así como en derivados de hígado de cerdo como por ejemplo en
patés [12].

Algunos datos toxicocinéticos y de toxicidad general

Aunque en los animales de granja no son infrecuentes las into-
xicaciones graves por ingestión de OTA [13], en el hombre son
muy escasos los datos de toxicidad aguda [14]. Lo que preocu-
pa realmente hoy en día son aspectos de su toxicidad crónica, en
especial por su potencial mutagénico y cancerígeno.

Una vez ingerida, esta micotoxina se absorbe casi por completo
en el tracto gastrointestinal y alcanza rápidamente la circulación
general [15]. Aunque la ingesta de OTA a través del consumo de
alimentos contaminados no sea elevada, los parámetros toxico-
cinéticos y la capacidad de unirse a proteínas plasmáticas, prin-
cipalmente albúmina, contribuyen a la larga vida media de esta
micotoxina, aumentando así su potencial tóxico [16-18].

La OTA es principalmente nefrotóxica. En estudios epidemioló-
gicos se ha asociado el consumo crónico de OTA con el desa-
rrollo de ciertas enfermedades endémicas, tanto en animales
como en el hombre. En animales de granja el consumo crónico
de la OTA se ha identificado como factor determinante en la
etiología de la nefropatía porcina y de la nefropatía aviar espon-
tánea [9,19], y en el hombre se le cree responsable de la
Nefropatía Endémica de los Balcanes por la similitud entre sus
síntomas y los de la nefropatía aviar y porcina, pero esta enfer-
medad es todavía hoy día un misterio para los epidemiólogos
[20,21].

También se han demostrado efectos tóxicos de la OTA sobre el
sistema inmune, nervioso y sobre el hígado. Es teratogénica y
carcinogénica en animales de experimentación y está clasifica-
da por la Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer
(IARC) en el grupo 2B, como posiblemente carcinogénica en
humanos [22]. En cuanto a su potencial mutagénico, los datos a
veces contradictorios, son objeto de este artículo de revisión.

Aspectos moleculares de la toxicidad de la OTA

Los principales mecanismos de acción implicados en la toxici-
dad de la OTA son la inhibición de la síntesis de proteínas, inhi-
bición de la respiración mitocondrial, peroxidación lipídica y
secuestro del calcio intracelular. Pero estos efectos parecen ser
relevantes a las concentraciones de toxina usadas experimental-

mente; mucho más elevadas que las concentraciones de exposi-
ción natural, por lo que algunos autores han propuesto que estos
efectos posiblemente constituyan mecanismos de acción prima-
rios y no específicos de la OTA [23]. En los últimos años, estu-
dios realizados a bajas concentraciones experimentales de OTA,
similares a las encontradas en la exposición natural, indican que
ejerce un efecto sobre la señalización y regulación celulares.
Estos cambios en la función y en el fenotipo de las células, sin
destrucción ni daño celular, serían acciones específicas de la
OTA [24-27].

Exposición humana

Los resultados sobre los efectos tóxicos de la OTA ponen de
manifiesto la necesidad de evaluar la exposición humana a dicha
micotoxina. Varios estudios han analizado OTA en fluidos bio-
lógicos para relacionar la exposición humana a esta toxina con
los trastornos del sistema urinario, ya que el riñón es el princi-
pal órgano diana de su toxicidad. Así, en muchos países se ha
detectado la presencia de OTA en plasma humano, lo que indica
una exposición muy generalizada a esta micotoxina. En la mayo-
ría de los estudios los niveles referidos son bajos (inferiores a 1
ng/mL) y por ello todavía se cuestiona si la concentración de
OTA en plasma es el mejor indicador de exposición humana. A
este respecto, un estudio sobre los niveles de OTA en sangre de
donantes noruegos y suecos afirma que no hay correlación entre
los niveles de OTA en plasma y la ingesta diaria total estimada
de OTA, basándose en datos obtenidos de la literatura sobre
diferentes alimentos [28].

En algunos estudios se han encontrado valores no muy diferen-
tes entre pacientes sanos y pacientes con diferentes enfermeda-
des renales [29-33]. Sin embargo, en otros en los que única-
mente se estudiaron pacientes sometidos a diálisis frente a con-
troles, se observaron valores de OTA significativamente más
elevados en los primeros [34,35].

Los datos de exposición humana en diferentes zonas de España
indican la presencia de esta micotoxina en el plasma de perso-
nas residentes en el norte [34], en el sur [36] y zona centro [37],
a una concentración media equiparable a la hallada en otros paí-
ses europeos como Francia [38], Italia [39,40], Suecia [41] y
Dinamarca [42], e inferior a los encontrados en otras zonas geo-
gráficas como Checoslovaquia [43], Alemania [44], Polonia
[45] y la zona de los Balcanes [46,47]. También está presente en
países del norte de África como Túnez [48,33], Argelia [49],
Marruecos [50] y Egipto [31].

Por otra parte, la exposición a la micotoxina puede representar
un riesgo para la salud de los trabajadores, especialmente si no
se toman medidas preventivas y de protección adecuadas ya que
los niveles de OTA en el aire pueden resultar en un aumento de
los niveles en suero [51]. Contradictoriamente, otro estudio
reciente afirma que la exposición a la OTA presente en el aire,
por parte de trabajadores de granjas, no está relacionado con un
aumento de los niveles de OTA séricos y que por lo tanto la
exposición inhalatoria de OTA es de menor importancia que la
ingesta diaria de la micotoxina con los alimentos [52]. 

Legislación

En los últimos años, con los datos conocidos sobre la toxicidad
de la OTA y de exposición a través de la dieta, varias organiza-
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Fig. 1. Estructura química de la Ocratoxina A.
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ciones internacionales han establecido valores de ingesta diaria
admisible (IDA).

En 1991, la JECFA (Comisión mixta FAO/WHO de expertos
sobre aditivos alimentarios) estableció una IDA de 16 ng/kg de
pc, que corresponde con un consumo semanal admisible de 112
ng/kg de pc, basando su evaluación en el efecto nefrotóxico
observado en cerdos (la especie más sensible) [53]. Este último
valor se redondeó a 100 ng/kg de pc por esta misma comisión en
la reunión de 1995, lo cual equivale a 14 ng/kg de pc al día [54].

Las autoridades canadienses evaluaron la OTA entre los años
1989 y 1996, y determinaron una IDA de 1,2 - 5,7 ng/kg pc,
sobre la base de las propiedades carcinogénicas de esta micoto-
xina.

Posteriormente en 1998, el Comité Científico de la Comisión
Europea sobre alimentación humana valoró los datos científicos
sobre el potencial genotóxico de la OTA y sus mecanismos de
acción como carcinógeno, y consideró que sería prudente redu-
cir la exposición de OTA tanto como fuera posible, y en cual-
quier caso siempre inferior a 5 ng/kg de pc al día [55].

Por último la Comisión Europea publicó el reglamento (CE) nº
472/2002, por el que se establecen los límites de OTA en ali-
mentos con el objetivo de no sobrepasar los niveles de IDA esta-
blecidos [56]. Los límites fijados son de 5 µg/kg para cereales
en grano sin transformar (incluido el arroz sin transformar y el
alforfón o trigo negro), de 3 µg/kg para productos derivados de
los cereales (incluidos los productos transformados a base de
cereales y los cereales en grano destinados al consumo humano
directo) y de 10 µg/kg para uvas pasas (pasas de Corinto, sulta-
nas y otras variedades de pasas). Para café verde y tostado y pro-
ductos del café, vino, cerveza, zumo de uva, cacao y productos
del cacao y especias, cuyos límites debían haber sido estableci-
dos antes del 31 de diciembre de 2003, en el momento de redac-
tar este trabajo permanecen aún sin fijar. 

Genotoxicidad y mutagenicidad de la ocratoxina A

Un agente mutagénico es una estructura química capaz de reac-
cionar directa o indirectamente con los ácidos nucleicos causan-
do cambios no letales y hereditarios en la estructura, número o

reordenación de genes. Cuando un compuesto químico es capaz
de reaccionar con el ADN, por ejemplo uniéndose covalente-
mente a las bases nitrogenadas formando aductos, se dice que es
genotóxico. Si además se demuestra que esa interacción se tra-
duce en un cambio estable y hereditario en la estructura del
ADN, es decir en una mutación, se puede afirmar que el com-
puesto es mutagénico. 

En la década de los 60 surgió el interés sobre la evaluación del
potencial mutagénico de los productos químicos, al comprobar-
se que muchos de ellos eran capaces de producir alteraciones en
el material hereditario, cuya estructura y replicación se habían
dilucidado en la década anterior. Muy pronto se desarrollaron
procedimientos sencillos de ensayos con bacterias, a los que se
añadía un sistema exógeno de activación metabólica, general-
mente fracción S9 obtenida de hígado de rata, lo que permitió
evaluar los efectos mutagénicos de un gran número de tóxicos
ambientales. Los primeros estudios de mutagénesis, realizados
mediante el conocido “Test de Ames”, sugerían que aproxima-
damente el 90% de los compuestos carcinogénicos conocidos
hasta la fecha eran también mutagénicos [57].

Ensayos de mutación génica

Durante mucho tiempo la OTA fue considerada como un com-
puesto no mutagénico. Los primeros resultados experimentales
obtenidos en ensayos que detectan mutaciones génicas en bacte-
rias o levaduras, así lo evidenciaban [58-60] (Tabla 1). Así
mismo, Würgler y col. (1991), obtuvieron resultados negativos
en la estirpe de Salmonella typhimurium TA 102, capaz de
detectar mutaciones debidas a daño oxidativo [61]. Estas prime-
ras observaciones se han visto confirmadas en estudios más
recientes, en los que se han tratado con OTA bacterias
Salmonella typhimurium de las estirpes TA 98, TA 100, TA
1535, TA 1538, TA 102 y TA 104, tanto en presencia como en
ausencia de mezcla S9 obtenida de hígado de rata [62,63].
Föllmann y Lucas, (2003) ensayaron también la micotoxina en
un test de mutación génica, ensayo de hipoxantina-guanina-fos-
forribosil transferasa (HPRT), en células de mamífero V79
(fibroblastos de pulmón de hamster chino) [63]. Con este siste-
ma experimental obtuvieron asímismo resultados negativos
tanto si las células se trataban directamente con OTA, como si se
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Tabla 1. Ensayos de mutación génica.

Activación
Sistema Experimental [OTA] metabólica Resultados Referencia

Salmonella typhimurium TA1535/1537/1538 1-100 µg/placa S9 hígado rata – Kuczuk y col. 1978 [58]
Saccharomyces cerevisiae D3 50 y 100 µg/placa S9 hígado rata – Kuczuk y col. 1978 [58]
S. typhimurium TA98/100/1535/1537 0,5-500 µg/placa S9 hígado rata – Wehner y col. 1978 [59]
S. typhimurium TA98/100/1535/1537/1538 50-600 µg/placa S9 hígado rata – Bendele y col. 1985 [60]
S. typhimurium TA102 37-991 µg/placa S9 hígado rata – Würgler y col. 1991 [61]
S. typhimurium TA100/1535/1538 100 µM(1) + Henning y col. 1991 [64]
Células NIH/3T3 transfectadas con distintos CYP humanos 248 µM + De Groene y col. 1996 [65]
S. typhimurium TA98/1535/1538 121-1211 µg/placa S9 riñón ratón + Obrecht-Pflumio y col. 1999 [66]
S. typhimurium TA98/100 0-50 µg/placa S9 Hep G2 – Erlich y col. 2002 [62] 
S. typhimurium TA98/100/1535/1538/102/104 0,01-500 mM S9 hígado rata – Föllmann y Lucas, 2003 [63]
Ensayo HPRT en la línea celular V79 0,1-100 µM S9 hígado rata – Föllmann y Lucas, 2003 [63]
Ensayo HPRT en la línea celular V79 0,016-0,8 µM(1) – Föllmann y Lucas, 2003 [63]

(1) Concentraciones añadidas a un cultivo de hapatocitos de rata.
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añadía un medio de cultivo en el que previamente se habían
incubado hepatocitos de rata con la toxina (Tabla 1). 

El primer resultado positivo en un test de Ames se obtuvo utili-
zando como sustancia de ensayo un medio derivado de hepato-
citos de rata que habían sido tratados con OTA [64], lo que suge-
ría que serían metabolitos los responsables de su acción muta-
génica (Tabla 1). Esta observación fue confirmada posterior-
mente en un estudio realizado en líneas celulares que expresa-
ban distintos citocromos P450 humanos [65]. Estos autores
construyeron una serie de lineas celulares NIH/3T3 que expre-
saban de manera estable uno de los siguientes citocromos huma-
nos: CYP1A1, CYP1A2, CYP2C10, CYP2D6 y CYP2E1. Ade-
más, contenían el gen lac Z’ que servía como marcador para
detectar la frecuencia de mutación inducida por OTA. En el
rango de concentraciones ensayado, encontraron un aumento en
la frecuencia de mutación en las lineas transfectadas con
CYP3A4, CYP2C10, CYP1A2 y, en menor medida, CYP1A1.
En las células no transfectadas o que expresaban CYP2D6 o
CYP2E1 no observaron ningún incremento en la frecuencia de
mutación en el gen lac Z’. Por lo tanto, estos datos ponen de
manifiesto un efecto mutagénico de la OTA dependiente de la
activación metabólica. Además, utilizando inhibidores específi-
cos de CYP2C10 y CYP3A4, estos autores pudieron demostrar
que en la mutagenicidad de la OTA en esas lineas celulares inter-
venía de manera inequívoca citocromo P450.

En resumen, los datos previos obtenidos con el test de Ames uti-
lizando como sistema de activación enzimática microsomas
obtenidos a partir de hígado de rata han resultado negativos. Sin
embargo, el medio en el que han crecido hepatocitos cultivados
con OTA parece contener metabolitos mutagénicos, si bien estos
resultados no se han reproducido en el ensayo de mutación géni-
ca en células de mamífero [63]. También células transfectadas
con citocromos humanos dan lugar a metabolitos mutagénicos.
Parece por lo tanto que para que la genotoxicidad de la OTA se
ponga de manifiesto no basta con la presencia de enzimas cito-
cromo P450, sino que se requieren células íntegras [65].

Por otra parte, Obrecht-Pflumio y col. 1999, utilizando microso-
mas obtenidos a partir de riñón de ratón y como cofactores el
tradicional sistema generador de NADPH (NADP / glucosa-6-P
/ glucosa-6-P-deshidrogenasa) o bien ácido araquidónico, obtu-
vieron resultados positivos en el test de Ames, especialmente si
el cofactor era ácido araquidónico [66]. Estos resultados indican

que rutas metabólicas diversas pueden dar lugar a compuestos
genotóxicos, algunas de las cuales serían más activas en los
órganos diana. Por esta razón, estos autores sugieren la realiza-
ción del test de Ames utilizando fracciones microsomales de
otros órganos además de hígado.

Ensayos que miden reparación de ADN

En diversos estudios se ha evaluado la capacidad genotóxica de
la OTA midiendo la síntesis de ADN derivada del proceso de
reparación (Tabla 2). El primer estudio referido en la literatura
sobre el potencial genotóxico de la OTA fue realizado por Ueno
y Kubota en el año 1976 [67]. Evaluaron trece micotoxinas,
entre ellas la OTA, y cinco toxinas modificadas genéticamente,
mediante un ensayo de inhibición del crecimiento bacteriano
propuesto por Kada y col. (1972) [68]. En este ensayo se utiliza
un mutante de Bacillus subtilis deficiente en el sistema de repa-
ración del ADN por recombinación, lo que le confiere mayor
sensibilidad que su cepa de origen a agentes que alteran el ADN.
Por esta razón, compuestos potencialmente mutagénicos inhiben
el crecimiento de esta cepa mutante. La OTA no produjo inhibi-
ción del crecimiento bacteriano, por lo que se dedujo que no era
capaz de lesionar el ADN. También en bacterias, otros autores
han medido la capacidad de la OTA para inducir los sistemas de
reparación mediante el ensayo “SOS chromotest” desarrollado
por Malaveille y col. (1989) [69], en Escherichia coli. Sakai y
col. (1992) [70] obtuvieron resultados negativos, mientras que
Malaveille y col. (1994) [71], a concentraciones del orden de
1000 veces más altas, obtuvieron resultados positivos (Tabla 2).

Sin embargo, unos años más tarde, Mori y col. (1984) observa-
ron que la OTA y otras micotoxinas inducían síntesis no progra-
mada de ADN en cultivo primario de hepatocitos de rata y ratón
a 1 y 10 µM respectivamente [72]. Bendele y col (1985) en un
sistema experimental semejante no encontraron resultados posi-
tivos en un rango de dosis inferior; debido a problemas de cito-
toxicidad, la concentración más alta ensayada por estos autores
fue de 0,012 µM [60]. Estos resultados se confirmaron poste-
riormente también in vitro en células diana como son, las epite-
liales de vejiga de cerdo (PUBEC) [73] y las uroteliales huma-
nas [74]. Por lo tanto estos resultados indican que como conse-
cuencia del tratamiento de las células con la toxina, se producen
lesiones en el ADN que son corregidas por los sistemas celula-
res de reparación, los cuales sintetizan ADN fuera del período S.

4

Tabla 2. Ensayos que miden reparación de ADN.

Sistema Experimental [OTA] Resultados Referencia

Bacillus subtilis H17 y M45 20 y 100 µg/placa – Ueno y col. 1976 [67]
E. coli cepa PQ 37 20 µM y 60 µM(2) – Sakai y col. 1992 [70]
E. coli cepa PQ 37 1000, 2000 y 4000 µM + Malaveille y col. 1994 [71]
Hepatocitos de rata(1) 1 µM + Mori y col. 1986 [72]
Hepatocitos de ratón(1) 10 µM + Mori y col. 1986 [72]
Hepatocitos de rata(1) 0,00006-0,012 µM – Bendele y col. 1985 [60]
Células PUBEC 0,25-5 µM + Dörrenhaus y Föllmann, 1997 [73]
Hepatocitos de rata(1) 0,01-1 mM + Dörrenhaus y Föllmann, 1997 [73]
Células uroteliales humanas(1) 0,01-2 mM + Dörrenhaus y col. 2000 [74]
(1) Cultivo primario.
(2) Activación metabólica: S9 hígado rata.
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Ensayos que miden fragmentación del ADN

En todos los estudios en los que se ha medido fragmentación de
ADN se han obtenido resultados positivos (Tabla 3). Se ha
demostrado que la OTA produce roturas monocatenarias del
ADN tanto en sistemas in vitro [75,76] como in vivo en rata [77]
y ratón [76]. 

Más recientemente se han obtenido asímismo resultados positi-
vos con el ensayo del cometa en el que células aisladas y trata-
das con una solución de lisis, se someten a electroforesis en un
gel de agarosa. En aquellos casos en los que se hayan producido
roturas en el ADN, éste se expande desde el núcleo formando
una estela en forma de cometa cuyo tamaño es directamente pro-
porcional a la intensidad del daño sufrido. Mediante este ensayo
Lebrun y Föllmann (2002) han confirmado en la línea celular
MDCK, derivada de células renales de perro, que la OTA pro-
duce roturas monocatenarias de manera concentración depen-
diente y que este efecto aumenta tras la metabolización de la
OTA con fracción S9 de hígado de rata [78]. Erlich y col. (2002)
también observaron migración del ADN, en la línea celular
HepG2, derivada de hepatocarcinoma humano y concluyeron
que la OTA puede causar efectos genotóxicos en tejido hepático
humano [62].

Alteraciones cromosómicas

A la vista de los resultados obtenidos en los ensayos de frag-
mentación de ADN, sería previsible que esta micotoxina fuera
capaz de producir alteraciones cromosómicas numéricas y
estructurales. Sin embargo, son relativamente escasos los estu-

dios en los que se ha comprobado dicho potencial (Tabla 4).
Manolova y col. (1990) realizaron análisis citogenéticos a partir
de cultivos de linfocitos humanos tratados con OTA en presen-
cia y en ausencia de activación metabólica (fracción S9 de riñón
de rata). Observaron aberraciones cromosómicas, particular-
mente trisomía-X, en aquellos cultivos tratados únicamente con
la micotoxina, mientras que el nivel de estas alteraciones cro-
mosómicas disminuía con la adición de S9 [79].

Entre los ensayos citogenéticos de genotoxicidad se incluye el
de intercambio entre cromátidas hermanas si bien el mecanismo
molecular por el que se producen dichos intercambios no está
dilucidado. No obstante, se considera que el intercambio entre
cromátidas hermanas es una manifestación citológica de que hay
roturas en el ADN y consecuentemente, un intercambio entre
dos cromátidas de un mismo cromosoma. El intercambio ocurre
durante la replicación, y puede ser inducido por compuestos que
forman aductos con el ADN o por compuestos que interfieren en
la reparación de ADN. Bendele y col (1985), en hamster chino a
los que se les administró OTA por vía oral no obtienen diferen-
cias significativas en células de médula ósea [60]. Sin embargo
in vitro, Föllmann y col. (1995) obtienen resultados positivos en
células epiteliales del sistema urinario (PUBEC) tratadas con
distintas concentraciones de la micotoxina (Tabla 4). También se
observó que el metabolito de la OTA, OTα, presuntamente no
tóxico, es genotóxico en este ensayo a concentraciones superio-
res (10 nm-10 µM) [80].

Más recientemente, se ha estudiado la actividad mutagénica de
la OTA mediante el test del micronúcleo (MN), capaz de detec-
tar alteraciones cromosómicas, tanto numéricas como estructu-

5

Tabla 3. Ensayos que miden fragmentación de ADN.

Sistema Experimental [OTA] Resultados Referencia

Rotura de hebras aisladas de ADN
Células de bazo 25 µM + Creppy y col. 1985 [76]
Línea celular CHO y AWRF 124 µM + Stetina y Votava, 1986 [75]
Ratón / Hígado, riñón y bazo 2,5 mg/kg p.c. + Creppy y col. 1985 [76]
Rata / Hígado y riñón 288,8 µg/kg p.c. + Kane y col. 1986 [77]

Ensayo del cometa
Línea celular Hep G2 0-62 µM + Erlich y col. 2002 [62]
Línea celular MDCK 1nm-500 µM(1) + Lebrun y Föllmann, 2002 [78]
(1) Activación metabólica: S9 hígado rata.

Tabla 4. Ensayos de alteraciones cromosómicas.

Sistema Experimental [OTA] Resultados Referencia

Aberraciones cromosómicas
Linfocitos humanos 15 nM(1) + Manolova y col. 1990 [79]

Intercambios entre cromátidas hermanas
Hámster chino / Médula ósea 25-200 mg/kg p.c. – Bendele y col. 1985 [60]
Células PUBEC 100 pM-100 nM + Föllmann y col. 1995 [80]

Micronúcleo
Células OSV 12-30 µM (6 h.) + Degen y col. 1997 [81]
Células SHE 5-20 µM (3-72 h.) + Dopp y col. 1999 [82]
Células Hep G2 12-120 µM (1 y 24 h.) + Erlich y col. 2002 [62]
(1) Activación metabólica: S9 riñón rata.
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rales, pero de una manera indirecta. Los micronúcleos son
pequeñas partículas que contienen fragmentos acéntricos de
cromosoma, es decir sin centrómero, o cromosomas enteros, que
quedan rezagados en la disyunción anafásica de los cromosomas
mitóticos, razón por la cual no quedan incluidos en ninguno de
los dos núcleos de las células hijas y forman un micronúcleo in-
dependiente en el citoplasma. Por lo tanto, teóricamente, me-
diante este ensayo se pueden detectar dos tipos de efectos: a)
clastogénicos, producidos por aquellos compuestos que produ-
cen roturas cromosómicas y dan lugar a alteraciones estructura-
les, b) aneugénicos, producidos por aquellos compuestos que
alteran el proceso normal de migración cromosómica durante la
anafase mitótica y dan lugar a alteraciones numéricas. La dis-
tinción entre uno y otro tipo requiere el análisis del contenido de
los micronúcleos mediante técnicas de hibridación in situ.

En células de la vesícula seminal ovina (OSV), que carecen de
actividad monooxigenasa pero expresan una elevada actividad
prostaglandina H sintetasa (PGHS), se demostró que la OTA
induce MN de forma dosis-dependiente y con un efecto princi-
palmente clastogénico [81] (Tabla 4). No obstante, en contra de
lo esperado, la presencia de indometacina, inhibidor de PGHS,
no hizo disminuir la frecuencia de MN inducidos por OTA, lo
que sugiere que la genotoxicidad de la OTA en esas células es
independiente de esa vía metabólica. También en células SHE
(embrión de hamster sirio) la OTA induce MN de manera dosis
y tiempo dependiente [82] (Tabla 4). El número de MN induci-
do por la micotoxina fue estadísticamente significativo al cabo
de 3 h de tratamiento a la concentración de 10 µM, alcanzando
un máximo a las 36 h y 15 µM. Los resultados indican un efec-
to predominantemente clastogénico y un efecto directo sobre los
filamentos de actina. Entre los estudios más recientes se encuen-
tra el de Erlich y col. (2002) que encuentran asimismo resulta-
dos positivos en la linea celular Hep G2 a concentraciones entre
12 y 120 µM, con un máximo de MN tras 24 h de tratamiento y
61 µM [62]. 

Formación de aductos con el ADN

Los aductos son lesiones premutagénicas que se producen por la
unión covalente entre ciertos compuestos químicos de naturale-
za electrofílica y los átomos de N y O de las bases nitrogenadas
del ADN. In vivo se han obtenido resultados positivos en diver-
sos tejidos de rata y ratón [83-86], así como en sistemas in vitro
[87,88] (Tabla 5). Sin embargo, en estudios recientes tanto in
vivo como in vitro en cultivo primario de hepatocitos humanos y
de rata, los resultados obtenidos han sido negativos [89,90]. En
estos últimos experimentos se ha utilizado la micotoxina marca-
da radiactivamente con 3H y se han determinado tanto los meta-
bolitos como los aductos específicos generados por la micotoxi-
na y sus metabolitos. Las conclusiones derivadas de estos traba-
jos se comentan en el siguiente apartado.

Genotoxicidad y metabolismo

Como se ha podido comprobar por la información aportada en
esta revisión los datos sobre la genotoxicidad de la OTA son
inconsistentes y aparentemente contradictorios. Varias hechos
parecen ciertos: 

1) El tratamiento de animales de experimentación con la mico-
toxina da lugar a la formación de aductos en el ADN de diver-
sos tejidos, especialmente riñón y vejiga urinaria de ratón, y

también produce roturas monocatenarias en dichos tejidos [76-
77, 83-86]. 

2) Como consecuencia del tratamiento de células en cultivo con
ocratoxina A se producen roturas en el ADN que, bajo las con-
diciones apropiadas, se ponen de manifiesto por las formas de
cometa, por los intercambios entre cromátidas hermanas, por
las alteraciones cromosómicas directas o bien por los micronú-
cleos [62,78-82]. 

3) En los ensayos de mutación génica en bacterias y células de
mamífero en cultivo el tratamiento directo con la micotoxina,
incluso en presencia de un sistema exógeno de activación meta-
bólica, da resultados negativos, por lo que parece que la toxina
no es capaz de revertir una mutación preexistente [58-63].
Solamente dos excepciones a esta regla: el medio de cultivo en
el que han crecido hepatocitos tratados con OTA ha dado resul-
tados positivos en el test de Ames [64]; la mezcla S9 de riñón de
ratón ha dado lugar a resultados positivos en el test de Ames de
manera preferente si como cofactor se utiliza ácido araquidóni-
co en lugar de NADPH [66].

4) En cultivo primario de hepatocitos y otras células diana el
tratamiento con OTA induce el proceso de reparación de ADN,
ya que se produce síntesis de ADN fuera del período S [71-74]. 

5) En células transfectadas con citocromos humanos y porta-
doras del gen lac Z’ el tratamiento con OTA produjo mutaciones
en dicho gen consistentes principalmente en grandes deleciones
[65]. 

Por lo tanto, salvo las excepciones citadas en el punto 3, el efec-
to genotóxico de la OTA se ha puesto de manifiesto o bien en
ensayos que miden interacción con el ADN (aductos, repara-
ción) o bien en ensayos que detectan fragmentación (alteracio-
nes cromosómicas, micronúcleos, cometas), no propiamente en
ensayos específicos de mutación reversa. Este efecto genotóxi-
co se considera dependiente de activación metabólica, si bien
los metabolitos genotóxicos no han sido identificados por el
momento. 

Dos son los vías metabólicas implicadas: citocromo P450 y
prostaglandina H sintetasa (PGHS). En los experimentos de De
Groene y col. (1996) los citocromos humanos implicados son
CYP3A4, CYP2C10, CYP1A2 y, en menor medida, CYP1A1
[65]; Ed Adlouni y col. (2000) encuentran un aumento en la for-
mación de aductos, detectados mediante la técnica de post-mar-
caje con 32P, en un sistema experimental con DNA aislado trata-
do con OTA y microsomas de levadura que expresan el citocro-
mo humano CYP 2C9 [91]. Además, cuando la OTA se incuba-
ba con microsomas obtenidos de riñón de conejo pretratado con
fenobarbital se producía asimismo un incremento en el número
de aductos [91]. 

Por otra parte, la PGHS se ha implicado en la bioactivación de
la OTA in vivo sobre la base de que la co-administración de OTA
junto con indometacina o aspirina, ambos conocidos inhibidores
de PGHS, disminuía la formación de aductos en ratón [86]. Esta
hipótesis se ha visto apoyada posteriormente en un ensayo con
estirpes de Salmonella typhimurium, en el que la mezcla S9 de
hígado de ratón resultaba más eficaz como sistema de bioacti-
vación de la micotoxina cuando se utilizaba como cofactor ácido
araquidónico en lugar de NADPH [66]. Sin embargo, en células
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de vesícula seminal ovina, que expresan gran cantidad de PGHS,
la indometacina no inhibía la formación de micronúcleos [81].
Por lo tanto el papel que juega esta vía de transformación meta-
bólica en la genotoxicidad de la OTA está pendiente de confir-
mar. Por último, Ed Adlouni y col. (2000) deducen que el enzi-
ma glutation-S-transferasa estaría también implicada en la geno-
toxicidad de la OTA al encontrar que la inhibición de dicho enzi-
ma reducía la formación de aductos [91].

A este respecto, consideramos muy esclarecedor el estudio de
Gautier y col (2001) [89] que utilizando OTA tritiada compro-
baron, bajo diversas condiciones experimentales, la formación
de metabolitos, que determinan mediante HPLC, así como la
capacidad genotóxica de la micotoxina y sus metabolitos, que
determinan mediante la detección de aductos específicos de
OTA por contaje de centelleo. Estos autores llegan a interesan-
tes conclusiones que pasamos a resumir: a) En microsomas de
hígado, tanto de rata como humano, el único metabolito que
se forma es el derivado hidroxilado 4 - (R) – OH –OTA. No
encuentran diferencias entre sexos y comprueban que este meta-
bolito no es genotóxico. b) En microsomas de riñón de rata,
ratón o humano no encuentran metabolitos de la OTA y tampo-
co detectan unión covalente al ADN. c) En sistemas experimen-
tales con PGHS y peroxidasas (HRP) no encuentran evidencia
de formación de aductos. En todos los experimentos incluyen
controles positivos de compuestos que o bien son metabolizados
por los sistemas enzimáticos utilizados o bien dan lugar a aduc-
tos, por lo que se excluye la posibilidad de falsos negativos bajo
las condiciones experimentales utilizadas en ese estudio. 

Por lo tanto, concluyen que la OTA no da lugar a metabolitos
que reaccionen directamente con el ADN. Posiblemente la acti-
vidad genotóxica de la OTA sea secundaria a procesos de cito-
toxicidad y peroxidación lipídica que generarían radicales libres
responsables de las lesiones producidas en el ADN. 

En los estudios anteriores los aductos se habían medido median-
te la técnica de post-marcaje con 32P que no es específica, por lo
que no se puede asegurar que en los aductos detectados por ese
procedimiento esté presente una molécula de ocratoxina o meta-

bolito [83-88,92]. Por el contrario, la técnica de centelleo utili-
zada por estos autores detecta exclusivamente aductos de OTA o
derivados al disponer de la toxina marcada radiactivamente
[89,90]. El límite de detección del contaje de centelleo en las
condiciones de ese estudio es de 2,7 aductos / 109 bases y el
límite de detección de la técnica de post-marcaje es entre 3 y 20
veces aproximadamente más alto. Por lo tanto, todos los aductos
detectados por la técnica de post-marcaje deberían ser detecta-
dos mediante centelleo. Puesto que no ocurre así se puede dedu-
cir que la mayor parte de los aductos atribuidos anteriormente a
la toxina no contendrían un residuo OTA, sino que las lesiones
serían consecuencia de la citotoxicidad de la OTA [89].

Tampoco Gross-Steinmeyer y col (2002) en cultivo primario de
hepatocitos de rata y humanos tratados con OTA tritiada encuen-
tran aductos en el ADN [90]. Identifican tres metabolitos, uno
de los cuales es el derivado hidroxilado 4 - (R) – OH –OTA, y
otros dos unidos a pentosa y hexosa, respectivamente. Su límite
de detección es de 2 aductos / 109 bases, por lo que concluyen
también que la OTA no da lugar a metabolitos que reaccionen
con el ADN. Sus resultados, por tanto, apoyan la hipótesis de
Gautier y col. (2001) [89], reforzada por el hecho de que en
hepatocitos humanos y de rata metabólicamente activos, des-
pués del tratamiento con OTA se produce una disminución de la
relación GSH/GSSG [90].

Conclusión

En resumen, a la vista de todos estos datos, aunque el efecto
genotóxico de la OTA está fuera de toda duda, el mecanismo de
acción está todavía sin esclarecer y cobra fuerza la hipótesis de
una acción indirecta derivada de la citotoxicidad de la micotoxi-
na y no tanto de su capacidad intrínseca de reacción con el ADN.
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Introducción
Los metales pesados son elementos potencialmente tóxicos,
cuya presencia en el medio ambiente se ha incrementado nota-
blemente en las últimas décadas, fundamentalmente por la
acción del hombre. La contaminación metálica supone una ame-
naza medioambiental importante para los seres vivos, ya que
diversos metales que son micronutrientes esenciales, como el
cobre y el zinc, resultan tóxicos en concentraciones elevadas,
mientras que otros, como cadmio, plomo y mercurio, son tóxi-
cos a dosis mínimas. 

Entre los organismos presentes en los ecosistemas terrestres son
particularmente destacables los macromicetos, por su ubicuidad
y extensa e íntima integración en el medio. El micelio de estos
hongos puede captar y bioacumular los metales pesados, apare-
ciendo posteriormente en los carpóforos o setas, en concentra-
ciones a veces muy superiores a las del medio. 

La captación de metales pesados por los hongos y la presencia
en los carpóforos que éstos producen, depende de una serie de
factores medio ambientales y del propio hongo [1-7]. Los pri-
meros determinan la movilidad y disponibilidad de los metales
y los segundos definen la mayor capacidad acumuladora de los
hongos respecto a las plantas y la diferente aptitud captadora
mostrada por las distintas especies.

Inicialmente los metales son fijados por grupos funcionales
(fosfato, carboxil, amino y especies diéster de éstos) de los com-
ponentes de la pared celular de los hongos, sobre todo polisacá-
ridos como la quitina [8]. Parte de ellos serán transportados al
interior de la célula y su traslocación a los carpóforos se ve favo-
recida por la comunicación orgánica que existe en todo el mice-
lio. La existencia de proteínas, polipéptidos y otras macromolé-
culas implicadas en la captación de algunos metales, será el
principal factor que determine la gran capacidad de acumula-
ción que muestran algunas especies [9-13]. La edad, el grado de
expansión y la distribución del micelio en el substrato, así como
el tamaño, edad y región anatómica del carpóforo, también
influyen significativamente en la presencia de metales pesados
[1, 14-16].

Resumen: Se presenta un estudio sobre la presencia de metales
pesados (cadmio, mercurio, plomo, cobre y zinc) en 238 mues-
tras de carpóforos pertenecientes a 28 especies comestibles de
hongos silvestres en la provincia de Lugo. El método analítico
para la determinación de metales ha sido la Voltamperometría de
redisolución anódica. Se ha estudiado la incidencia de los
siguientes factores en la acumulación de metales en los hongos:
especie, ecología (micorrízicas, saprófitas terrícolas, saprófitas
lignícolas y saprófitas cultivadas) y parte anatómica del carpó-
foro (himenóforo y resto del carpóforo). Las especies saprófitas
terrícolas muestran las máximas concentraciones metálicas,
siendo las más bajas las de las especies lignícolas y cultivadas.
Individualmente las especies más relevantes han sido: Agaricus
macrosporus para el cadmio, Boletus pinophillus, para el mer-
curio, Coprinus comatus y Lepista nuda para el plomo, Macro-
lepiota procera para el cobre, y Calvatia utriformis y Lactarius
deliciosus para el zinc. El himenóforo es la parte anatómica que
muestra mayores niveles de metales.

Palabras clave: Macromicetos comestibles, metales pesados,
voltamperometría, factores de bioconcentración (FBC).

Abstract: Macrofungi as potential biomediation agent in
compost material contaminated with heavy metals. A study
on the presence of heavy metals (cadmium, mercury, lead, cop-
per and zinc) in 238 samples from 28 species of edible wild
mushrooms from the Province of Lugo, is presented. An anodic
stripping voltammetric technique was used. The following fac-
tors were considered: species, ecology (mycorrhizals, terrestrial
saprophytes, and cultivated and wild saprophytes) and morpho-
logical portion (hymenium and the rest of the fruit body). Wild
saprophytic species showed higher levels than mycorrhizals
species, with the cultivated species being those with lower
levels. The highest levels of metal were found in the following
species: Cadmium, Agaricus macrosporus; mercury, Boletus
pinophillus; lead Coprinus comatus and Lepista nuda; copper;
Macrolepiota procera; and zinc, Calvatia utriformis and
Lactarius deliciosus. Hymenophore was always the morpholog-
ical portion that contained the highest levels of metal.
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Son, por tanto, múltiples los factores que intervienen, y la inte-
racción de todos ellos determinará la capacidad de captación y
acumulación de los metales en los hongos. Muchos de estos fac-
tores aun no son bien conocidos, y la importancia biológica y
ecológica que puedan tener algunos metales en los hongos es
aún una incógnita.

Material y métodos

Muestreo

Se seleccionaron 28 especies de macromicetos frecuentes en las
zonas de estudio, comestibles y/o con interés comercial: 15
micorrízicas y 13 saprófitas, de las cuales 9 son terrícolas, 2 lig-
nícolas y 2 cultivadas.

Las zonas de muestreo se distribuyeron en 2 grandes áreas: un
área principal en el término municipal de Lugo y alrededores, y
un área secundaria en el sur de la provincia, en el municipio de
Quiroga. La selección de estas zonas se estableció siguiendo cri-
terios de disponibilidad de las especies y de exposición a conta-
minación, distinguiéndose 2 tipos de zonas: 1. Zonas expuestas
a contaminación antropogénica, es decir, zonas urbanas y zonas
anexas a carreteras y, 2. Zonas libres de contaminación aparen-
te, que serían zonas campestres o forestales alejadas de núcleos
urbanos, carreteras u otras fuentes de contaminación. Estas
zonas se dividieron en 32 subzonas dependiendo de las caracte-
rísticas del hábitat, de tal forma que se recogieron un total de
238 muestras de carpóforos y 56 muestras de suelos (una o más
por subzona dependiendo de la extensión de la misma). Las
muestras de macromicetos cultivados se obtuvieron en los mer-
cados locales.

Preparación de las muestras

Las muestras se prepararon según el método descrito por García
y col.[4]: los carpóforos se limpiaron y se separaron dos partes
anatómicas (himenóforo, o zona fértil en donde se forman las
esporas sexuales y el resto del carpóforo). Posteriormente se
procedió a la homogeneización y conservación de las muestras
en congelación.

Las muestras de suelos se recogieron mediante extractor, obte-
niéndose un volumen constante correspondiente a los 10 cm
superficiales. 

Para la mineralización de las muestras de carpóforos se proce-
dió a una digestión abierta con mezcla sulfonítrica (1:4) para
el análisis de mercurio [6], y calcinación en horno de mufla a
425 ºC y disolución de cenizas en HCl 0,1 N para el análisis de
los demás metales.

En muestras de suelos la digestión abierta se realizó con agua
regia (HCl:HNO3 3:1) para el análisis de todos los elementos.

Análisis

La determinación de los metales se llevó a cabo mediante vol-
tamperometría de redisolución anódica de impulso diferencial
(equipo Metrohm VA 693 processor acoplado a stand VA 694),
con electrodo de gota de mercurio (HMDE) para el análisis de
Zn, Cd, Pb y Cu, y con electrodo rotativo de oro para el análisis
de Hg.

Las condiciones de trabajo fueron las descritas por Alonso y col.
[6] y Pérez-López y col. [17], estando los potenciales de pico
localizados a –1000 mV para el zinc, -600 mV para el cadmio,-
400 mV para el plomo, –100 mV para el cobre y 600 mV para
el mercurio.

En el análisis de Zn, Cd, Pb y Cu se utilizó tampón acetato para
ajustar el pH de las muestras, CH3COOH (2 mol/l):NH3

(1 mol/l). Para la determinación del Hg, inmediatamente antes
del análisis se añade a cada muestra 0,4 ml de EDTA (0,1 mol/l),
0,2 ml de ácido perclórico (70%) y 0,1 ml de ClNa (0,1 mol/l).

La cuantificación se realizó mediante el método de adiciones
estándar, empleando disoluciones patrón a las concentraciones
adecuadas.

La calidad del método se valoró mediante el estudio de los pará-
metros de sensibilidad (límite de detección), exactitud (material
de referencia del liquen Evernia prunastri y recuperaciones ana-
líticas) y precisión (coeficiente de variación). El resumen de este
estudio se muestra en la tabla 1.

Resultados y discusión

Los resultados obtenidos del análisis por duplicado de las diver-
sas partes anatómicas de las 238 muestras de carpóforos y del
análisis de las 56 muestras de suelos, se resumen en la tabla 2.

Se observa cómo las mayores concentraciones de metales se
encuentran en himenóforo, siendo los valores medios especial-
mente elevados en mercurio, superiores a los encontrados habi-
tualmente en otros organismos animales o vegetales. A partir de
los datos de suelos y carpóforos, es posible calcular los factores
de bioconcentración o FBC (cociente entre la concentración
metálica en carpóforo y la concentración en el suelo de creci-
miento), que muestran el carácter bioacumulador o bioexclusor
de estos organismos. En la tabla 3 se resumen estos factores,
observando que los hongos se comportan como activos bioacu-
muladores de todos los metales exceptuando el plomo, para el
que se muestran como bioexclusores. Este hecho pone de mani-
fiesto que los macromicetos muestran escasa aptitud captadora
para el plomo, unido a la baja movilidad y disponibilidad de este
metal en el suelo.

A partir de los resultados obtenidos, se valoran a continuación
los factores que afectan a los contenidos de metales pesados en
los hongos.

Ecología

Puede observarse en la figura 1, cómo las especies saprófitas
terrícolas muestran las máximas concentraciones para todos los
metales, con diferencias significativas respecto a los otros gru-
pos. Tras ellas se sitúan las especies micorrízicas, y con niveles
mucho más bajos especies lignícolas y cultivadas. Los mayores
valores que muestran las especies saprófitas terrícolas respecto
a las micorrízicas puede deberse a la mayor actividad descom-
ponedora que muestran las primeras, ya que, como indica
Hoiland [3], la degradación de las sustancias polifenólicas, favo-
rece la liberación y captación de los metales. Además, Yoshida y
Muramatsu [18, 19] indican que el micelio de los hongos sapró-
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fitos se localiza fundamentalmente en los horizontes más super-
ficiales del suelo, en los cuales se concentran la mayor cantidad
de los metales pesados, mientras que el micelio de las especies
micorrízicas se encuentra normalmente en horizontes más pro-
fundos.

Los menores contenidos encontrados en las especies cultivadas
y lignícolas pueden explicarse por el pequeño volumen de subs-
trato sobre el que crecen, y por la baja concentración de metales
que normalmente presentan estos substratos, como así lo indican
autores como Tyler [20] y Gabriel y col. [21].

Especies

Considerando las Especies individualmente, en la tabla 4 se
resumen los niveles medios de metales encontrados en las espe-
cies de estudio, destacando para cada metal por su aptitud cap-
tadora las siguientes: Agaricus macrosporas (cadmio); Boletus
pinophillus (mercurio); dos especies para el plomo, Coprinus
comatus, por presentar las mayores niveles de este metal, aunque
debe tenerse en cuenta que es la especie con mayor presencia en
áreas urbanas, con niveles de contaminación más elevados, y
fuera de las zonas urbanas, Lepista nuda; Macrolepiota procera
(cobre); y Calvatia utriformis y Lactarius deliciosus (zinc).

La especie Agaricus macrosporus fue la más sobresaliente por
su aptitud captadora, ya que para todos los metales se encuentra
entre las 3 primeras especies con mayores concentraciones o

FBC, destacando especialmente para cadmio. Agaricus silvico-
la, una especie muy cercana taxonómicamente, muestra también
concentraciones elevadas. Al estudiar los factores de bioconcen-
tración (FBC), Agaricus macrosporus amplifica, por término
medio, 873 veces los niveles de cadmio del suelo, frente a los
16,5 habituales en otras especies, y sólo Agaricus silvicola se
acerca con un FBC medio de 350.

Diversos investigadores han destacado la capacidad acumulado-
ra de las especies de Agaricus de la sección arvenses [1-2, 5, 16,
22-23] a la que pertenecen A. macrosporus y A. silvicola. La ele-
vada acumulación de cadmio en estos hongos se debe a la pre-
sencia de ciertas macromoléculas implicadas en la captación de
este metal, como la fosfoglucoproteína cadmio-micofosfotina y
otras proteínas de bajo peso molecular identificadas en Agaricus
macrosporus [24-25]. Además se ha observado en estos hongos
que el crecimiento miceliar se ve estimulado por la presencia de
cadmio hasta un valor crítico, planteando la posibilidad de que
este elemento pudiera ser un factor de crecimiento para estos
organismos [26].

Parte anatómica

Respecto a la Parte anatómica del carpóforo, se han encontrado
para todos los metales, excepto el plomo, mayores concentra-
ciones en himenóforo, con diferencias significativas respecto al
resto del carpóforo. En esta parte, a su vez, el sombrero muestra
mayores niveles respecto al pie (Figura 2). 
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Tabla 1. Caracteres analíticos del método empleado.

Cd Hg Pb Cu Zn

Límite de detección: en disolución blanco (µg/L) 0,081 1,201 0,306 0,990 0,738

en muestras de carpóforos (µg/kg) 1,242 27,15 4,590 21,43 11,69

Exactitud: Mat. referencia 0,117 0,20 4,9 3,6 30,4
Certificado (mg/kg) 0,100-0,134 0,16 – 0,24 4,3 – 5,5 3,1 – 4,1 27,0 – 33,8
Determinado (mg/kg) 0,11 ± 0,02 0,18± 0,02 4,95±0,30 3,26±0,25 29,5±1,1

95,73 % 88,50 % 101,02 90,28 % 97,04 %

Recuperación analítica media (%) 98,7 90,20 92,8 89,26 94,39

Precisión (coeficiente variación) 2,03 6,21 4,22 4,15 1,23

Tabla 2. Concentraciones medias (mg/kg de peso seco).

Cd Hg Pb Cu Zn

Himenóforo 0,819 2,121 1,171 102,8 165,4
Resto del carpóforo 0,454 1,427 1,122 79,60 104,7
Carpóforo completo 0,568 1,625 1,133 86,54 122,2

Suelos 0,079 0,016 25,25 23,12 35,51

Tabla 3. Factores de bioconcentración medios.

Cd Hg Pb Cu Zn

Himenóforo 24,16 177,4 0,067 10,35 7,460
Resto del carpóforo 14,56 119,8 0,063 7,884 4,596
Carpóforo completo 16,50 131,3 0,064 9,366 5,172
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Las razones de la distinta aptitud captadora de las partes anató-
micas, pueden relacionarse con el mayor contenido proteico que
autores como Chang y Chan [27] han observado en himenóforo,
posiblemente debido a la mayor actividad biológica de esta por-
ción, al ser la parte fértil productora de esporas sexuales.
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Fig. 1. Niveles de metales pesados en macromicetos según ecología. Fig. 2. Concentraciones de metales pesados en las distintas partes
del carpóforo.

Tabla 4. Concentraciones medias (mg/kg de peso seco) en las especies estudiadas.

Especie n Cadmio Mercurio Plomo Cobre Zinc

Agaricus bisporus 6 0,195 0,399 0,504 67,20 65,12
Agaricus campestris 9 0,657 1,871 2,307 108,7 162,4
Agaricus macrosporus 13 33,22 4,012 1,349 202,9 194,0
Agaricus silvicola 6 6,444 2,196 1,419 142,4 146,5
Agrocybe cylindrica 6 0,397 0,287 0,624 35,12 61,13
Amanita rubescens 12 0,636 0,461 0,790 54,04 151,9
Boletus aereus 6 0,654 3,738 0,657 71,75 115,6
Boletus aestivalis 6 0,699 1,789 0,929 57,79 142,6
Boletus edulis 10 0,819 2,389 0,706 62,12 84,61
Boletus pinophillus 13 0,797 5,209 0,595 60,62 100,9
Calvatia utriformis 7 0,515 2,437 2,316 235,6 265,8
Cantharellus cibarius 13 0,277 0,334 0,779 55,35 76,93
Clitocybe nebularis 9 0,476 1,334 1,356 78,48 117,9
Coprinus comatus 10 1,225 2,404 3,823 121,3 113,9
Fistulina hepatica 6 0,206 0,242 0,477 34,13 39,46
Hydnum repandum 8 0,332 0,492 0,831 36,13 32,25
Lactarius deliciosus 9 0,282 0,590 0,662 22,77 199,5
Leccinum scabrum 6 1,048 0,449 1,337 44,22 83,81
Lepista nuda 9 0,558 3,718 2,341 118,8 130,9
Macrolepiota procera 12 1,006 1,962 1,416 212,5 88,20
Marasmius oreades 6 0,460 0,875 1,098 110,8 111,6
Russula cyanoxantha 6 0,345 0,956 0,601 67,26 90,07
Tricholoma columbetta 12 0,341 0,495 0,789 70,28 187,6
Tricholoma equestre 6 0,366 0,726 0,708 45,61 144,3
Tricholoma portentosum 10 0,479 0,776 0,533 53,75 107,9
Xerocomus badius 9 0,624 0,345 0,606 52,35 181,3
Xerocomus chrysenteron 6 0,535 0,453 1,070 68,96 124,5

n: número de muestras.
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sents a good genetic similarity with the species from which it
derives . Here we show the results of an in vivo study on rainbow
trout individuals sublethally exposed to 69 µg/g bw of benzo(a)
pyrene by i.p. injection. The genotoxic effects have been
assessed by band pattern comparison of the DNA that was
obtained from peripheral blood cells taken up at different peri-
ods of time (1 – 3 months). Due to the fact that that the presence
of polymorphisms interferes with the analysis between the treat-
ed and untreated groups, the comparisons were carried out on
the same individual before and after the treatment. Qualitative
and quantitative analyses showed the presence of new bands and
alterations in band intensity, confirming the results obtained in
vitro with the same genotoxic agent.

Keywords: Genotoxicity, RAPD, fingerprint ADN, B(a)P, rain-
bow trout.

Introducción
Las especies piscícolas están sometidas a exposiciones agudas o
crónicas causadas por contaminantes ambientales de diferente
naturaleza. El potencial genotóxico de alguno de estos com-
puestos puede alterar la molécula de ADN de las células somá-
ticas y/o germinales de los individuos expuestos y, en función de
su naturaleza, su concentración y duración de la exposición, lle-
gar a modificar la estructura genética de las poblaciones, parti-
cularmente si estas alteraciones son capaces de permanecer y
transmitirse a través de generaciones (1). Por ello y aunque en
ecotoxicología el centro de interés se establece a escala pobla-
cional, la detección temprana de daño al ADN en células somá-
ticas adquiere una gran importancia (2, 3). 

En este sentido la utilización de líneas celulares derivadas de
especies piscícolas podría resultar de gran utilidad para predecir
los efectos a nivel genético que la exposición a determinadas
sustancias químicas podría inducir en organismos vivos. La
línea celular RTG-2 derivada de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) es una de las mas utilizadas en estudios ecotoxicológi-
cos, habiéndose demostrado en estudios de citotoxicidad, reali-
zados para predecir la toxicidad relativa de sustancias químicas
y muestras ambientales, una muy buena correlación in vivo / in
vitro (4, 5). 

Esta línea celular también ha sido utilizada para la detección de
efectos genotóxicos, aplicando las técnicas tradicionales de
valoración de genotoxicidad en humanos (intercambio de cro-

Resumen: La técnica de RAPD (Amplificación al Azar de ADN
Polimórfico) permite detectar alteraciones inespecíficas en el
ADN procedente de células que poseen una dotación genética
idéntica, como son las líneas celulares establecidas, mediante la
comparación del patrón de bandas de las células expuestas y no
expuestas a la acción de genotóxicos. 

En los últimos años hemos desarrollado una metodología sensi-
ble y reproducible utilizando la línea celular RTG-2, derivada de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). Sin embargo, es preciso
comprobar la capacidad predictiva de este ensayo mediante estu-
dios in vivo. La línea celular RTG-2, como se ha evidenciado en
trabajos anteriores, presenta una gran similitud genética con la
especie de la que procede. Por ello, en este trabajo, se ha lleva-
do a cabo una exposición subletal a benzo(a)pireno mediante
inyección intraperitoneal de 69 µg/g de p.c. en alevines de tru-
cha arco iris, valorando la aparición de mutaciones mediante la
comparación del patrón de bandas obtenido a partir del ADN de
células de sangre periférica, a diferentes tiempos (1 - 3 meses).
Debido a que la presencia de bandas polimórficas dificulta el
análisis entre los grupos de individuos tratados y no tratados, las
comparaciones se realizaron en un mismo individuo antes y
después del tratamiento. Los análisis cualitativos y cuantitativos
mostraron tanto la aparición de nuevas bandas, como alteracio-
nes en su intensidad confirmando, de esta manera, los resultados
que previamente habíamos obtenido in vitro tras exposiciones a
este mismo genotóxico.

Palabras clave: Genotoxicidad, RAPD, huella genética ADN,
B(a)P, trucha arco iris.

Abstract: In vivo detection of DNA alterations produced by
Benzo(a)pyrene using the RAPD technique. The RAPD tech-
nique (Random Amplified Polymorphic DNA) is able to detect
nonspecific alterations in the DNA of cells with identical gene
pool, such as in the case of the established cell lines, by band
pattern comparisons of exposed and nonexposed cells. In the
past few years, we have developed a sensitive and highly repro-
ducible methodology using RTG-2 cells, an established cell line
derived from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). However, it
is necessary to test the predictive ability of this assay for in vivo
studies. The RTG-2 cell line, as we have previously shown, pre-

Rev. Toxicol. (2004) 21: 16-22

Detección “in vivo” mediante RAPD de alteraciones
en el ADN producidas por benzo(a)pireno

Becerril* C, Acevedo, H, Llorente1 MT y Castaño1 A

Servicio de Toxicología C.N.A. (AESA), Majadahonda, 28220 Madrid.
1Division de Toxicología Medioambiental. CISA-INIA Valdeolmos-28130 Madrid. e-mail: cbeceril@isciii.es

Recibido 28 de Julio de 2003 / Aceptado 24 de Noviembre de 2003

*A quien dirigir la correspondencia.



Detección mediante RAPD de alteraciones en el ADN por benzo(a)pireno

Rev. Toxicol. (2004) 21: 16-22

mátidas, aberraciones cromosómicas etc) (6, 7). Sin embargo,
estas técnicas citogenéticas resultan especialmente tediosas
cuando se aplican sobre células de peces, ya que en general estos
poseen un elevado numero de cromosomas de pequeño tamaño.
Para resolver estos inconvenientes en los últimos años, se han
desarrollado nuevas metodologías, como por ejemplo el ensayo
comet, o se han realizado adaptaciones de ensayos ya existentes,
como en el caso del ensayo de micronúcleos al que se le han
incorporado sistemas de contaje automatizados como la citome-
tría de flujo o el análisis de imagen (8, 9, 10). De igual forma, la
aplicación de determinadas técnicas moleculares como la ampli-
ficación de genes por PCR o el ADN fingerprint o huella gené-
tica, están proporcionando herramientas muy valiosas en los
procesos de valoración del riesgo genotóxico medioambiental
(11, 12).

La técnica de RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA o
Amplificación al Azar de Fragmentos Polimorficos de ADN)
desarrollada por Williams en 1990 (12) permite la amplificación
de fragmentos de ADN sin conocimiento previo de su secuencia
mediante la utilización conjunta de cebadores de secuencia arbi-
traria y bajas temperaturas de hibridación. El resultado es la
obtención de una huella genetica o patrón de bandas caracterís-
tico del ADN de la especie utilizada (13).

Ya que las líneas celulares establecidas presentan una dotación
genómica idéntica la huella genética o patrón de bandas obteni-
do mediante la técnica RAPD, es constante y especifico de su
ADN, sin la distorsión que presenta la existencia de bandas poli-
mórficas consecuencia de las diferencias interindividuales en la
especie in vivo (14).

Además, las líneas celulares debido a sus cortos ciclos celulares,
permiten realizar, en períodos de tiempo reducidos, seguimien-
tos de los efectos transgeneracionales que pueden producir las
exposiciones crónicas a contaminantes medioambientales, lo
que las convierten en un sistema muy adecuado para los estudios
de genotoxicidad. 

En trabajos previos nuestro equipo de investigación ha aplicado
esta técnica para la detección de daño inespecífico al ADN tras
exposiciones agudas y crónicas de células RTG-2 a genotóxicos
patrón (15, 16). No obstante la idoneidad de su aplicación está
en función básicamente, de la constatación de que los resultados
obtenidos in vitro se correlacionen con los resultados que se
obtengan en estudios in vivo.

En el presente trabajo se realizó un estudio de detección de alte-
raciones en el genoma de trucha arco iris tras una exposición
intraperitoneal subletal a benzo(a)pireno, el mismo contaminan-
te ambiental utilizado en los estudios in vitro (15). 

Para monitorizar los efectos de la exposición al tóxico en un
mismo individuo en una escala temporal, se han utilizado célu-
las de sangre periférica que no implicaban el sacrificio de los
animales. 

Material y Métodos

Se utilizaron un total de 18 truchas para un estudio multiensayo,
de las cuales 8 (T1-T8) tras un periodo de tres meses de dura-
ción fueron utilizadas en este estudio. Las truchas fueron acli-

matadas, durante un mes antes de la exposición, en acuarios
individuales de cristal de 50 L con flujo continuo. Los paráme-
tros de calidad del agua (pH, oxígeno disuelto y temperatura) se
controlaron diariamente. El peso medio de los individuos, en el
momento de la exposición, fue de 150 grs aproximadamente. 

Se realizó una exposición subletal en la mitad de los individuos
(T5-T8) de 69 µg/g de peso corporal de benzo(a)pireno (B(a)P,
CAS nº 50-32-8, Sigma, USA) mediante una única inyección
intraperitoneal, utilizando aceite de maíz como solvente. Las
truchas restantes (T1-T4), fueron tratadas con la misma cantidad
de aceite de maíz y se utilizaron como control. 

Para realizar los análisis se extrajeron vía vena caudal, 1 ml de
sangre periférica en controles y expuestos, inmediatamente
antes de iniciar el tratamiento (t0) y posteriormente, a intervalos
de 30 días (t1, t2, t3). Dicha sangre se recogió en tubos heparini-
zados y se centrifugó a 1500 rpm durante 2 min. El sedimento
obtenido se resuspendió en 500 µl de tampón citrato (pH 7.4) y
se distribuyó en alícuotas de 100 µL que se congelaron y alma-
cenaron a –70 ºC hasta su posterior análisis. 

Extracción del ADN y reacción de RAPD

El ADN de cada alícuota se extrajo con fenol-cloroformo y su
integridad se comprobó en geles de agarosa al 0,8% utilizando
como marcador de peso molecular el fago λ (13). La reacción de
RAPD se llevó a cabo en un termociclador Perkin-Elmer (mod.
2400) utilizando 5 ng de ADN mediante un procedimiento opti-
mizado ya descrito en trabajos anteriores (16, 17). Se seleccio-
naron 4 cebadores en función de su buena correlación in vivo /
in vitro (22): AA-82 (5´-GATCCATTGC-3´), AA-89 (5´-
GGGCCTCTGAT-3´), C-96 (5´-AGCACTGTCA-3´) y D-8 (5´-
CCAAGTCGACA-3´). Debido a la presencia de polimorfismos
detectados en los individuos antes de la exposición, se realizó un
estudio individualizado de todos los individuos (tratados y no
tratados). Para facilitar este estudio, en cada gel se corrieron
conjuntamente las reacciones de amplificación realizadas con el
ADN procedente de un solo individuo y un solo cebador, a los
diferentes tiempos de análisis (t0 a t3) por cuadruplicado, un
blanco (sin ADN molde) y un marcador de peso molecular (mar-
ker IV, Roche, Alemania). Los geles se realizaron por duplicado
en diferentes días. 

Los productos de amplificación se resolvieron mediante electro-
foresis en geles de agarosa (2,1% a 140 V durante 4 h) y tinción
con bromuro de etídio. La imagen obtenida en cada gel fue cap-
tada utilizando el programa Grab-it (UVP, USA) y para evitar la
subjetividad del operador, los geles se analizaron mediante el
programa GelWork 1D (UVP, USA). Las bandas se codificaron
siguiendo el sistema descrito por Theodorakis y Shugart (18).

Análisis de los resultados

Se llevo a cabo un estudio horizontal intrasujeto, comparando
cualitativa y cuantitativamente los patrones de bandas obtenidos
a los diferentes tiempos de extracción (t0, t1, t2, t3,), consideran-
do como control en cada individuo, su correspondiente perfil
fluorimétrico en t0 . 
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El análisis cualitativo consistió en la detección de pérdida y/o
ganancia de nuevas bandas en los perfiles de cada uno de los
individuos. El estudio cuantitativo se realizó comparando esta-
dísticamente los valores del porcentaje de amplificación, consi-
derando tanto los valores individualizados de cada una de las
bandas (excepto las obtenidas con AA-89), como los agrupados
en función de sus pesos moleculares (alto, medio y bajo peso
molecular) (16). 

El análisis estadístico se llevo a cabo comparando en primer
lugar, la homogeneidad de las varianzas de cada individuo,
mediante la prueba de Friedman, a lo largo del período de estu-
dio y posteriormente, mediante la t-Student, las diferencias entre
los perfiles fluorimetricos de cada uno de ellos en t1, t2, t3 y su
correspondiente control a t0. El tratamiento estadístico se reali-
zo mediante el programa SPSS.

Resultados y discusión

La presencia de bandas polimórficas (Fig.1) consecuencia de la
variabilidad genética que presentan los individuos dentro de una
misma población, dificulta el análisis comparativo entre los
patrones de bandas de individuos tratados y no tratados. Por esta
razón, se ha realizado un estudio horizontal a lo largo del tiem-
po para cada uno de los individuos (tratados y no tratados), com-
parando cualitativa y cuantitativamente, los patrones de bandas

obtenidos con cada uno de los cebadores antes (t0) y después
(t1 t2 t3) de la exposición a B(a)P. 

En el análisis cuantitativo, mediante la prueba de Friedman, se
advirtieron diferencias significativas en prácticamente la totali-
dad de las bandas en todos los individuos tratados mientras que
en los no tratados ninguna de ellas se mostró alterada (Tabla 1).
Cuando se estudió la evolución de las alteraciones en función
del tiempo (Tabla 2a) se observó en t1 un 31% de bandas altera-
das presentando una gran variación (del 42% al 20%) en función
del individuo analizado. Este porcentaje aumentó al 53% en t2
(del 58% al 50%) para disminuir a prácticamente niveles basa-
les al final del período estudiado (t3). Esta observación puede
ser consecuencia del propio sistema dinámico de renovación de
células sanguíneas que se ve favorecido además, por el propio
diseño del experimento, ya que los sangrados secuenciales esti-
mulan la eritropoyesis.

Como ya se ha demostrado en trabajos anteriores en los estudios
in vitro, (15, 16) las diferencias cuantitativas entre los patrones
de bandas resultan más patentes cuando éstas se agrupan en fun-
ción de sus pesos moleculares (Tabla 2b). No obstante, y por
razones obvias, los resultados de dicha agrupación varían en
función del cebador, de manera que cebadores con un mayor
numero de bandas y distribuidas en un amplio rango de pesos
moleculares, p.ej. AA-89, AA-82 y C-96, resultan más adecua-
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Figura 1. Perfiles de amplificación obtenidos con los cebadores utilizados, detectando todos ellos la presencia de bandas polimórficas (→)
en diferentes individuos. Las bandas amplificadas se agruparon en a: alto, m: medio y b: bajo peso molecular.
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dos que aquellos que amplifican pocas bandas o están desigual-
mente distribuidas, por ejemplo el D-8 (Fig. 1). 

En general, las bandas de bajo peso molecular presentan en los
individuos tratados niveles mas altos de amplificación en detri-
mento de las bandas de alto peso molecular, confirmando los
resultados previamente obtenidos en los estudios in vitro (Fig. 2). 

Los metabolitos formados a partir del B(a)P son capaces de for-
mar aductos con la molécula de ADN (19, 20). Estos posterior-
mente, no solo pueden inducir cambios estructurales y roturas
en el ADN, sino que pueden bloquear la actividad de los siste-
mas enzimáticos de reparación y/o provocar errores en su repli-
cación (21).

Es de esperar que los fragmentos de mayor peso molecular se
vean mas fácilmente afectados por la acción del genotóxico que
los de bajo peso molecular y, considerando que la capacidad de

amplificación se mantiene constante, las bandas de bajo peso
molecular presentan al final de la reacción un mayor intensidad. 

En el análisis cualitativo el patrón de bandas de los individuos
no tratados permaneció constante a lo largo del período de estu-
dio. Sin embargo, en la mitad de los individuos expuestos apa-
reció una nueva banda (AA-89631) a partir de t1 (T5) o t2, (T8)
que permaneció hasta el final del estudio, confirmando de
nuevo los resultados observados in vitro tanto en las exposicio-
nes agudas como en las exposiciones a largo plazo. En todos los
casos la frecuencia de aparición de dicha banda fue del 100%
(Fig. 3). Sin embargo, y a diferencia de lo observado en las
exposiciones in vitro, no se detectó la desaparición de bandas
(15). 

La aparición de una misma banda (AA-89631) en la mitad de los
individuos tratados, sugiere la presencia de puntos calientes en

Figura 2. Representación gráfica de los porcentajes de amplificación agrupados en alto, medio y bajo peso molecular para cada cebador.
En los individuos tratados (B) se observa una pérdida de amplificación en las bandas de alto peso molecular en los diferentes tiempos (t0, t1,
t2 y t3) en función de las bandas de bajo peso molecular. Los individuos no tratados (A) no muestran alteraciones significativas en ninguno
de los tiempos ni cebadores utilizados.
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Tabla 1. Análisis cuantitativo: prueba de Friedman para el análisis de varianzas del porcentaje de amplificación de bandas amplificadas con
los cebadores AA-82, C-96 y D-8, en los períodos de muestreo (t0, t1, t2, t3) para cada uno de los individuos tratados (B) y no tratados (A).

A B

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

C-961714 * * * * b c b b
D-81554 * * * * * c c a
C-961321 * * * * b b c b
D-81172 * * * * c a c *
D-81112 * * * * * b c *
C-961099 * * * * b * – – *
AA-821075 * * * * b * b a
AA-82965 * * * * c * c a
C-96964 – – – – – – – – * a – – a
C-96856 * * * * * c * *
AA-82840 * * * * * * * *
D-8826 * * * * c b * *
AA-82700 * * * * * * a a
D-8686 – – – – * * – – – – – – – –
C-96642 * * * * c a * *
AA-82640 – – – – – – – – – – * – – *
C-96598 * * * * * – – * – –
AA-82570 – – * * * a a b a
C-96487 * * * * c a c a
AA-82430 * * * * b b – – b
C-96380 * * * * c c c a

Diferencias no significativas frente al control: *
Diferencias significativas frente al control: a = p < 0,05; b = p < 0,005: c = p < 0,001. 
– –  Polimorfismo con ausencia de banda. 
Numero de replicados: 8.

Figura 3. Patrón de bandas del cebador AA-89 obtenido a partir de uno de los individuos tratados (B) y no tratados (A) con B(a)P. En el tra-
tado se observa la aparición de una nueva banda (→) a partir de t1 en el 100% de las amplificaciones hasta el final del periodo estudiado.
En ellos se muestra la aparición de bandas polimórficas ( ).



Tabla 2. Análisis cuantitativo comparando (a) los porcentajes de amplificación individualizados de cada una de las bandas y (b) agrupadas
según sus pesos moleculares antes y después de la exposición a B(a)P en los diferentes tiempos de análisis.

(a)

t0-t1 t0-t2 t0-t3

Bandas T5 T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8

C-961714 b * b b a * b b * * * *
D-81554 * * a * * c b b * * * *
C-961321 * b c a * c b * * * * *
D-81172 b * * * c * * * b * * *
D-81112 * a * * b a * * * * * *
C-961099 * a – – * * a – – * * * – – *
AA-821075 b * * * b * * * * * * *
AA-82965 c * c * c a a b b * * *
C-96964 * a – – * * b – – b * a – – b
C-96856 * * * * * * * * * * * *
AA-82840 * * * * * * * * * * * *
D-8826 c * * * c * * * a * * *
AA-82700 * * * b * * a a * * * *
D-8686 – – * – – * – – a – – b – – * – – *
C-96642 b * * * c * a * a * * *
AA-82640 – – * – – * – – * – – * – – * – – *
C-96598 * – – * – – * – – * – – * * * – –
AA-82570 * * * * c a * b a * * *
C-96487 * b b a c a a a b * * *
AA-82430 c * b * c b a b * b * *
C-96380 c * a b a * c a * * * *

(b)

t0-t1 t0-t2 t0-t3

Bandas T5 T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8

AA-82
Altopm c b c c c b c c * * c *
Mediopm * * * b b b a a * * * *
Bajopm b a c c c b b c * * b *

C-96
Altopm b b b * * * b * * * * *
Mediopm * * * * a * * * * * * *
Bajopm c a b * * * * * * * * *

D-8
Altopm * * a * * * b b * * * *
Mediopm c a * * b a c b * * * *
Bajopm c * * * c a b b a * * *

AA-89
Altopm c b c c c b c c * * c *
Mediopm * * a * * c a * * * b *
Bajopm b a c c c b b c * * b *

Diferencias no significativas frente al control: *.  Diferencias significativas frente al control a = p < 0,05; b = p < 0,005: c = p < 0,001. 
t0 = antes de la exposición, t1, t2 y t3 : 1, 2 y 3 meses después de la exposición.  – – Polimorfismo con ausencia de banda. Numero de replicados: 8.
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el genoma a la acción genotoxica del B(a)P y justificaría que a
los diferentes períodos de tiempo estudiados, dicha banda per-
manezca constante. 

La existencia de cambios o mutaciones en la secuencia genomi-
ca ya se han observado, utilizando esta misma metodología, en
estudios de poblaciones de peces y mamíferos sometidos a otros
contaminantes. (18, 22, 23, 24). Los resultados preliminares
obtenidos, tanto in vivo en este estudio, como in vitro en estu-
dios previos, son indicadores de la manifestación de alteraciones
producidas en el material genético de organismos expuestos a

B(a)P. De esta manera se demuestra la capacidad de la línea

celular RTG-2 para predecir los efectos genotóxicos que se

observarían en los individuos expuestos in vivo. 

Sin embargo, como ya se ha comentado, la presencia de bandas

polimorficas consecuencia de la variabilidad genética de los

individuos, hace que la aplicación de la técnica de RAPD a los

estudios in vivo requiera el análisis de muestras de gran tamaño

que minimice la presencia de dichas bandas y permita transferir

los resultados a escala poblacional.
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y la glutation reductasa en riñón, sin embargo en el grupo al que
se administró también quercetina este descenso fue significati-
vamente menor. Este estudio revela que la quercetina tiene un
efecto protector frente a la nefrotoxicidad producida por cadmio
y que su propiedad antioxidante parece ser la responsable de esta
acción protectora.

Palabras clave: cadmio, quercetina, nefrotoxicidad, estrés oxi-
dativo, antioxidantes.

Abstract: Effect of quercetin in cadmium-induced nephro-
toxicity. Increased levels of cadmium in the environment have
augmented the incidence of chronic cadmium-induced intoxica-
tion over the past few years. Oxidative stress is one of the mech-
anisms involved in cadmium-toxicity which manifests itself as
renal injury, leading to renal dysfunction. Quercetin, one of the
most abundant flavonoids present in the mediterranean diet, is a
strong antioxidant and a good chelator of metals. Our aim was
to study whether the administration of quercetin might offer pro-
tection against cadmium nephrotoxicity. Experiments were car-
ried out in male Wistar rats weighing approximately 200 g. The
study consisted of three experimental groups: 1) rats that
received cadmium (1,2 mg/kg body weight, s.c.), 5 times/week,
up to week 9; 2) rats that received quercetin (50 mg/kg body
weight, i.p.), 5 times/week beginning from week 4; and 3) rats
that received both cadmium and quercetin. Renal toxicity was
evaluated by measuring proteins, microalbumin and glucose in
urine, as well as urinary excretion of the following enzymes: N-
acetyl-b-D-glucosaminidase, alkaline phosphatase and gamma-
glutamyl-transpeptidase. Plasma concentrations of creatinine
and blood urea nitrogen were determined. Malondialdehyde
concentration in plasma was used as an index of lipid peroxida-
tion. Total antioxidants found in plasma were also measured.
Kidney samples were used to analyze changes in the activity of
the antioxidative enzymes, superoxide dismutase and glu-
tathione-reductase. Our results show that the administration of
cadmium over a nine-week period induced an increase in urinary
flow, as well as in protein, microalbumin and glucose concen-
tration in urine. Treatment with cadmium also increased serum
creatinine and blood urea nitrogen, and drastically elevated the
presence of enzyme activity in urine. Finally, as a result of func-
tional renal damage, creatinine clearance was reduced. Animals
that received both cadmium and quercetin showed a clear
improvement in renal function, and all of the measured parame-
ters remained unaltered. Renal lipid peroxidation was increased

Resumen: El incremento en la producción anual de cadmio ha
favorecido que la incidencia de la intoxicación crónica por este
elemento haya aumentado en los últimos años. El estrés oxidati-
vo es uno de los mecanismos implicados en la generación del
efecto tóxico, manifestándose, entre otras patologías, por una
disfunción y lesión renal. La quercetina, un flavonoide muy
abundante en la dieta mediterránea, es un potente antioxidante y
un buen quelante de metales. Nuestro objetivo fue estudiar si la
administración de quercetina pudiera prevenir la aparición de los
procesos nefrotóxicos asociados a la exposición crónica al cad-
mio. Los experimentos se realizaron con ratas Wistar (200g),
incluidas en tres grupos experimentales: 1) ratas a las que se
administró cadmio (1,2 mg/kg/día, s.c.) cinco veces por semana,
durante nueve semanas, 2) ratas a las cuales se les administró
quercetina (50 mg/kg/día, i.p.) cinco veces por semana, empe-
zando en la cuarta semana y 3) ratas a las que se administró cad-
mio y quercetina. La lesión renal se evaluó midiendo proteinu-
ria, microalbuminuria y glucosuria, así como la excreción de
enzimas urinarias N-acetil-beta-D-glucosaminidasa, fosfatasa
alcalina y gamma-glutamil-transpeptidasa. Las muestras de
plasma se utilizaron para la determinación de creatinina y nitró-
geno ureico plasmático, así como dialdehido malónico, como
índice de peroxidación lipídica y antioxidantes totales en plas-
ma. En riñón se midió la actividad enzimática de la superóxido
dismutasa y de la glutation reductasa. Nuestros resultados mos-
traron que la administración de cadmio durante 9 semanas pro-
dujo un incremento en los valores de flujo urinario, proteinuria,
microalbuminuria y glucosuria. El tratamiento con cadmio
incluso incrementó la creatinina sérica y el nitrógeno uréico
plasmático y elevó drásticamente la actividad de enzimas urina-
rias. Finalmente el aclaramiento de creatinina disminuyó como
consecuencia de la disfunción renal. La administración de quer-
cetina con cadmio mostró una clara mejora en la función renal y
revirtió dichas alteraciones. La peroxidación lipídica se incre-
mentó en las ratas tratadas con cadmio y este incremento fue
revertido por la administración de quercetina. La concentración
de antioxidantes totales en plasma, fue más alta en el grupo que
recibió cadmio y quercetina. El grupo tratado con cadmio mos-
tró una disminución en la actividad de la superóxido dismutasa
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in rats receiving cadmium alone; this increase was prevented by
the administration of quercetin. The concentration of antioxi-
dants in plasma was higher in the group that received cadmium
and quercetin. Both the superoxide dismutase and glutathione-
reductase activity were found to be lower in kidney in the group
treated with cadmiun and quercetin. This study demonstrates
that quercetin has a protective effect on cadmium-induced
nephrotoxicity and that its strong antioxidant activity could be
the property responsible for this finding.

Key words: cadmium, quercetin, nephrotoxicity, oxidative
stress, antioxidant.

Introducción
El cadmio es un elemento no esencial para los sistemas biológi-
cos, que se encuentra presente como contaminante en los ali-
mentos, el agua o el aire. El incremento en la producción anual
de este elemento, su presencia en productos tales como fertili-
zantes, residuos de baterías y pilas eléctricas y en el humo del
tabaco, han hecho que los efectos dañinos sobre la población
general, expuesta a bajas concentraciones, hayan aumentado [1].

Una vez absorbido por los pulmones o el tracto gastrointestinal,
el cadmio es transportado en sangre unido a albúmina y a gló-
bulos rojos. En el hígado el cadmio induce la síntesis de proteí-
nas de bajo peso molecular ricas en azufre (metalotioneínas) a
las que se une formando un complejo (Cd-MT) que es liberado
a la circulación sistémica, transportado por la sangre y filtrado a
través del glomérulo a la orina primaria. Seguidamente es reab-
sorbido por las células tubulares proximales [2]. Las lisozimas
de estas células tubulares degradan rápidamente el complejo y
liberan cadmio libre al citoplasma [3, 4], el cuál se une a meta-
lotioneínas generadas por las propias células tubulares [5]. Si la
cantidad de cadmio presente es grande, la producción de meta-
lotioneínas es insuficiente y se origina un exceso de cadmio
intracelular que afecta a orgánulos celulares [6] y da lugar a pro-
cesos tóxicos.

El estrés oxidativo ha sido descrito como uno de los mecanismos
implicados en el daño renal inducido por cadmio [7, 8]. El cad-
mio parece no generar directamente radicales libres en condi-
ciones fisiológicas, sin embargo, éstos pudieran formarse indi-
rectamente por interacción entre Cd2+ y lugares celulares críti-
cos, como es la mitocondria [9]. Diversos estudios confirman
que la exposición aguda a cadmio incrementó el estrés oxidati-
vo por producción del anión superóxido y óxido nítrico [10, 11,
12], así mismo, induce peroxidación lipídica y excreción de
metabolitos lipídicos en orina [13, 14, 15, 16]. Apoyados en
estos estudios, pensamos que un tratamiento preventivo consis-
tente en la administración de un antioxidante, podría prevenir la
aparición de patologías asociadas al cadmio entre las que se
incluyen: disfunción renal, daños pulmonares, lesiones óseas,
disfunciones sexuales, carcinogénesis, mutagénesis y teratogé-
nesis. 

Los flavonoides y otros compuestos fenólicos naturales se
encuentran en los vegetales y en el vino tinto [17]. La capacidad
de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en
los sistemas biológicos fue ya reconocida en los años treinta

[18]. La quercetina, uno de los flavonoides más abundantes en
el reino vegetal, es un potente “scavenger” de radicales libres de
oxígeno y un buen quelante de metales [19]. Son numerosos los
estudios que confirman la importante capacidad antioxidante de
la quercetina y por tanto, su utilidad como posible protector en
procesos oxidativos.

Así, el objetivo de nuestro trabajo fue en primer lugar reprodu-
cir una intoxicación crónica por cadmio en la que se evidencia-
ra una clara lesión renal, en segundo lugar estudiar el efecto de
la quercetina en dicha intoxicación y por último ver la implica-
ción del estrés oxidativo en el posible efecto protector de este
antioxidante.

Material y Métodos

Grupos experimentales y reactivos

Este trabajo se realizó con ratas Wistar macho de un peso cor-
poral de aproximadamente 200 gramos, procedentes del
Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de
Salamanca.

Para la intoxicación crónica por cadmio se utilizó cloruro de
cadmio (CdCl2) C-2544 lote 49H369 disuelto en solución sali-
na. La quercetina (C15H10O7) Q-0125 lote 21K1690 se preparó
disolviendo las cantidades adecuadas en agua Milli Q a la cual
se adicionaba Tween 80 en una proporción de 10 µl por cada 100
ml de solución. Ambos productos proceden de Sigma Chemical
Co, San Luis, USA. El resto de reactivos utilizados fueron de
calidad analítica. Para todas las determinaciones bioquímicas se
utilizó un analizador automático (Roche/Hitachi 917) con Kits
comerciales de Randox (Randox Laboratories LTD, United
Kingdom), Roche (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) y
Boehringer Mannheim Biochemica (Boehringer Mannheim
Biochemica, Mannheim, Germany).

En el diseño del estudio se plantearon tres grupos experimenta-
les: Grupo cadmio (Cd) (n:15): ratas a las cuales se les adminis-
tró cadmio (1,2 mg/kg/día, s.c.) durante nueve semanas (cinco
dosis semanales). Grupo cadmio y quercetina (Cd-Q) (n:15):
ratas a las cuales se les administró cadmio (1,2 mg/kg/día, s.c.)
durante nueve semanas (cinco dosis semanales) y quercetina (50
mg/kg/día, i.p.) durante cinco semanas (cinco dosis semanales),
comenzando la administración a la cuarta semana de iniciado el
tratamiento con cadmio. Grupo quercetina (Q) (n:10): ratas a las
cuales se les administró quercetina (50 mg/kg/día, i.p.) durante
cinco semanas (cinco dosis semanales).

A diferentes tiempos (T0 o basal, T3, a las tres semanas, T6, a
las seis semanas y T9, a las nueve semanas), las ratas se coloca-
ron en jaulas metabólicas individuales, en las cuales tuvieron
libre acceso a la comida y a la bebida. Tras dos días de acos-
tumbramiento a su nuevo entorno, se recogió orina de 24 horas
y muestras de sangre del extremo de la cola (unos 150 µl) en
capilares heparinizados que se centrifugaron para obtener plas-
ma. Al final del experimento las ratas se anestesiaron y poste-
riormente fueron perfundidas con solución salina heparinizada a
37 ºC; se tomaron muestras de riñón y se almacenaron a –80 ºC
para su posterior utilización en los estudios de estrés oxidativo. 

Estudios de función renal
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Para valorar la función renal se llevaron a cabo: aclaramientos
de creatinina [20], nitrógeno uréico plasmático (BUN) [21],
determinaciones bioquímicas en orina: glucosa [22], proteínas
[23] y microalbuminuria [24], determinaciones de actividades
enzimáticas marcadoras de lesión renal: N-acetil-beta-D-gluco-
saminidasa (NAG) [25], fosfatasa alcalina (FA) [26] y gamma-
glutamil-transpeptidasa (GGT) [27].

Estudios de estrés oxidativo

El efecto de la quercetina en el proceso de estrés oxidativo gene-
rado por el cadmio se evaluó mediante la determinación de bio-
marcadores: antioxidantes totales (AT) [28] y dialdehido maló-
nico (MDA) [29] en plasma y superóxido dismutasa (SOD) [30]
y glutation reductasa (GR) [31] en riñón. 

Estadística

Los datos obtenidos en los diferentes experimentos se analiza-
ron mediante su exportación a la aplicación estadística Number
Cruncher Statistical System, versión 6.0.10 para Windows®. El
análisis estadístico se llevó a cabo mediante el análisis de la
varianza de una entrada. A continuación se aplicó del test de
Scheffé cuando los datos presentaban una distribución normal.
Consideramos significativo un valor de p menor que 0.005 o
0.001. Los datos se expresan como medias ± error estándar de la
media (EEM).

Resultados

Estudio de la nefrotoxicidad producida por cadmio

En este apartado analizamos la evolución de diversos paráme-
tros fisiológicos de las ratas a las que se les administró única-
mente cadmio. Estas ratas no aumentaron su peso al ritmo de los
animales controles durante el tratamiento. Al finalizar el mismo,
el peso corporal era un 19% menor respecto al grupo control
(grupo al que se administró quercetina solamente) (tabla 1). El
aclaramiento de creatinina disminuyó significativamente des-
pués de nueve semanas de tratamiento. También observamos que
los valores de nitrógeno uréico plasmático se duplicaron al final
del experimento frente a su valor basal. El flujo urinario se vio
incrementado, siendo 2.3 veces superior que su valor basal. En
la excreción urinaria de proteínas de bajo peso molecular se

observó un fuerte incremento al final del estudio (12 veces
más). La excreción urinaria de albúmina después de 9 semanas
de tratamiento fue 12 veces mayor que su valor basal. Paralelo
al incremento de proteínas en orina hubo un aumento de la
excreción urinaria de glucosa (glucosuria), siendo éste 3 veces
mayor que su valor basal (Tabla 1).

En la figura 1 se refleja la evolución que siguieron las distintas
enzimas marcadoras de lesión renal. Los resultados obtenidos en
este grupo muestran a las nueve semanas de tratamiento con
cadmio un incremento de 10 veces para la NAG (Fig. 1A), de 8
veces para la FA (Fig. 1B) y de 20 veces para la GGT (Fig. 1C),
con respecto a sus valores basales.

Efecto de la quercetina sobre la nefrotoxicidad
producida por cadmio

En este grupo, Cd-Q, el incremento de peso fue un 25% menor
comparado con el grupo Q (Tabla 1). El aclaramiento de creati-
nina disminuyó significativamente, respecto a su valor basal al
final del experimento (1.7 veces), pero en menor proporción que
en el grupo Cd (2.0 veces). Los valores de nitrógeno uréico en
plasma en este grupo fueron significativamente menores que los
del grupo Cd al final del estudio (48.78 mg/dl en el grupo Cd
frente a 27.50 mg/dl en el grupo Cd-Q). El valor de flujo urina-
rio en el grupo Cd-Q a las nueve semanas no tuvo diferencias
significativas con su valor basal, por otra parte, si comparamos
este grupo con el grupo Cd, observamos que hubo un menor
incremento de flujo urinario al final del experimento (1.5 veces
menos). Respecto a la excreción urinaria de proteínas, en este
grupo aumentaron significativamente frente a su valor basal,
pero este incremento fue menor que el del grupo Cd (1.7 veces
menos). Los niveles de microalbuminuria en el grupo Cd-Q fue-
ron mayores al final del estudio respecto al basal (8.2 veces),
pero este incremento fue menor que en el grupo del Cd (1.8
veces). En el grupo Cd-Q, los valores de glucosuria al final del
estudio fueron 2.0 veces menores que los del grupo Cd (tabla 1).

En cuanto a la evolución de las enzimas marcadoras de lesión
renal en este grupo, observamos que están elevadas respecto a
sus valores basales, sin embargo, los incrementos son menores
que los descritos en el grupo Cd. Aquí la NAG aumentó 5 veces
frente a las 10 veces en el grupo Cd (Fig.1A). La FA aumentó
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Tabla 1: Resultados obtenidos de peso corporal, flujo urinario (FU), aclaramiento de creatinina (CLcreat), nitrógeno uréico plasmático
(BUN), glucosuria, proteinuria y microalbuminuria de los 3 grupos experimentales durante el periodo de estudio. To: tiempo basal, T9: tiem-
po al final del estudio (9 semanas). Grupo cadmio (Cd), Grupo cadmio y quercetina (Cd-Q), Grupo quercetina (Q). Los datos se expresan
como medias ± EEM. Diferencias estadísticas significativas, p < 0.05, según el test de Scheffé: # vs Q en el mismo tiempo; + vs basal del
mismo grupo; * vs Cd en el mismo tiempo.

Cd Cd-Q Q

To T9 To T9 To T9

Peso (g) 199.75 ± 3.88 395.33 ± 8.67+# 209.25 ± 3.09 365.5 ± 11.25+# 209.29 ± 3.09 489.00 ± 5.52+

FU (ml/día/100g peso) 4.55 ± 0.46 10.64 ± 1.85+# 3.46 ± 0.34 7.23 ± 1.24 4.69 ± 0.31 3.46 ± 0.40
CLcreat. (ml/min/100g) 0.43 ± 0.03 0.21 ± 0.03+ 0.39 ± 0.03 0.23 ± 0.01+ 0.41 ± 0.04 0.29 ± 0.01
BUN (mg/dl) 25.31 ± 0.64 48.78 ± 1.53+# 25.50 ± 0.73 27.50 ± 1.31* 25.00 ± 1.29 29.25 ± 0.75 
Glucosuria (mg/día) 1.46 ± 0.28 4.53 ± 0 .62+ 1.16 ± 0.27 2.31 ± 0.57 1.85 ± 0.26 2.32 ± 0.38
Proteinuria (mg/día) 3.85 ± 0.38 48.70 ± 3.65+# 4.12 ± 0.85 28.61 ± 3.11+* 5.15 ± 1.03 22.73 ± 0.75
Microalbuminuria (mg/día) 25.84 ± 3.89 311.00 ± 4.56+# 21.61 ± 2.25 176.27 ± 6.24+#* 22.70 ± 1.46 25.87 ± 2.75
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3.5 veces frente a las 8 veces en el grupo del Cd (Fig.1B) y la
GGT aumentó 5 veces frente a las 20 veces del grupo del Cd
(Fig. 1C).

Estudios de estrés oxidativo

La figura 2A muestra los valores de MDA en plasma. En el
grupo Cd, el MDA aumentó a lo largo del estudio alcanzando
valores 3.4 veces superiores a los basales. En el grupo Cd-Q los

valores de MDA son similares a los del grupo Cd hasta la sexta
semana del estudio (2 semanas de administración de querceti-
na), pero a partir de este tiempo hay un espectacular descenso de
los valores de MDA llegando a ser al final (5 semanas de admi-
nistración de quercetina) similares a los basales y 2.5 veces infe-
riores frente al grupo del cadmio solo. En el grupo Q los valo-
res de MDA fueron similares durante todo el estudio.

Cuando cuantificamos los AT en plasma (Fig. 2B) obtuvimos
resultados coherentes con los obtenidos en MDA plasmático
(Fig.2A). En el grupo Cd los AT fueron disminuyendo durante
todo el estudio, siendo esta disminución significativa a partir de
la sexta semana de haber iniciado el tratamiento. Al final de éste,
los resultados fueron la mitad de los basales. En el grupo Q ocu-
rrió todo lo contrario, los valores de AT fueron aumentando
durante el tratamiento con quercetina siendo 3 y 5 veces supe-
riores frente a los basales y al grupo Cd, respectivamente. En el
grupo Cd-Q los valores de AT al principio del estudio (4 sema-
nas) siguieron la misma evolución que los del grupo Cd, hasta
que se le administró la quercetina, a partir de ese momento los
AT fueron aumentando hasta el final del estudio, siendo 2 y 3.5
veces superiores frente a su valor basal y al grupo Cd, respecti-
vamente.
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Fig. 1: Evolución de la actividad en orina de la NAG (A), FA (B) y
GGT (C) en los 3 grupos durante el periodo de estudio. Grupo cad-
mio (Cd), Grupo cadmio y quercetina (Cd-Q), Grupo quercetina
(Q). Los datos se expresan como medias ± EEM. Diferencias esta-
dísticas significativas, p<0.05, según el test de Scheffé: # vs Q en el
mismo tiempo; + vs basal del mismo grupo, * vs Cd en el mismo
tiempo.

Fig. 2: Evolución de los niveles plasmáticos de MDA (A) y de los AT
(B) de los 3 grupos durante el periodo de estudio. Grupo cadmio
(Cd), Grupo cadmio y quercetina (Cd-Q), Grupo quercetina (Q).
Los datos se expresan como medias ± EEM. Diferencias estadísti-
cas significativas, p<0.05, según el test de Scheffé: # vs Q en el
mismo tiempo; + vs basal del mismo grupo; * vs Cd en el mismo
tiempo.
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La GR (Fig.3A) y la SOD (Fig.3B) en riñón, en el grupo de Cd,
disminuyeron 2.5 y 10 veces respectivamente frente al grupo
control (grupo de quercetina sola). En el grupo Cd-Q estas enzi-
mas también disminuyeron respecto al grupo control, pero esta
disminución fue significativamente menor frente al grupo Cd. 

Discusión

El riñón es el órgano principalmente afectado en la toxicidad
producida por cadmio [32, 33]. Esta nefrotoxicidad se piensa
que es causada por el complejo CdMT, el cual procede del híga-
do y se acumula en el riñón produciendo necrosis en las células
del túbulo proximal [2, 4, 34, 35]. 

El modelo elegido para nuestro estudio, administración de cad-
mio durante nueve semanas, indujo un claro deterioro de la fun-
ción renal. El tratamiento con cadmio, a la novena semana dupli-
có los valores del flujo urinario y del nitrógeno uréico en plas-
ma, y disminuyó a la mitad los del aclaramiento de creatinina
endógena respecto a los niveles basales. Estas alteraciones pue-
den deberse al efecto tóxico que produce el cadmio sobre los

segmentos S1 y S2 de los túbulos renales, afectando a las células
del túbulo proximal, donde se reabsorbe este metal [35]; así, el
incremento en el flujo urinario se justificaría por la alteración en
los procesos de reabsorción. Por su parte la glucosa, es reabsor-
bida en esta porción del túbulo proximal, con lo que un daño a
este nivel, explicaría el exceso de glucosa en orina que aparece
al final del estudio. 

Tanto la excreción urinaria de proteínas de bajo peso molecular,
como de albúmina sufrieron un aumento significativo al final
del tratamiento con cadmio (12 veces más). Nuestros resultados,
son similares a los encontrados por Elinder y cols. [36] y por
Roels y cols. [37, 38] en los que observan como primer signo de
daño renal un incremento de las proteínas séricas de bajo peso
molecular en la orina. Este hecho es debido a una alteración en
la reabsorción tubular, como consecuencia del daño producido
por el cadmio sobre las células del túbulo proximal.
Posteriormente observan que hay un aumento en la eliminación
de proteínas de alto peso molecular (albúmina) como conse-
cuencia de una mayor permeabilidad del glomérulo, resultados
similares a los obtenidos en nuestro estudio. Esto indica que
además de haber daño tubular también existe daño glomerular.
Estos hechos han sido contrastados también en estudios epide-
miológicos [39], observando que trabajadores con excesiva
exposición a cadmio tenían en orina proteínas de bajo peso
molecular, tales como RBP, lisozima, ribonucleasa, además de
proteínas de alto peso molecular, como albúmina y transferrina,
indicando esto que tenían una proteinuria mixta.

Cuando analizamos los marcadores de lesión renal en el grupo
al que se administró cadmio, observamos que las actividades de
las enzimas se van incrementando ligeramente a partir de la ter-
cera semana, pero este incremento es más pronunciado desde la
sexta semana hasta el final del tratamiento. La NAG es una enzi-
ma lisosomal, utilizada como biomarcador de nefrotoxicidad
[40, 41], y su aumento en orina refleja daño tubular renal [41].
La excreción urinaria inicial de NAG, tras la administración de
cadmio, parece estar relacionada con un aumento en la exocito-
sis lisosomal, mientras que aumentos posteriores pueden deber-
se a necrosis de las células del túbulo proximal [42]. La FA es
una enzima asociada al borde en cepillo, y su mayor excreción
urinaria indica necrosis de las células tubulares renales [43]. La
GGT es una enzima determinante de la desestructuración del
cepillo del epitelio tubular y es útil para determinar necrosis
tubular [44, 45]. Todos los valores de las enzimas en orina nos
indican que ha habido necrosis de las células tubulares y, por
consiguiente daño renal. En los estudios de Liu y Zahir [46, 47]
también se describe un incremento en la actividad de estas enzi-
mas en orina a las cinco o seis semanas después de iniciar su
estudio con cadmio.

El mecanismo por el cuál se produce el daño tóxico parece estar
relacionado con el estrés oxidativo. Diversos estudios han obser-
vado como el cadmio disminuye los niveles tisulares de GSH,
potente antioxidante endógeno [48], induce peroxidación lipídi-
ca y excreción de metabolitos lipídicos en orina [13, 14, 15] y
además, produce daño en todo el riñón, incluyendo necrosis
tubular proximal, degeneración de las células tubulares, prolife-
ración e inflamación glomerular, fibrosis cortical y nefritis
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Fig. 3: Valores de GR (A) y de SOD en riñón (B). Basales (T0) y al
final del estudio (T9) en los 3 grupos durante el periodo de estudio.
Grupo cadmio (Cd), Grupo cadmio y quercetina (Cd-Q), Grupo
quercetina (Q). Los datos se expresan como medias ± EEM.
Diferencias estadísticas significativas, p < 0.05, según el test de
Scheffé: # vs Q en el mismo tiempo; + vs basal del mismo grupo;
* vs Cd en el mismo tiempo.
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intersticial y apoptosis [46]. Estos resultados explicarían el
incremento en los marcadores de lesión renal, NAG, FA y GGT.

En nuestro estudio cuantificamos MDA, como producto de
peroxidación lipídica, observando que estaba muy elevado en
plasma, lo que nos indica que hubo un aumento en la formación
de radicales libres de oxígeno. Además, los AT plasmáticos esta-
ban disminuidos a la mitad en este grupo. La disminución de
antioxidantes endógenos (ac. Ascórbico, proteínas con tioles,
Bilirrubina, ac. Úrico, α-Tocoferol, Ceruloplasmina, Transfe-
rrina, Cisteina, GSH, Carotenos, ac. Lipóico, Ubiquinona) pu-
diera deberse al gasto de los mismos para contrarrestar los radi-
cales libres de oxígeno. La SOD y la GR son dos enzimas endó-
genas que catalizan la eliminación de radicales libres. Nuestros
resultados muestran que en el grupo Cd, estas enzimas estaban
muy disminuidas; esto es debido, posiblemente, a que el trata-
miento crónico con cadmio aumenta el estrés oxidativo, hacien-
do que haya un desgaste en la actividad enzimática de las mis-
mas. 

El segundo objetivo fue estudiar el efecto de la quercetina en la
intoxicación crónica por cadmio. La quercetina es uno de los fla-
vonoides más abundante de la dieta humana, que se ha descrito
como un potente “scavenger” de radicales libres de oxígeno y un
buen quelante de metales [19]. Además, la quercetina, tiene un
efecto citoprotector mediado por la disminución de NO [49, 50],
preserva del daño tubular y de la inflamación intersticial [51],
también parece prevenir la peroxidación lipídica en la obstruc-
ción biliar y disminuye la deposición de colágeno y la fibrogé-
nesis [52]. La dosis administrada de quercetina fue de 50
mg/kg/día, ya que ha sido la más utilizada en estudios de este
flavonoide anteriores a los nuestros [53]. La vía de administra-
ción elegida fue la intraperitoneal ya que la absorción por vía
oral no es completa [53, 54]. Se empezó a administrar a la cuar-
ta semana de haber iniciado el tratamiento con cadmio, debido a
que el daño renal aparece a la quinta o sexta semana de su admi-
nistración.

Los resultados obtenidos en el grupo al que se administró cad-
mio y quercetina indican que, después de iniciado un proceso
tóxico con cadmio, la administración de quercetina redujo cla-
ramente el daño renal producido por este elemento. Se observó
un menor incremento en marcadores de función renal como el
flujo urinario y el nitrógeno uréico en plasma, respecto al grupo
Cd. En el caso de las enzimas marcadoras de lesión renal (NAG,
GGT, FA) también se obtuvieron valores inferiores en el grupo
Cd-Q frente a los del grupo Cd, igual que la glucosuria, la pro-
teinuria y la microalbuminuria. 

Los mecanismos por los cuales la quercetina reduce la nefroto-
xicidad producida por el cadmio no están muy claros, ya que son
diversas sus propiedades biológicas. Uno de estos mecanismos
podría estar relacionado con sus propiedades antiinflamatorias y
relajantes vasculares, a través del metabolismo del ácido araqui-
dónico. Los productos finales de la cascada del ácido araquidó-
nico pueden ser considerados como agentes homeostáticos
implicados en el mantenimiento de la integridad de los procesos
inflamatorios del sistema cardiovascular y del sistema renal. Un
desequilibrio en la síntesis de prostaglandinas puede provocar
alteraciones cardiovasculares y renales. Los flavonoides han
mostrado que son inhibidores de la síntesis de eicosanoides por

inhibir las actividades de la lipooxigenasa [55] y de la ciclooxi-
genasa [56]. Este efecto supondría la inhibición de mediadores
vasoconstrictores (prostaglandinas vasoconstrictoras, tromboxa-
nos,...) implicados en el daño renal producido por vasoconstric-
ción. Estos mecanismos, además están estrechamente relaciona-
dos con la actividad más importante de la quercetina que es la
antioxidante e inhibidora de la peroxidación lipídica [57, 58, 59,
60].

Nuestro estudio pone de manifiesto que la quercetina es un
potente antioxidante, capaz de revertir el incremento de peroxi-
dación lipídica producido por cadmio a sus valores basales, ade-
más de aumentar altamente los antioxidantes plasmáticos endó-
genos, protegiendo a las células de este proceso dañino que
cursa con necrosis y apoptosis celular. Además, la quercetina
protege del daño renal, ya que hay una disminución en la orina
de los marcadores de daño renal (NAG, GGT, FA), y una mejo-
ra de la función renal.

Son diversos los estudios que han empleado antioxidantes para
proteger del daño renal inducido por cadmio. La co-administra-
ción de cadmio y N-acetil-cisteina (NAC), disminuyó la activi-
dad de enzimas marcadoras de daño hepático, como la alanina-
amino-transferasa y de lesión renal, como la lactato deshidroge-
nasa. Esta protección parece ser debida a una inhibición de la
peroxidación lipídica que se midió como disminución de MDA
[47]. Por otra parte, la NAC es donadora del aminoácido cisteí-
na y facilita la síntesis de GSH, siendo el GSH, como hemos
apuntado antes, antioxidante y posible acomplejante del cadmio
[61].

Otro antioxidante, la vitamina E, también fue empleado para ver
su efecto sobre el estrés oxidativo generado por cadmio, resul-
tando ser efectiva para prevenir la toxicidad hepática y renal,
posiblemente por una disminución de la peroxidación lipídica
[47], además la vitamina E ha demostrado actuar como un “sca-
venger” de radicales libres [62, 63, 64]. Otro de los mecanismos
posibles para esta acción protectora está relacionado con su
capacidad para estabilizar y proteger a la membrana celular,
debido a la interacción entre el α-tocoferol con los ácidos gra-
sos insaturados de fosfolípidos [65, 66]. En este sentido, la vita-
mina E podría proteger las alteraciones producidas por el com-
plejo Cd-MT en los lípidos de la membrana de las células del
borde en cepillo [67].

Los efectos de la administración de Selenio apoyan también el
papel del estrés oxidativo en la toxicidad inducida por cadmio.
Este metal, esencial para el mecanismo detoxificante de la for-
mación del radical superóxido, ha demostrado tener un efecto
protector en este tipo de intoxicación [68].

En conclusión, los resultados obtenidos muestran que la admi-
nistración subcutánea de CdCl2 a la dosis de 1.2 mg/kg/día
durante nueve semanas es un buen modelo experimental para
reproducir una intoxicación crónica por cadmio. También obser-
vamos que el flavonoide quercetina a la dosis de 50 mg/kg/día
durante cinco semanas ejerce un efecto protector sobre las lesio-
nes y funcionalidad renal que aparecen en nuestro modelo expe-
rimental. Por último, la acción antioxidante de la quercetina
parece ser la responsable del efecto protector ejercido por la
misma, confirmando que el estrés oxidativo juega un importan-
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te papel como mecanismo tóxico en la generación del daño renal
producido por cadmio.
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inóculo y presencia de tejido de granulación en animales admi-
nistrados con Interleuquina-2 hr. En los que recibieron diferen-
tes dosis del candidato vacunal FPCR3 se reportaron granulo-
mas macrofágicos de diversa intensidad en el sitio de adminis-
tración. No se reportó en ningún caso signos de toxicidad en los
órganos estudiados. Aún cuando se precisan otros estudios toxi-
cológicos, estos resultados sugieren que la aplicación del candi-
dato vacunal FPCR3 contra el virus de la inmunodeficiencia
humana y de Interleuquina-2hr es segura y bien tolerada en el
espectro de dosis estudiadas, garantizando un marco de seguri-
dad adecuado para su aplicación en los pacientes infectados con
el síndrome de la inmunodeficiencia adquirida incluidos en el
estudio clínico piloto.

Palabras clave: Toxicidad aguda, vacunas DNA, VIH, Inter-
leuquina-2.

Abstract: Toxicological evaluation of Interleukin-2 and
FPCR3 vaccine candidate in Sprague-Dawley rats, combined
therapy in AIDS - patients. Different types of vaccines have
been developed in the search for new therapeutic formulas
against the human immunodeficiency virus; among them, are
those that stimulate cytotoxic T lymphocyte response against
HIV antigens. After a vaccine candidate was obtained at the
Center for Genetic Engineering and Biotechnology (Havana,
Cuba) using a modified fowl pox virus with genes that express
HIV proteins, a clinical trial combining the application of this
product (FPCR3) with highly active antiretroviral therapy and
low doses of human recombinant Interleukin-2 was designed.
Before testing these biotechnological products in patients with
acquired immunodeficiency syndrome, it was necessary to eval-
uate their safety by carrying out various toxicologycal assays.
Two acute toxicity studies were designed in which the systemic
and local responses of Sprague-Dawley rats given higher doses
than the patients included in the pilot clinical study. Fifty rats of
the Cenp subline: SPRD (Sprague-Dawley) were used in the
acute toxicity study of hr-Interleukin-2 and 70 animals of this
same species and subline were used for the vaccine candidate,
FPCR3. The products were administered by subcutaneous and

Resumen: En busca de nuevas fórmulas terapéuticas para com-
batir la infección por el virus de inmunodeficiencia humana se
han desarrollado diferentes tipos de vacunas, entre las que se
encuentran las que estimulan la respuesta de linfocitos T citotó-
xicos contra antígenos del VIH. A partir de la obtención en el
Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (La Habana,
Cuba) de un candidato vacunal que utiliza como vector el virus
de la viruela aviar modificado con genes que expresan proteínas
anti-VIH, se ha diseñado un estudio clínico que combina la apli-
cación de este producto (FPCR3) con la terapia antirretroviral de
alta eficiencia y dosis bajas de Interleuquina-2 humana recom-
binante (IL-2hr). Antes de ensayar estos productos biotecnológi-
cos en pacientes con el síndrome de inmunodeficiencia adquiri-
da se hizo necesario realizar pruebas toxicológicas para evaluar
su seguridad, para lo cual se diseñaron 2 estudios de toxicidad
aguda en los que se evaluó la respuesta sistémica y local de ratas
Sprague-Dawley a dosis superiores a la que se administrará en
los pacientes incluidos en el estudio clínico piloto. Se utilizaron
50 ratas de la sublínea Cenp: SPRD (Sprague-Dawley) en el
estudio de toxicidad aguda de Interleuquina-2hr y 70 animales
de esta misma especie y sublínea para el realizado al candidato
vacunal FPCR3. Los productos se administraron por vía subcu-
tánea e intramuscular respectivamente a niveles de 30, 60 y 90
veces la dosis terapéutica. En el estudio realizado al candidato
vacunal FPCR3 se incluyeron 3 grupos en los que se realizaron
administraciones repetidas, a fin de evaluar de forma preliminar
la tolerancia local de este producto. En ambos estudios se inclu-
yó un grupo control inoculado con el placebo de las formula-
ciones. Se realizó observación clínica diaria y se llevó a cabo el
estudio histopatológico de los órganos diana y del sitio de admi-
nistración. No se evidenciaron signos de toxicidad ni efectos
adversos en los animales inoculados con el candidato vacunal
FPCR3 e IL-2. No se reportaron muertes durante los estudios y
los animales manifestaron adecuada respuesta ante estímulos,
así como incremento progresivo de peso. El estudio histopatoló-
gico mostró ligera reacción local caracterizada por secuestro del

31

Rev. Toxicol. (2004) 21: 31-37

Evaluación toxicológica en ratas Sprague-Dawley de Interleuquina-2
y del candidato vacunal FPCR3, terapia combinada

en pacientes con SIDA

Porras*1 D, Bacardí1 D, Aldana L, Merino2 N, Amaya1 R, Suárez1 J, Vázquez A,

Valenzuela1 C, Rojo1 G, Milá1 L, Castillo J, Cosme1 K y Duarte1 C
1Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología. Ave 31 e/ 158 y 190., Playa, Ciudad de la Habana, CP 10600.
Teléfono: 271 6022. 271 6413 ext 2308; Fax: ( 5-37) 33 6008 e-mail: tporras7@hotmail.com; ainf.ep@com.ith.tur.cu.

2Instituto de Farmacia y Alimentos, UH. Departamento de Anatomía Patológica. Instituto de Farmacia y Alimentos. 
Universidad de La Habana. Calle 222 y Ave. 23. La Coronela. La Habana. Cuba. PO. Box 11600. 

Recibido 14 de Febrero de 2003 / Aceptado 12 de Febrero de 2004

*A quien dirigir la correspondencia.



Porras D, Bacardí D, Aldana L, Merino N, Amaya R, Suarez J, Vázquez A et al.

Rev. Toxicol. (2004) 21: 31-37

intramuscular routes respectively, at doses 30, 60 and 90 times
higher than the therapeutic dose. Three groups were included in
the FPCR3 vaccine candidate study, receiving repeated adminis-
trations to evaluate local tolerance for this product. In both stud-
ies a control group inoculated with placebo formula, was used.
Daily clinical observation was carried out. A histopathological
study of the target organs and the administration site was also
carried out. No signs of toxicity or adverse effects were
observed in the animals inoculated with the FPCR3 vaccine can-
didate or with IL-2. No deaths were reported during the studies
and the animals showed an adequate response to stimuli, as well
as a progressive increase in weight. The histopathological study
showed a slight, local reaction characterized by the presence of
granulation tissue in animals that received Interleukin-2.
Macrophage granulomas of different intensities at the adminis-
tration site were observed in the animals that received different
doses of the vaccine candidate, FPCR3. No signs of toxicity
were observed in the target organs. Even though other toxico-
logical studies are necessary, these results suggest that the use of
the vaccine candidate, FPCR3 and of Interleukin-2, against the
human immunodeficiency virus, is safe and well tolerated when
the doses studied are given, assuring adequate safety for its
administration to patients infected with the acquired immunod-
eficiency syndrome included in the pilot clinical trial.

Keywords: Acute toxicity, DNA vaccines, VIH, Interleukin-2.

Introducción
El síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una
enfermedad causada por el virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH), caracterizada por la disminución progresiva de célu-
las T CD4+ y por el incremento sostenido de la carga viral [1].
El uso de terapias antirretrovirales ha demostrado resultados
importantes en la disminución de la replicación del virus, la cual
se incrementa rápidamente al cesar la aplicación del medica-
mento [2]. Estudios comparativos entre pacientes progresivos y
no progresivos han demostrado que existe correlación entre una
vigorosa respuesta inmune de linfocitos T CD8+ y la disminu-
ción de la replicación viral [3], por lo que se ha hecho necesario
el uso de estrategias terapéuticas que combinen medicamentos
antivirales con estimuladores del sistema inmune, ensayándose
diseños que incluyen Interleuquina-2 humana recombinante (IL-
2hr), terapia antirretroviral de alta eficacia (TAAE) y vacunas
terapéuticas que estimulan la respuesta de linfocitos T citotóxi-
cos (LTC) [2].

IL-2hr es una citoquina imprescindible para la supervivencia y
expansión proliferativa de células T activadas y células ¨natural
killer¨, por lo que se ha empleado en la terapéutica de pacientes
con SIDA, minimizando sus efectos tóxicos mediante la admi-
nistración de bajas dosis [4].

Por otra parte, las dificultades prácticas en el desarrollo de vacu-
nas contra el VIH que estimulen una repuesta amplia de anti-
cuerpos neutralizantes han centrado la atención en la producción
de vacunas terapéuticas que sean capaces de estimular la res-
puesta de células T citotóxicas contra antígenos de VIH [5],
como el candidato vacunal FPCR3 , obtenido a partir de la trans-

formación de un vector viral de la familia Poxviridae (virus de
la viruela aviar) con un gen que expresa antígenos anti-VIH. 

A partir de la obtención de este producto y de la producción de
IL-2hr en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología, La
Habana, Cuba, se ha diseñado un estudio clínico piloto en el
cual se combinará terapia antirretroviral de alta eficacia con
administraciones de bajas dosis de IL-2hr y el candidato vacu-
nal FPCR3. El objetivo de este trabajo fue realizar estudios de
toxicidad aguda de ambos productos biofarmacéuticos y explo-
rar la tolerancia local del candidato vacunal, a fin de evaluar la
seguridad de los mismos para su uso en pacientes VIH+.

Material y Métodos

Los estudios se llevaron a cabo según las normas éticas descri-
tas para el uso de animales de experimentación [6], siguiendo las
guías de Buenas Prácticas de Laboratorio [7, 8] y los
Procedimientos Patrones de Operación aprobados para la reali-
zación de estudios toxicológicos [9].

Animales de ensayo

Se utilizó la sublínea de ratas Cenp: SPRD ALY® (Sprague-
Dawley) suministrada por la división de roedores gnotobióticos
del Centro Nacional para la Producción de Animales de
Laboratorio (CENPALAB). A su llegada a la instalación los ani-
males fueron clínicamente examinados, pesados y alojados de
forma individual en cajas de makrolón con lecho de bagazo de
caña estéril. Se mantuvieron en observación durante 7 días antes
del inicio de los estudios en condiciones ambientales controla-
das (temperatura entre 19 y 21ºC, humedad relativa promedio de
68 % y ciclos luz-oscuridad de 12 horas), las cuales permane-
cieron constantes durante la fase experimental. El alimento (ALY
co, CENPALAB) fue suministrado diariamente a razón de 25 g
por animal y el agua fue suministrada ad libitum.

Para el estudio de toxicidad aguda de IL-2 hr fueron selecciona-
das 50 ratas, 25 de cada sexo con peso promedio de 166 gramos,
(entre 5 y 6 semanas de edad), mientras que para los estudios
realizados con el candidato vacunal FPCR3 se escogieron alea-
toriamente 70 ratas, 35 de cada sexo, cuya variación de peso no
excedió ± el 20 % del valor promedio de 185.5 gramos (edad
entre 6 y 7 semanas).

Formulación 

Se emplearon formulaciones de IL-2 hr y el candidato vacunal
FPCR3 contra el VIH producidas en el Centro de Ingeniería
Genética y Biotecnología (La Habana, Cuba). IL 2-hr fue obte-
nida con un 99 % de pureza (HPLC-RP), actividad biológica de
5x 106 UI/mL y concentración de proteínas (Lowry) de 0.46
mg/mL. Fueron confirmados además, la esterilidad, apirogenici-
dad, pH y estabilidad de éste producto. La formulación del can-
didato vacunal FPCR3 contra el VIH fue obtenida a partir del
virus de la viruela aviar (VVA, familia Poxviridae) modificado
con un gen que expresa proteínas anti VIH. Fue comprobada su
esterilidad, apirogenicidad, estabilidad y título viral (1x10 7

ufp/mL), así como sus propiedades organolépticas, inocuidad y
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ausencia de micoplasmas, siendo en todos los casos satisfacto-
rio el resultado de los ensayos realizados [10].

Diseño Experimental

Los estudios fueron diseñados siguiendo las regulaciones des-
critas por ICH/EMEA (International Conference on Harmo-
nization/European Agency for the Evaluation of Medicinal Pro-
ducts) [11, 12]. En el diseño se incluyeron además, aspectos des-
critos en la guía designada como la 425 de la OECD [13]. Los
animales empleados en los estudios de toxicidad aguda de IL-
2hr y del candidato vacunal contra el VIH fueron aleatorizados
siguiendo una lista generada por el programa Aleator [14] y
administrados por vía subcutánea e intramuscular respectiva-
mente, siguiendo el esquema siguiente:

Estudio de toxicidad aguda de IL-2hr

Grupos experimentales y dosificación: Se incluyeron en el estu-
dio cinco grupos (cada uno con 10 animales, 5 de cada sexo), en
los que se inocularon 3 niveles de dosis, un control administra-
do con solución salina (0.9%) y otro con el placebo de la for-
mulación. 

Grupo I: Control (solución salina 0, 9 %) 
Grupo II: Placebo
Grupo III: 1,05x 106 UI/ kg (30 veces la dosis terapéutica)
Grupo IV: 2,1 x 106 UI / kg (60 veces la dosis terapéutica)
Grupo V: 3,2 x 106 UI / kg (90 veces la dosis terapéutica)

Frecuencia de administración: Se realizó administración única
el día 1 del estudio, por vía subcutánea (vía que se empleará en
el estudio clínico), en el espacio intercostal derecho.

Duración del ensayo y observaciones: El estudio tuvo una dura-
ción de 14 días, transcurridos los cuales los animales fueron
sacrificados. Durante la fase experimental los animales fueron
mantenidos en las condiciones ambientales descritas anterior-
mente y se realizaron observaciones clínicas diarias, a fin de
registrar cualquier variación en el comportamiento o signo de
toxicidad. Estas evaluaciones clínicas se realizaron según el
método de valoración descrito por DiPascuale y Hayes [15] e
incluyeron cambios en piel y pelaje, coloración y apariencia de
las membranas mucosas y ojos, sistema respiratorio, nervioso
central y periférico y actividad somatomotora. Se realizó la
medición del peso corporal los días 1, 7 y 14 del estudio y se
cuantificó el consumo de alimento con una frecuencia diaria.

Estudio de toxicidad aguda y evaluación preliminar de la
tolerancia local del candidato vacunal FPCR3 contra el VIH

Grupos experimentales y dosificación: Los animales se distribu-
yeron en 7 grupos (cada uno con 10 animales, 5 de cada sexo),
que fueron a su vez divididos en función del número de admi-
nistraciones recibidas. Se incluyeron 2 grupos inoculados con el
placebo de la formulación 

Grupo I: Placebo
Grupo II: 4,2 x 10 5 ufp/kg (30 veces la dosis terapéutica)

Grupo III: 8,4 x 10 5 ufp/kg (60 veces la dosis terapéutica)
Grupo IV: 12,6 x 10 5 ufp/kg (90 veces la dosis terapéutica)

Grupo V: Placebo
Grupo VI: 4,2 x 10 5 ufp/kg (30 veces la dosis terapéutica) 
Grupo VII: 8,4 x 10 5 ufp/kg(60 veces la dosis terapéutica

Frecuencia de administración: Los grupos I, II, III y IV recibie-
ron una administración única el día 1 del ensayo por vía intra-
muscular (vía que se empleará en el estudio clínico), en el cua-
driceps femoral de la extremidad posterior derecha. Los grupos
V, VI y VII fueron administrados los días 1, 3 y 5, a fin de eva-
luar de forma preliminar la tolerancia en el sitio de administra-
ción tras inoculaciones reiteradas de este novedoso producto, el
cual, a diferencia de la IL-2hr no ha sido empleado en esquemas
clínicos. Este diseño se realizó siguiendo las regulaciones des-
critas por ICH/EMEA para estudios de tolerancia local [16]. 

Duración del ensayo y observaciones: Los grupos del I al IV se
mantuvieron en estudio durante 14 días, momento en que fueron
sacrificados, mientras que los grupos V, VI y VII fueron sacrifi-
cados el día 7 del experimento. En ambos casos las condiciones
ambientales y los parámetros de observación coinciden con los
descritos para el estudio de toxicidad aguda de IL-2hr. 

Estudio histopatológico para ambos estudios: El día señalado
para el sacrificio, a los animales se les practicó eutanasia
mediante dislocación cervical previo tratamiento anestésico con
éter y fueron desangrados por un corte en la arteria femoral. Se
procedió a la observación de la superficie corporal y cavidades
y a la necropsia en la que se realizó la búsqueda macroscópica
de signos de toxicidad o anomalías en todos los órganos. Se
tomaron muestras de hígado, bazo, ganglios mesentéricos y sitio
de administración, las cuales fueron procesadas utilizando una
tinción de hematoxilina-eosina y observadas utilizando un mi-
croscopio Carl Zeiss.

Procesamiento de datos

Las variables usadas para el tratamiento estadístico fueron el
peso corporal (PC), el consumo promedio semanal de alimentos
(CA) y los hallazgos histopatológicos (HH). En todos los casos
se estimaron las medidas de tendencia central y dispersión
(media, desviación estándar, valores máximos y mínimos).

Para los análisis de PC y CA se verificaron los supuestos de nor-
malidad (pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas (prueba de Levene) en cada tiempo
de evaluación y para cada sexo, aplicándose Análisis de varian-
za (ANOVA) paramétrico o la alternativa no paramétrica (prue-
ba de Kruskall-Wallis), dependiendo del cumplimiento de los
supuestos de distribución. Se realizaron comparaciones parea-
das en los intervalos consecutivos, utilizando la prueba t parea-
da o la prueba de Wilcoxon, en función del cumplimiento del
supuesto de aproximación por una distribución normal. Los
datos resultantes del estudio histopatológico fueron analizados a
través de la construcción de las tablas de clasificación cruzadas,
con la prueba de independencia asociada (prueba exacta de
Fisher)[17]. El procesamiento de los datos se realizó utilizando
el programa SSPS 8.0 sobre Windows[18].
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Resultados 

Observaciones clínicas 

En las observaciones clínicas realizadas diariamente a los ani-
males administrados con IL-2hr y con el candidato vacunal
FPCR3 contra el VIH no se evidenciaron signos de toxicidad ni
efectos adversos. No se reportaron cambios en el pelaje, la colo-
ración, apariencia de ojos y membranas mucosas fue normal, así
como la actividad somatomotora y comportamiento, observán-
dose adecuada respuesta ante los estímulos. No se registraron
muertes. En el estudio de toxicidad aguda de IL-2hr se observa-
ron quistes pequeños en aproximadamente el 50 % de los ani-
males de los grupos tratados con este producto, así como ligeras
induraciones, ambos en el sitio de administración. Estos hallaz-
gos no se relacionan con la dosis estudiada ya que se reportaron
con mayor frecuencia de aparición en animales tratados con la
menor dosis de IL-2 (6 animales /10), en contraste con un solo
animal reportado en el grupo tratado con 90 veces la dosis tera-
péutica. En los estudios realizados al candidato vacunal FPCR3,

las induraciones ligeras en el sitio de inoculación fueron tam-
bién el único signo registrado, las cuales fueron detectadas sola-
mente en los grupos que recibieron el producto de forma repeti-
da. Este signo manifestó una rápida reversión, siendo indetecta-
ble 48 horas después de ser administrada la sustancia de ensayo.

Peso corporal y consumo de alimento

En los estudios realizados con ambas sustancias de ensayo (IL-
2hr y candidato vacunal FPCR3 contra el VIH) se mantuvo un
incremento significativo de peso corporal en ambos sexos
(p=0.0003) (tabla 1, tabla 2), sin que existiera diferencias signi-
ficativas entre los grupos de tratamiento en cada tiempo de eva-
luación (p >0.05).

El consumo de alimento mantuvo un comportamiento similar en
ambos estudios realizados. Los animales hembras mantuvieron
un consumo promedio entre 19 y 21 gramos /día, mientras que
los animales machos consumieron de manera uniforme 25 gra-
mos/día (tabla 3) No se reportaron diferencias significativas
entre los grupos de tratamientos ni entre los tiempos de evalua-
ción en ninguno de los casos analizados (p > 0.05).

Hallazgos macroscópicos 

Durante la observación macroscópica no fue reportada ninguna
alteración morfológica en los órganos y tejidos inspeccionados
durante la necropsia.

Estudio histopatológico

Toxicidad aguda de IL-2 hr

En el 78 % de los animales involucrados en este estudio no se
detectó alteración histológica en el sitio de administración de la
sustancia de ensayo. Valores similares se reportaron durante el
análisis realizado a muestras de hígado, bazo y ganglios mesen-
téricos (96 %, 80 % y 100 % respectivamente).

En la tabla 4 se presenta la frecuencia de aparición de los hallaz-
gos en los órganos blanco, siendo evidente que la hematopoye-
sis extramedular del bazo es el evento más común (18 % de
los animales). No fueron encontradas diferencias significativas
(p > 0.05) entre los valores reportados en los grupos control
(solución salina y placebo) y los grupos administrados con IL-2
hr, lo que permite asumir que es un hallazgo no relacionado con
el producto en estudio. No se observó agotamiento celular en la
pulpa blanca del bazo, ni en ganglios mesentéricos, ni ningún
otro signo histopatológico que indicara inmunosupresión. En el

Tabla 1. IL-2 hr: Variaciones en el promedio de peso corporal (g). (Media ± Desviación Estándar).

Día 1 Día 7 Día 14

Grupo Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

I 154.0 ± 3.32 176.6 ± 6.66 182.8 ± 11.14 243.0 ± 7.75 196.0 ± 13.47 273.0 ± 9.57
II 158.4 ± 1.82 176.4 ± 7.40 184.8 ± 8.07 239.0 ± 6.78 195.8 ± 10.26 268.6 ± 7.09
III 156.0 ± 5.00 177.0 ± 8.34 188.0 ± 10.02 236.2 ± 8.76 199.8 ± 17.68 262.2 ± 14.04
IV 155.6 ± 3.44 179.4 ± 6.62 186.8 ± 9.52 238.4 ± 5.27 195.6 ± 13.22 266.0 ± 7.18
V 155.4 ± 5.50 179.6 ± 6.80 189.2 ± 11.52 244.6 ± 5.03 203.6 ± 12.70 273.4 ± 8.50

Tabla 2. Candidato vacunal FPCR3 contra el VIH: Variaciones en el promedio de peso corporal (g). (Media ± Desviación Estándar).

Día 1 Día 7 Día 14

Grupo Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

I 176.8 ± 7.9 196.4 ± 11.1 203.0 ± 11.0 245.8 ± 16.5 215.2 ± 13.5 285.2 ± 18.3 
II 166.0 ± 12.6 204.8 ± 13.3 192.4 ± 17.1 256.2 ± 11.9 204.6 ± 16.1 290.0 ± 13.0
III 170.6 ± 8.3 208.8 ± 2.9 196.00 ± 8.2 260.2 ± 11.4 207.6 ± 9.0 294.8 ± 9.8
IV 169.8 ± 5.9 207.0 ± 6.5 194.60 ± 5.6 258.2 ± 9.2 208.2 ± 9.2 290.4 ± 8.5
V 170.6 ± 11.7 206.4 ± 11.1 204.0 ± 14.7 258.6 ± 8.7 – –
VI 166.4 ± 6.1 204.0 ± 10.0 193.67 ± 1.5 247.7 ± 16.0 – –
VII 165.8 ± 7.9 201.4 ± 19.3 194.00 ± 5.2 262.3 ± 3.5 – –
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sitio de administración, el 16 % de los animales, pertenecientes
a los grupos inoculados con IL-2 hr, presentaron secuestro del
inóculo rodeado de reacción granulomatosa, sin que la compa-
ración de estos valores con los grupos control y placebo mostra-
ran significación estadística (p > 0.05). Se observó además teji-
do de granulación subcutánea (Figura 1).

Toxicidad aguda y tolerancia local del
candidato vacunal FPCR 3contra el VIH

En el 65 % del total de animales estudiados, no se reportaron
hallazgos histopatológicos en el sitio de administración, siendo
en el resto la reacción granulomatosa de diferentes tipos el prin-
cipal signo encontrado. Esta reacción está compuesta mayor-
mente por macrófagos y fue localizada preferentemente en el
endomisio de las fibras musculares, acompañada de tejido de
granulación incipiente y de eventual regeneración del sarcolema
(Figura 2). Fue reportada además hematopoyesis en hígado y
bazo (Figura 3), sin que existieran diferencias significativas
entre la frecuencia de aparición en los grupos tratados con la
sustancia de ensayo y el grupo placebo (p> 0.05) (tabla 5)

Discusión

El incremento sostenido de peso y el consumo estable de ali-
mento mantenido por los animales utilizados en los estudios pre-
clínicos de seguridad realizados a IL-2 hr y al candidato vacunal
FPCR3 constituyen índices indirectos de la no toxicidad de las
sustancias estudiadas, dada la sensibilidad de estos parámetros
para detectar alteraciones debidas a sustancias exógenas, inclu-
so aquellas de baja toxicidad. Independientemente de la dosis
administrada, los animales aumentaron de peso durante la fase
experimental de los estudios de forma significativa (p< 0.05)
hasta el momento del sacrificio, sin que aparecieran variables en
cada tiempo de evaluación que indicaran la influencia de dosis
de hasta 90 veces la dosis terapéutica en ambos parámetros, que
registraron valores similares a los reportados para animales
sanos de la especie [19,20].

Nuestras observaciones clínicas conducen a confirmar la segu-
ridad de estos productos; no se evidenciaron alteraciones etoló-
gicas ni morfológicas que pudieran ser atribuibles a las sustan-
cias en estudio. Las induraciones encontradas de forma poco
frecuente y reversible en el caso de animales tratados con tres

Tabla 3. Consumo promedio de alimento (g) de animales hembras y machos en ambos estudios. (Media ± Desviación Estándar)

CONSUMO DE ALIMENTO (g)

Toxicidad aguda de IL-2hr Toxicidad aguda y Tolerancia local de FPCR3

Grupo Sexo Semana 1 Semana 2 Semana 1 Semana 2

I V 20.1± 2.0 22.0 ± 0.8 19.5 ± 1.4 20.5 ± 0.7
H 25.0 ± 0.0 24.9 ± 0.1 25.0 ± 0,0 25.0 ± 0,0

II V 20.0 ± 1.1 24 .0± 0.7 20.5 ± 1.2 20.4 ± 1.0
H 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0,0

III V 20.6 ± 0.8 20.7 ± 1.5 20.0 ±0.7 20.0 ± 1.3
H 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0,0

IV V 19.3 ± 1.1 20.0 ± 0.7 20.3 ± 1.2 21.1 ± 0.9
H 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0,0

V V 20.3 ± 0.7 21.1 ± 0.2 21.4 ± 1.0 –
H 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0.0 25.0 ± 0.0 –

VI V – – 19.7± 0.5 –
H – – 25.0 ± 0.0 –

VII V – – 19.7 ± 0.8 –
H – – 25.0 ± 0.0 –

Tabla 4. Frecuencia de aparición de hallazgos histopatológicos en el estudio de Toxicidad aguda de IL-2hr.

Sitio de administración Hígado Bazo Ganglio

Grupo NAS S TG ED NAS HE NAS HE NAS

I 10/10 0/10 0/10 0/10 10/10 0/10 5/10 5/10 10/10
II 9/10 0/10 0/10 1/10 9/10 1/10 9/10 1/10 10/10
III 8/10 2/10 1/10 0/10 9/10 1/10 9/10 1/10 10/10
IV 7/10 3/10 0/10 0/10 10/10 0/10 9/10 1/10 10/10
V 5/10 3/10 2/10 0/10 10/10 0/10 8/10 2/10 10/10

NAS Nada a señalar, S secuestro del inóculo rodeado por reacción granulomatosa, TG Tejido de granulación, ED Edema de la dermis, HE Hematopoyesis extramedular.



dosis del candidato vacunal FPCR3 , así como los pequeños
quistes observados en los animales administrados con IL-2 hr no
parecen tener relación con las dosis administradas, sino con el
mecanismo de acción de éstos producto, según han reportado
otros autores [21, 22, 23 ,24] y no constituyen efectos adversos
de consideración, dada su baja frecuencia de aparición y su
mínima intensidad. 

La observación microscópica realizada durante el estudio histo-
patológico confirma el resultado de las observaciones clínicas
reportadas. En el sitio de administración la mayoría de los ani-
males no mostraron ningún signo de alteración histológica. La
IL-2hr utilizada en bajas dosis desarrolla reacciones de tipo
inflamatoria como consecuencia de la activación de la cascada
de citoquinas proinflamatorias (interferón g, factor estimulador
de colonias de macrófagos, entre otras) y de la proliferación y
diferenciación de macrófagos y células linfoides [21], lo que
condiciona la formación de granulomas macrofágicos de diver-

sa intensidad Otros autores [22] han reportado la presencia de
eosinófilos y leucocitos mononuclerares (entre los días 4 y 7 del
estudio) en el sitio de administración en ratones inoculados con
dosis bajas de IL 2 hr, la cual se tradujo en inflamación en la
región donde fue administrado el producto. Los efectos encon-
trados por nosotros son de menor severidad que los reportados
en la literatura. 

Los distintos tipos de reacción granulomatosa observados en los
animales tratados con dosis de hasta 90 veces la dosis terapéuti-
ca del candidato vacunal FPCR3 son la respuesta esperada ante
la inoculación de una sustancia inmunogénica y ha sido reporta-
da por autores que han empleado vacunas similares a ésta en
adultos seronegativos [23]. Por su magnitud se consideran efec-
tos poco significativos a nivel local 

La hematopoyesis extramedular, (fundamentalmente en el bazo, y en
menor frecuencia en el hígado), se ha descrito con anterioridad como
resultado de la respuesta orgánica a la influencia moderada de estrés
en el curso de la experiencia [24]. La frecuencia de aparición de este
signo en el bazo es mayor en el grupo administrado con solución
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Tabla 5. Toxicidad aguda del candidato vacunal FPCR3 contra el VIH. Frecuencia de aparición de alteraciones microscópicas por grupos.

Sitio de administración Hígado Bazo Timo Ganglio

Grupo NAS GFM GD GFM GFMD TG NAS HE NAS HE NAS NAS

I 9/10 1/10 0/10 0/10 0/10 0/10 10/10 0/10 4/10 6/10 0/10 0/10
II 10/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 8/10 2/10 4/10 6/10 0/10 0/10
III 9/10 0/10 0/10 1/10 0/10 0/10 10/10 0/10 4/10 6/10 0/10 0/10
IV 10/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 9/10 1/10 5/10 5/10 0/10 0/10
V 6/10 1/10 0/10 2/10 1/10 0/10 7/10 3/10 4/10 6/10 0/10 0/10
VI 1/10 0/10 1/10 3/10 4/10 1/10 8/10 2/10 5/10 5/10 0/10 0/10
VII 0/10 0/10 1/10 4/10 5/10 0/10 7/10 3/10 1/10 9/10 0/10 0/10

Leyenda: GD: Granuloma difuso, GFM: Granuloma focal minino, GFMD: Granuloma focal minimo disperso, TG: Tejido de granulación, HE Hematopoyesis extramedula, H:
Hígado, B: Bazo, T: Timo, GL: Ganglios linfáticos, NAS: Nada a señalar.

Fig. 1. Observaciones microscópicas en el sitio de administración
de IL-2hr. A. Secuestro de inóculo. B Tejido de granulación subcu-
táneo.

Fig. 2. Observaciones microscópicas en el sitio de administración
en animales inoculados con el candidato vacunal FPCR3. A- fibra
muscular sin alteraciones. B- granuloma mínimo disperso. C- gra-
nuloma focal mínimo. D-granuloma macrofágico con tejido de gra-
nulación incipiente.

Fig. 3. Hematopoyesis extramedular en bazo de un animal inocula-
do con el grupo placebo en el estudio de Toxicidad aguda del can-
didato vacunal FPCR3.
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salina que en los grupos tratados con IL-2 hr, mientras que en el
hígado solo aparece en 2 animales, uno de los cuales fue inoculado
con el placebo de la formulación. En el caso de los animales trata-
dos con el candidato vacunal, la frecuencia con que se reportó hema-
topoyesis extramedular de bazo es similar entre todos los grupos en
estudio, lo que permite asumir la independencia de este hallazgo del
producto inoculado.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se
puede afirmar que la IL -2 hr aplicada en los niveles de dosis estu-
diados no evidencia alteraciones, ni locales ni sistémicas, que pue-
dan ser interpretadas como signos de toxicidad o daño biológico, lo
que confirma los resultados obtenidos por Kendall [2] en estudios
clínicos cuya estrategia terapéutica combina el uso de productos
antirretrovirales y vacunas anti VIH con el uso de bajas dosis de este
producto ( 2,5x106 UI/ día) a fin de minimizar los efectos tóxicos
derivados del mecanismo de acción de esta citoquina y propiciar la
recuperación acelerada de los niveles de inmunidad en pacientes con
SIDA. El candidato vacunal ensayado (FPCR3) no evidenció tam-
poco efectos adversos ni en el sitio de administración, ni en el los
órganos diana estudiados, lo cual sugiere que, aun cuando se preci-
san otros estudios toxicológicos, ambos productos biofarmacéuticos
podrían ser empleados con un adecuado marco de seguridad en un
estudio clínico piloto de terapias combinadas en pacientes VIH+.
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Introducción
El flumazenilo, es un inhibidor competitivo del receptor g-acido
aminobutirico, con una gran efectividad para antagonizar los
efectos de la sobredosis por benzodiacepinas pura o asociada [1,
2], en pacientes de cualquier edad y que estén con un grado de
coma inferior a 12 puntos según la escala de Glasgow [3,5]. El
flumazenilo es también eficaz para revertir la sedación o aneste-
sia después de cualquier procedimiento en el que se hayan apli-
cado benzodiacepinas [2] y también es una herramienta útil para
el diagnóstico diferencial del paciente que se remite al Servicio
de Urgencias en coma de origen desconocido, presumiblemente
de etiología tóxica [3-5]. 

Aunque es un medicamento relativamente seguro, se han descri-
to algunos efectos adversos infrecuentes como náuseas, vómitos,
ansiedad, agitación, arritmias y convulsiones [1,2,6,7]. Se pre-
senta el caso de un paciente que desarrolló una convulsión tóni-
co-clónica generalizada tras la administración de flumazenilo.

Caso clínico

Un hombre de 30 años fue remitido al Servicio de Urgencias del
Hospital, por haber sido encontrado inconsciente por su familia;
en el lugar de los hechos se hallaron blisters vacíos de diazepam
(tabletas por 5 mg, 20 unidades), citalopram (tabletas por 20 mg,
14 unidades) y lormetazepam (comprimidos por 1 mg, 60 uni-
dades); también se encontraron algunas tabletas de risperidona y
restos de vómito. El paciente tenía de base un trastorno límite de
personalidad y antecedentes depresivos de larga evolución,
habiendo realizado 5 intentos de suicidio, el primero a los 19
años y el último hacía 2 años. No tenía antecedentes epilépticos.

El paciente ingresó en Urgencias sin poderse precisar el tiempo
de evolución desde la ingesta, presentando un estado de coma
con una puntuación de 6 en la escala de Glasgow (apertura de
ojos-1, respuesta motora-4, respuesta verbal-1), con presión
arterial 110/90 mmHg, frecuencia cardíaca 64 por minuto, tem-
peratura 36,5ºC y saturación de oxígeno de la hemoglobina del
92%.  El examen físico no mostró otros hallazgos patológicos,
salvo pupilas mióticas, hipotonía muscular e hiporreflexia tendi-
nosa. El ECG fue normal, así como el hemograma y la bioquí-
mica. Se tomó una muestra de orina para análisis toxicológico
que fue positiva para benzodiacepinas y negativa para drogas de
abuso (anfetaminas, cocaína, cannabis, opiáceos y metadona).
Se indicó la administración de flumazenilo (0,5 mg) con lo que

Resumen: El flumazenilo es un antagonista competitivo del
receptor GABA que revierte con eficacia los efectos de la sobre-
dosis por benzodiacepinas. Es un medicamento seguro, aunque
se han descrito algunos efectos adversos poco frecuentes, entre
ellos las convulsiones. Se presenta el caso de un paciente de 30
años, que fue encontrado en coma después de tomar un número
indeterminado de tabletas de benzodiacepinas y antidepresivos
tricíclicos en un intento suicidio; tras la administración de flu-
mazenilo, desarrolló una convulsión tónico-clónica generaliza-
da. Durante su evolución tuvo que ser ingresado en la Unidad de
Cuidados Intensivos por presentar insuficiencia respiratoria
secundaria a una broncoaspiración, de la cual evolucionó satis-
factoriamente en 48 horas. Se revisan los factores de riesgo para
el desarrollo de convulsiones por la utilización de este antídoto
y se dan algunas recomendaciones para el uso seguro del fluma-
zenilo.

Palabras clave: Flumazenilo, benzodiacepinas, coma, convul-
siones, antidepresivos tricìclicos.

Abstract: Seizures after flumazenil administration in a case
of combined benzodiazepine and tricyclic antidepressant
overdose. Flumazenil is a competitive inhibitor of the GABA
receptor which effectively counteracts the effects of benzodiaze-
pine overdose. It is considered to be safe, although infrequent
adverse effects, including seizures, have been described. We pre-
sent the case of a 30-year-old patient who was found in coma
after taking an unknown amount of benzodiazepines and tricy-
clic antidepressants in an attempt to commit suicide After the
administration of flumazenil, the patient suffered generalized
tonic-clonic seizure. The patient was admitted to the ICU due to
respiratory insufficiency secondary to broncoaspiration, with a
satisfactory evolution after 48 hours. The risk factors for the
development of seizure after flumazenil admisnistracion are dis-
cussed, recomendation for its safe use are suggested.

Key words: Flumazenil, benzodiazepines, coma, seizures, tri-
cyclic antidepressant.
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mejoró la puntuación en la escala de Glasgow (2+5+2), por lo
cual se mantuvo al paciente en observación y con una perfusión
contínua del mencionado antídoto (0,25 mg/h). A las 10 horas el
intoxicado fue evaluado de nuevo, constando un deterioro de su
nivel de conciencia (Glasgow 1+3+1), desaturación de oxígeno
de la hemoglobina (80%) y marcada hipoventilación del hemi-
tórax derecho; ante la respuesta previa favorable al flumazenilo,
se iniciaron nuevamente bolos endovenosos de flumazenilo de
0,25 mg cada minuto, hasta un total de 1 mg; a los 5 minutos, el
paciente presentó una convulsión tónico-clónica generalizada,
que duró unos 15 segundos, que cedió espontáneamente. Una
gasometría arterial mostró una acidosis metabólica con hipoxe-
mia severa (pO2 47 mmHg), por lo que se decidió realizar la
intubación orotraqueal y la ventilación mecánica. En la radio-
grafía de tórax se observó una atelectasia del hemitorax derecho
e imágenes alveolares en la base del hemitórax izquierdo com-
patibles con una broncoaspiración, por lo cual se inició trata-
miento antibiótico con amoxicilina y ácido clavulánico y se tras-
ladó al Area de Vigilancia Intensiva. Se tomó una nueva mues-
tra de orina (12 horas después del ingreso) que se analizó
mediante cromatografía líquida de alta resolución y que mostró
la presencia de antidepresivos tricíclicos. La crisis convulsiva
fue atribuida a la administración del flumazenilo en un paciente
intoxicado con antidepresivos tricíclicos y con complicaciones
respiratorias, por lo que no se consideró indicada la práctica de
un electroencefalograma ni de un TAC craneal. La monitoriza-
ción electrocardiográfica contínua del paciente no mostró tras-
tornos del ritmo, ni de la conducción ni de la repolarización. A
las 24 horas el paciente había recuperado la conciencia y mejo-
rado de su insuficiencia respiratoria, por lo que se pudo retirar
la ventilación mecánica y extubar sin complicaciones. Al ser
interrogado, confirmó la ingesta voluntaria de diazepam, clomi-
pramina y lormetazepam, sin recordar la cantidad ni la hora del
intento de autolisis. La evolución del paciente fue favorable y
pudo ser dado de alta del Hospital una semana mas tarde.

DISCUSION 

El flumazenilo es una imidabenzodiacepina hidrosoluble, con un
estructura química muy similar al midazolam, y que se compor-
ta como un antagonista competitivo a nivel del receptor benzo-
diacepínico (especialmente el receptor BZ2 o W2 a nivel del
GABAA). Su eficacia está determinada por la dosis [1-3]. 

La administración de flumazenilo puede acompañarse, en
menos del 1% de los casos, de efectos adversos de tipo gastroin-
testinal (hipo, náuseas, vómito), cardiovascular (arritmias ven-
triculares, bloqueos de conducción, hipo o hipertensión, dolor
torácico), neurológico (cefalea, parestesias, opistótonos, convul-
siones) o psiquiátrico (ansiedad, confusión, alteraciones cogniti-
vas y ataques de pánico) [1,2,6,7,9-12]. 

La capacidad del flumazenilo para precipitar convulsiones en
animales intoxicados con antidepresivos tricíclicos ha sido cla-
ramente demostrada [8]. Spivey [9] revisó 43 casos de convul-
siones asociadas, al menos temporalmente, con la administra-
ción intravenosa de flumazenilo, y esta complicación estuvo
muy relacionada con la dosis del antídoto. Las convulsiones no
se consideran un efecto tóxico directo del flumazenilo, sino que
se atribuyen al efecto proconvulsivante de los antidepresivos tri-

cíclicos, que es potenciado con el uso del flumazenilo, ya que
este antídoto revierte el efecto anticonvulsivante de las benzo-
diacepinas en el caso de sobredosis mixtas de benzodiacepinas
y tricíclicos. En la citada revisión se constata que el 42% de los
pacientes que convulsionaron tras la administración de flumaze-
nilo, habían ingerido antidepresivos tricíclicos, y que esta com-
plicación se asoció a la presencia de un ensanchamiento del
QRS en el ECG; otros casos de convulsiones son atribuidos a un
síndrome de abstinencia a las benzodiazepinas inducido por el
flumazenilo. Haverkos [12] describe una paciente de 39 años
con antecedentes de crisis convulsivas, que haber ingerido una
mezcla de antidepresivos tricíclicos y benzodiacepinas, y que
presentó un status epiléptico después de la administración de
flumazenilo. Mintzer et al [13] también ha demostrado la capa-
cidad del flumazenilo para desencadenar un síndrome de absti-
nencia en consumidores crónicos de benzodiazepinas. A pesar
de esta conocida asociación entre el flumazenilo y las convul-
siones, nunca debe perderse de vista que un intoxicado puede
también convulsionar por otros motivos como la hipoxemia, el
bajo gasto cardíaco, el traumatismo craneoencefálico asociado o
un accidente vascular cerebral, y que estas causas han de ser
también excluidas por criterios clínicos, gasométricos, hemodi-
námicos o con ayuda de las exploraciones complementarias ade-
cuadas.

Ante un paciente que se sospecha que ha ingerido benzodiace-
pinas y antidepresivos tricíclicos, u otros tóxicos con riesgo de
inducir convulsiones (como cocaína, litio, metilxantinas, isonia-
zida, propoxifeno, inhibidores de la monoaminooxidasa, bupro-
prion o ciclosporina), se debe intentar evitar el uso de flumaze-
nilo, o utilizarlo con algunas precauciones como corregir, en
caso necesario, la hipoxia o la hipotensión antes de utilizar este
antídoto, administrando siempre dosis progresivas que no supe-
ren los 0,25 mg por minuto. Debe evitarse su aplicación en
pacientes epilépticos y en los consumidores adictivos de benzo-
diacepinas y, en cualquier caso, valorando siempre la relación
riesgo/beneficio que puede obtenerse con el uso de este antído-
to.
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arance of acidosis. Reduced visual acuity and a small haemorr-
hage in the right optic papilla were observed, both of which were
compatible with a toxic neuropathy.

Key words: Methanol, 4-methilpyrazole, fomepizole.

Introducción
La intoxicación por metanol puede causar alteraciones del equi-
librio ácido-base y disfunción neurológica, que puede conducir
a la muerte o dejar secuelas graves como una ceguera o un sín-
drome de Parkinson [1, 2]. El metanol en sí, es poco tóxico, pero
su metabolización a través de la alcohol deshidrogenasa, lleva a
la formación de formaldehído y ácido fórmico, que son metabo-
litos muy tóxicos. El diagnóstico de esta intoxicación puede ser
difícil y requiere de un alto índice de sospecha. El tratamiento se
basa en la corrección de la acidosis metabólica con bicarbonato
sódico, la aplicación de acido folínico como protector de la toxi-
cidad ocular y, en algunos casos, la hemodiálisis como método
de depuración extrarrenal. La terapéutica más específica es la
administración de antídotos que inhiban o saturen la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH); tradicionalmente se ha utilizado
el alcohol etílico para este fin, pero recientemente se ha intro-
ducido el fomepizol [3], un fármaco capaz de bloquear la ADH
e impedir la generación de formaldehído y ácido fórmico. Las
referencias bibliográficas relacionadas con el tratamiento con
fomepizol de la intoxicación por metanol o etilenglicol, son muy
escasas y ninguna de España [4-11], por lo que hemos creído de
interés la presentación de este caso.

Caso clínico

Un hombre de 59 años fue remitido al Servicio de Urgencias de
otro hospital, tras haber sido encontrado somnoliento en la vía
pública. Refería como antecedentes un glaucoma de ángulo
abierto en ojo derecho, alcoholismo de 30 años de evolución
(130 g/día) y tabaquismo (1 paquete cigarrillos /día). Las cons-
tantes clínicas a su ingreso mostraban una presión arterial de
167/85 mmHg, frecuencia cardiaca de 79 por min y frecuencia
respiratoria de 36 por min. A la exploración física ofrecía un
aspecto descuidado, con signos de deshidratación y somnolencia
(14 puntos en la escala de Glasgow); la auscultación cardiores-
piratoria fue normal, así como la palpación abdominal. Se prac-
ticaron unos análisis generales cuyo resultado mas destacable
fue la presencia de una acidosis metabólica (pH 7.06, bicarbo-

Resumen: La intoxicación por metanol puede causar alteracio-
nes del equilibrio ácido-base, trastornos oculares y disfunción
neurológica que pueden llevar a la muerte o a generar secuelas
graves. El tratamiento específico consiste en la aplicación de
antídotos que impidan que la enzima alcohol deshidrogenasa
(ADH) metabolice el metanol; tradicionalmente se ha utilizado
el alcohol etílico para este objetivo, pero recientemente se ha
introducido el fomepizol, un fármaco capaz de inhibir la ADH.
Se presenta el primer paciente tratado en España con este fár-
maco. Se trata de un hombre de 59 años con antecedentes de
alcoholismo crónico, que ingresó en el Servicio de Urgencias
por una alteración del estado de conciencia, y en el que se detec-
tó una severa acidosis metabólica, manifestando en el interroga-
torio la ingesta en las horas previas de unos 50 mL de “alcohol
de quemar”. La concentración de metanol en suero fue de 0,24
g/l. Se inició tratamiento con bicarbonato sódico y fomepizol a
una dosis de 15 mg/kg, con buena tolerancia y sin reaparición de
la acidosis. Se objetivó una disminución de la agudeza visual,
aunque en el fondo de ojo inicial sólo se apreció una pequeña
hemorragia en astilla parapapilar derecha compatible con una
neuropatía de carácter tóxico, y que ha sido su única secuela.

Palabras clave: Metanol, 4-metilpirazol, fomepizol.

Abstract: Treatment of acute methanol poisoning with fome-
pizole. Methanol poisoning may cause metabolic acidosis,
visual abnormalities and neurological dysfunction and may also
result in severe sequelae or death. The treatment indicated is the
administration of antidotes which inhibit the metabolization of
the methanol by the alcohol dehydrogenase enzyme (ADH).
Traditionally, ethyl alcohol has been used for this purpose, but
recently, fomezipole, an inhibitor of alcohol dehydrogenase, has
been introduced. We report on the first patient treated with this
antidote in Spain. A 59-year-old man with a history of chronic
alcoholism was admitted to the Emergency Department due to
altered consciousness. Severe metabolic acidosis was detected
and the patient admitted having consumed some 50 mL of rub-
bing alcohol. The serum methanol concentration was 0,24 g/l.
Treatment was begun with sodium bicarbonate and fomepizole
at a dose of 15 mg/kg, which was well-tolerated with no reappe-

41

Rev. Toxicol. (2004) 21: 41-43

Tratamiento con fomepizol de una intoxicación aguda por metanol

Melo Trujillo1 OL, Alonso Pérez2 D, Zabalza Cerdeiriña2 M, Nogué Xarau3 S, Grau Junyent2 JM y

Munné Mas3 P
1Toxicología Clínica, Universidad del Rosario. Bogotá, Colombia. 2Servicio de Medicina Interna. Hospital Clínic, Barcelona
3Área de Vigilancia Intensiva. Unidad de Toxicología Clínica. Hospital Clínic, Barcelona

Recibido 19 de Septiembre de 2003 / Aceptado 4 de Febrero de 2004

Correspondencia: Dr. Santiago Nogué. Área de Vigilancia Intensiva.
Hospital Clínic. Calle Villarroel 170. 08036 Barcelona. E-mail: sno-
gue@clinic.ub.es. Fax: 93-2275693.



Melo Trujillo OL, Alonso Pérez D, Zabalza Cerdeiriña M et al.

Rev. Toxicol. (2004) 21: 41-43

nato 9 mmol/l y exceso de base –21). Se decidió el traslado del
paciente a nuestro Hospital donde ingresó con regular estado
general, afebril y con una saturación de oxígeno de la hemoglo-
bina del 98%. El examen físico no mostraba otros hallazgos
patológicos, salvo la somnolencia y las pupilas midriáticas e
hiporreactivas. En los controles analíticos destacó un hemogra-
ma normal pero con un leve aumento del VCM (104.9 fl), glu-
cosa 173 mg/dl, sodio 137 mEq/L, potasio 4,58 mEq/L, y per-
sistente acidosis metabólica con ácido láctico normal (15
mg/dL) (Tabla 1). Se indicó la administración intravenosa de
bicarbonato sódico (250 mEq) y terapia multivitamínica.

A las 10 horas del ingreso el paciente fue reinterrogado y refirió
que 36 horas antes, había bebido unos 50 mL de “alcohol de
quemar” disuelto en agua, con el objetivo de beber alcohol, y
que posteriormente a la ingesta presentó varios episodios de
vómito y que a las pocas horas notó una disminución de la agu-
deza visual en ambos ojos, astenia y somnolencia. Se tomó una
muestra de sangre y se solicitó la concentración de metanol que
fue de 0,24 g/l. El anion gap estaba aumentado y el ácido lácti-
co persistía normal (Tabla 1), por lo que se decidió iniciar tera-
pia antidótica con fomepizol a una dosis de 15 mg/kg, en una
infusión de 1 hora; el control de metanol a las 12 horas fue de
0,1 g /l, por lo cual se administró una nueva dosis de fomepizol
(10mg/kg) siguiendo el protocolo vigente en nuestro Hospital; el
control analítico de metanol 12 horas más tarde fue negativo.
Desde ese momento no volvió a precisar más aporte de bicarbo-
nato, al tiempo que se normalizaba el anion gap y se reducía la
concentración de ácido láctico. Se realizaron controles analíti-
cos incluyendo pruebas de función hepática, pancreática, renal,
glucosa y hemograma, con resultados normales excepto una fos-
fatasa alcalina de 301 U/L y una gamma GT de 102 U/L atri-
buibles a su alcoholismo crónico. El paciente aquejaba una gran
reducción de agudeza visual en ambos ojos, que le impedía leer,
aunque en el fondo de ojo inicial sólo se apreció una pequeña
hemorragia en astilla parapapilar en ojo derecho, compatible
con neuropatía de carácter tóxico, y que fue la única secuela de
su intoxicación. No se objetivaron efectos adversos atribuibles al
fomepizol. El paciente fue dado de alta al cabo de una semana,
y ha sido seguido ambulatoriamente a los 6 meses, persistiendo
la pérdida de la agudeza visual.

Discusión

El alcohol metílico o metanol, es una sustancia que se encuentra
en algunos productos domésticos como el alcohol de quemar,
limpiacristales, disolventes y otros productos comerciales. Casi
todos los casos de intoxicaciones por metanol se dan en alcohó-

licos deprivados de su bebida habitual, ingestas suicidas o con-
sumo accidental en niños. Como es una sustancia más económi-
ca que el etanol, se ha utilizado para adulterar bebidas alcohóli-
cas [7, 10]. Las manifestaciones clínicas son generalmente de
inicio tardío, entre 12 y 24 horas después de la exposición, y
relacionadas con la producción de formaldehido y sobre todo de
ácido fórmico, a través de la acción de la alcohol deshidrogena-
sa, que es el principal responsable de la neurotoxicidad, de la
acidosis metabólica y del aumento del anion gap [1, 5, 7, 10]. El
diagnóstico de la intoxicación por metanol se realiza a través de
la anamnesis, de los hallazgos clínicos como síntomas gastroin-
testinales (náuseas, vómitos y dolor abdominal), hiperventila-
ción, alteración del estado de conciencia y trastornos visuales; la
evolución puede ser hacia el coma profundo con convulsiones y
depresión respiratoria [1, 2, 10]. La presentación de estos signos
y síntomas, asociados a una acidosis metabólica con aumento
del anion gap, es altamente sugestivo del diagnóstico, que se
debe confirmar con la determinación de metanol o de ácido fór-
mico. 

La terapia antidótica se reserva para casos que presentan con-
centraciones de metanol superiores a 0.2 g/L [4, 7, 10]. El obje-
tivo de esta terapia es bloquear la capacidad metabólica de la
alcohol deshidrogenasa. Una opción es la impregnación con
alcohol etílico, que es 20 veces más afín por esta enzima que por
el metanol, siempre y cuando se alcance una concentración de
etanol en plasma superior a 1 g/L [1, 2]; si se elige este trata-
miento, hay que verificar regularmente los niveles de etanol en
sangre (no sobrepasar 1,5 g/L), controlar la glicemia por el ries-
go de hipoglicemia asociada a la administración del etanol y
tener en cuenta que en pacientes alcohólicos que estén en trata-
miento con disulfiram, la administración de etanol les desenca-
denará un síndrome acetaldehídico. 

La otra opción antidótica es el 4-metilpirazol (fomepizol), un
inhibidor competitivo de la ADH, que ha sido aprobado recien-
temente por la FDA como tratamiento de la intoxicación por
metanol [4, 10, 11] y etilenglicol [12, 13]. Aunque no se ha
demostrado una mayor eficacia del fomepizol con respecto al
etanol, sus ventajas potenciales son múltiples: el fomepizol tiene
un efecto inhibitorio muy potente sobre la ADH, y su metaboli-
zación y eliminación son lentos, por lo que esta mayor duración
de la acción, simplifica su administración y la vigilancia del tra-
tamiento, particularmente cuando se combina con la hemodiáli-
sis. Su dosificación es sencilla y no necesita un control analíti-
co. El uso del fomepizol evita los efectos tóxicos del etanol, es
bien tolerado en sujetos sanos [14], no produce hipoglicemia, no
altera el estado de conciencia y no induce síndrome acetaldehí-
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Tabla 1. Evolución de los parámetros analíticos durante las primeras 32 horas.

BICARBONATO ANION GAP LACTATO METANOL
HORAS pH mmol/L mEq/L mg/dL g/L

Ingreso 7.06 9 No medido No medido No medido
+ 4 7.17 12.2 No medido 15 No medido
+ 14 7.44 22 34 16 0,24
+ 26 7.40 26,6 15,3 No medido 0,10
+ 32 7.36 24,9 16,6 10 IST*

* Inferior a la sensibilidad de la técnica.
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dico si el paciente estaba bajo tratamiento con disulfiram. El tra-
tamiento con fomepizol se recomienda para pacientes con con-
centraciones de metanol por encima de 0,2 g/L o cuando hay una
alta sospecha de intoxicación asociada a por lo menos dos de los
siguientes hallazgos: pH arterial < 7.3, bicarbonato sérico < 20
mmol/l, anion gap > 16 mEq/L u osmol gap > 10 mOsm/kg H2O
[6, 10]. El fomepizol se administra por vía intravenosa a una
dosis inicial de 15 mg/kg y adicionales de 10 mg/kg cada 12
horas durante 48 horas o hasta que la concentración de metanol
es < 0,1 g/L. El mayor inconveniente del fomepizol es su coste,
que queda parcialmente compensado al evitar el uso del etanol y
por tanto la necesidad de sus controles, y también porque puede
hacer innecesaria la indicación de la hemodiálisis.

La hemodiálisis es una importante herramienta terapéutica en
esta intoxicación, que permite depurar el metanol y sus metabo-
litos tóxicos. Su indicación se basa en una combinación de cri-
terios clínicos (alteraciones neurológicas u oculares) y analíticos
(concentración de metanol en sangre y anion-gap). No hay duda
de que en el caso presentado, un diagnóstico más precoz de into-
xicación por metanol hubiese puesto en marcha esta técnica
extractiva, contribuyendo así a una reducción de las secuelas
oculares. También se aconseja el tratamiento temprano con
ácido folínico que, experimentalmente, se ha demostrado que
reduce las lesiones oculares.

La intoxicación por metanol está presente en nuestro medio y
debe ser sospechada ante toda acidosis metabólica de causa no
definida, especialmente si cursa con anion gap u osmol gap
aumentados. El fomepizol representa una nueva opción terapéu-
tica frente al etanol, para impedir que la ADH genere metaboli-
tos tóxicos. El fomepizol es un medicamento seguro y eficaz,
pero de coste muy elevado.
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El 1 de Marzo de 2004 se ha celebrado bajo la Presi-
dencia de Honor S.M. La Reina de España, en el Centro de
Ciencias Medioambientales -CSIC en Madrid la II Jornada
de la Red Española de Métodos Alternativos (REMA, http://
www.remanet.net) con el sugerente título de “Genómica,
proteómica y citómica: Nuevas herramientas en el desarrollo
de medicamentos”. Fue organizada por la Red Española de
Métodos  Alternativos a la Experimentación Animal junto a
los Ministerios de Sanidad y Consumo, Agricultura, Pesca y
Alimentación y Ciencia y Tecnología en colaboración con
diversas entidades entre las que figuran AETOX, Farma-
industria, CCMA-CSIC, CISA-INIA, SESA, SEMA, SBC,
SECAL, SEEA y AEFI.

En la inauguración César Fernández Quintanilla, Di-
rector del Centro de Ciencias Medioambientales, mostró la
satisfacción de su centro por acoger el encuentro que había
despertado gran expectación, y al que asistieron más de un
centenar de personas. 

Fernando García Alonso, Director General de Farmacia
y Productos Sanitarios del Ministerio de Sanidad y Consu-
mo, indicó que la responsabilidad de la aprobación de nuevos
medicamentos en la Unión Europea es una tarea compartida
entre la Agencia Europea del Medicamento y las Agencias
Nacionales. Manifestó que las agencias tienen la responsabi-
lidad de proteger la salud y por ello son conservadoras, insis-
tiendo en la necesidad de que los procedimientos de evalua-
ción estén incluidos en el “guión”, es decir, en las normati-
vas. Sin embargo es necesario el desarrollo de procedimien-
tos más predictivos y que precisen de menos animales.

Pilar León, de la Subdirección General de Explotaciones
Ganaderas del Ministerio de Agricultura Pesca y Alimen-
tación, responsable del bienestar animal y del empleo de ani-
males de experimentación, indicó que se están realizando
grandes esfuerzos y potenciando la difusión y el conoci-
miento entre los investigadores de la filosofía de las tres Rs.
La presente legislación europea sobre protección animal está
siendo revisada.

Emili Esteve, de Farmaindustria, insistió en que la eva-
luación toxicológica para el registro de medicamentos está
muy reglamentada, y ha sido actualizada en 2003. Aseguró
que los métodos alternativos serán empleados si resultan
atractivos, es decir, que estén aceptados por la legislación y
supongan ventajas de costo, facilidad de realización y reduc-
ción en el empleo de animales.

Argelia Castaño, Presidenta de REMA y miembro del
Comité Científico asesor de ECVAM, explicó que REMA
pretende integrar los intereses de la Administración, la Indus-
tria, la Sociedad y el Mundo Científico para favorecer el
desarrollo y uso de métodos alternativos a la experimenta-
ción animal. Ello es particularmente importante en la evalua-
ción de compuestos químicos, medicamentos y cosméticos,
siendo necesario aplicar las mejores tecnologías disponibles.

— — —

La Primera Sesión fue moderada por Mª Luisa Abad
(MS y C) y Nuria Basi (REMA). 

Helma Hermans, Secretaria de la In Vitro Testing
Industrial Platform (IVTIP, http://www.ivtip.org), explicó
que su organización es un foro informal de 26 compañías
europeas de compuestos químicos, medicamentos, cosméti-
cos, y servicios. Entre sus objetivos se encuentra asesorar a
los organismos de la Unión Europea, optimizar el valor de
proyectos europeos e incentivar la transferencia de tecnologí-
as y el desarrollo y uso de alternativas a la experimentación
animal.

Joan Albert Vericat, de NeuroPharma, S.A., profundizó
en el empleo de la Toxicogenómica exponiendo diversos
casos concretos que muestran la gran productividad y utili-
dad de la tecnología. La técnica es robusta, muy rápida, con
poca variabilidad para señales altas, permite integrar los
datos y aproximarse a los mecanismos de toxicidad, descu-
briendo los genes claves alterados y buscar explicaciones a
los fenómenos. Sin embargo es preciso profundizar en la
variabilidad existente entre los diversos modelos, es crucial
emplear dosis y períodos de exposición realistas perfecta-
mente controlados y desarrollar bases de datos comunes que
permitan aprovechar la información que actualmente se está
obteniendo.

— — —

La Segunda Sesión fue moderada por Pilar León,  del
Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentación, y Argelia
Castaño (REMA). 

Raffaela Corvi, del Centro Europeo para la Validación de
Métodos Alternativos, insistió acerca de “Métodos Alterna-
tivos: Previsiones de ECVAM”. Su centro se ha reorganizado
ante las exigencias de la nueva política europea sobre com-
puestos químicos (REACH) y de la séptima enmienda de la
directiva de cosméticos. Ambas legislaciones coinciden en la
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obligación de emplear al máximo los métodos in vitro. La
toxicogenómica supone la segunda generación de métodos
alternativos por la revolución que suponen al proporcionar un
gran volumen de información. 

Enrique O’Connor, del Centro de Citometría y Citómica
del Dpto. de Bioquímica y Biología Molecular de la
Universidad de Valencia se centró en la “Citómica en el estu-
dio de nuevos fármacos”. La citómica o citometría de siste-
mas celulares complejos (citoma) estudia el fenotipo mole-
cular de cada célula individual mediante citometría de flujo o
microscopía confocal y de barrido láser. Entre las aplicacio-
nes automatizadas más interesantes destacan la detección de
receptores extra e intracelulares y su activación, los sistemas
de transporte y metabolismo, los efectos intracelulares y las
alteraciones metabólicas y muerte celular

— — —

La Tercera Sesión fue moderada por Elina Valcarce (MS
y C) y Eduardo de la Peña (REMA).

Antonio Martínez, de PROGENIKA Biopharma S.A., se
centró en “Aplicaciones de la genómica para la identificación
de nuevas dianas terapéuticas en cáncer y enfermedades neu-
rodegenerativas”. La genómica funcional trata de averiguar
cuales son los genes que responden ante estímulos externos
y su relación con las vías desencadenadoras de fenómenos
patológicos. Utilizando plataformas de expresión génica de
unos 50000 genes, se identifican los genes de interés, se vali-
dan las dianas a nivel molecular, celular y animal, y se reali-
za el cribado químico y ensayos con animales. La informa-
ción generada permite evaluar la predisposición genética a
padecer una determinada enfermedad, el desarrollo de siste-
mas de diagnóstico precoz, el desarrollo de nuevos fármacos
más eficaces, la optimización de ensayos clínicos y la perso-
nalización de los tratamientos farmacológicos.

Fernando Corrales, del Dpto. de Medicina Interna de la
Universidad de Navarra, “Proteómica: traducción de geno-
mas en funciones celulares” remarcó que la proteómica trata
de unir los conocimientos generados en la secuenciación
génica con la utilidad de las 30000 proteínas del ser humano.
Aunque el nivel de automatización no es tan alto como los
procedimientos de genómica, permite identificar la modifi-
cación de las cascadas de señales en respuesta a un determi-
nado fármaco e identificar nuevas dianas diagnósticas y tera-
péuticas.

Enrique Santamaría, también del Dpto de Medicina
Interna de la Universidad de Navarra, expuso la “Detección
de marcadores precoces de esteatohepatitis mediante prote-
ómica funcional”. Se ha estudiado el proteoma hepático en
ratones deficientes en la síntesis de S-adenosilmetionina, que
causa esteatohepatitis no alcohólica y hepatocarcinoma. Tras
detectar cambios en la expresión de 117 proteínas, se obser-
vó que 12 se presentaban desde el nacimiento, y que 4 de
ellas se asociaban a alteraciones mitocondriales básicas. La

prohibitina fue identificada como una diana primaria, que
también se encuentra alterada en pacientes obesos.

La Mesa Redonda fue moderada por Francisco Ferrán-
diz y Eugenio Vilanova (REMA). José Vicente Castell, del
Hospital La Fe de Valencia, presentó “Predictomics”. Se trata
de un proyecto de investigación financiado por la Unión
Europea para tratar de predecir la toxicidad crónica emple-
ando plataformas de genómica, proteómica y citómica para
diferenciar los cambios tóxicos directos, de los defensivos,
los adaptativos y los epifenómenos.

J. Félix Olalla, de la Agencia Española de Medicamento,
insistió en la necesidad de la inclusión de los procedimientos
en la legislación, y sobre todo de realizar evaluaciones usan-
do aproximaciones caso por caso basándose en la informa-
ción disponible y valorando la relevancia de los procedi-
mientos empleados.

Domingo Gargallo, de Glaxo SmithKline, manifestó que
las empresas farmacéuticas son las más interesadas en que
los procedimientos novedosos sean aplicables no sólo en las
fases de desarrollo de medicamentos, que son las que actual-
mente demandan un mayor uso de animales, sino también en
las de evaluación. 

Joan Albert Vericat, de Neuropharma SA, insistió en que
las empresas farmacéuticas están volcadas en forma propor-
cional a su tamaño en el empleo de las diferentes “ómicas”
ya que están convencidas de su gran utilidad. 

Mariana Sáenz de Galdeano, de la Asociación Nacional
de Defensa de los Animales, indicó que su organización par-
ticipa a través de Eurogrupo en la actualización de las nor-
mativas de protección y experimentación animal. Es necesa-
ria la fiabilidad en la evaluación de la seguridad de los com-
puestos químicos por lo que hay que desarrollar procedi-
mientos alternativos al uso de animales que puedan incorpo-
rarse a ese proceso cuando sean suficientemente predictivos.

Adela López de Cerain, representante de REMA, recor-
dó que esta asociación se había constituido como una red
nacional cuyo principal objetivo era integrar los intereses de
la administración, la industria (farmacéutica y química), el
mundo científico/académico y la sociedad. Por lo tanto los
aspectos de regulación y registro que competen a la adminis-
tración tienen perfecta cabida en REMA. Reconoció que,
como había quedado patente en la Jornada, los modelos ani-
males siguen siendo imprescindibles en la investigación,
entre otras cosas para validar las dianas moleculares identifi-
cadas por las modernas técnicas “ómicas”. En este sentido
recordó que una de las tres Rs es el refinamiento, es decir el
perfeccionamiento de los experimentos con animales aten-
diendo a los principios éticos, si bien a veces se identifican
los métodos alternativos como métodos exclusivamente in
vitro. 

Finalmente Eugenio Vilanova dio por terminada la jor-
nada agradeciendo la participación a todos los asistentes.
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Las jornadas sobre Toxicología Ambiental: Seguridad
Química fueron organizadas por la Dirección General de
Salud Pública de la Consejería de Sanidad de la
Comunidad Autónoma de la Región de Murcia (CARM),
Asociación Española de Toxicología (AETOX) y
Sociedad Española de Sanidad Ambiental (SESA). Se
celebraron los días 22-25 de marzo de 2004 en el Centro
de Enseñanza Medio Ambiental de la Caja de Ahorros del
Mediterráneo (CEMACAM), centro situado en la urbani-
zación Torre Guil de Sangonera La Verde (Murcia). Las
Jornadas fueron inauguradas por el Subdirector General
de Sanidad Ambiental del Ministerio de Sanidad y Con-
sumo (D. Francisco Marqués Marqués); Dña. Elisa Gómez
Campoy que ostentaba la representación de la Dirección
General de Sanidad de la CARM y codirectora de las
Jornadas; el Presidente de la AETOX (D. Eduardo de la
Peña de Torres) y codirector de la Jornada; el Presidente
de la SESA (D. José V. Martí Boscà) y el Director del
CEMACAM - Torre Guil (D. Antonio Gómez Plaza).

Las jornadas se desarrollaron con la siguiente estruc-
tura y organización:

1. Presentación de ponencias de los siguientes temas: 

1.1) Introducción a la Evaluación del Riesgo de las
Sustancias Químicas (Dres. Eduardo de la Peña de Torres
/ Centro de Ciencias Medioambientales del CSIC, y Elisa
Gómez Campoy / Servicio de Sanidad Ambiental de la
CARM). En esta ponencia se expuso una breve introduc-
ción acerca del control del riesgo químico en referencia a
la legislación vigente e información sobre seguridad (fi-
chas de datos de seguridad y etiquetas y pictogramas).

1.2) Aspectos legislativos de las Sustancias y Pro-
ductos Químicos (Dr. Francisco Marqués Marqués / Sub-
dirección de Sanidad Ambiental y Salud Laboral del Mi-
nisterio de Sanidad y Consumo). En esta sesión se abor-
daron principalmente los aspectos legislativos de sustan-
cias químicas y preparados en cuanto a la clasificación y
etiquetado, evaluación del riesgo y su puesta en el merca-
do.

1.3) Evaluación Físico-Química de las Sustancias Quí-
micas (D. Juan Ignacio Sánchez Gelabert / Sanidad Am-
biental de la DGSP/CARM). En esta presentación se

resaltó la importancia de los estudios de las propiedades
físico-químicas de las sustancias y preparados químicos
para su caracterización en cuanto a su peligrosidad, alma-
cenamiento, manipulación y su posible impacto medioam-
biental

1.4) Evaluación Toxicológica (Dra. Isabel Mª Moreno
Navarro/ Universidad de Sevilla). Se centró principalmen-
te en los distintos ensayos llevados a cabo en animales y
plantas con el fin de evaluar la toxicidad de las sustancias
químicas y su mecanismo de acción antes de su comercia-
lización.

1.5) Evaluación de la Mutagenicidad (D. Oscar
Herrero Felipe / CCMA-CSIC). En esta ponencia se expu-
sieron los distintos ensayos que actualmente se realizan
para evaluar la mutagenicidad, carcinogenicidad y terato-
genicidad de las distintas sustancias químicas.

1.6) Evaluación de Toxicidad para la Reproducción
(Dr. Guillermo Repetto Kuhn / Instituto Nacional de Toxi-
cología y Ciencias Forenses / Universidad de Sevilla).
Esta sesión se centró en la evaluación toxicológica sobre
la reproducción, la disrupción endocrina y los métodos
alternativos a la experimentación animal.

1.7) Introducción Medioambiental (Dra. Ana de la
Torre Reoyo (CISA/INIA). Se abordó principalmente la
estimación del riesgo de las sustancias químicas sobre el
medio ambiente tras su aplicación o emisión.

1.8) Introducción de la Historia de Murcia (Dr. Gon-
zalo Matilla Seiquer / Universidad de Murcia). En un
ambiente más distendido y con el fin de acercarnos a la
historia de Murcia, se nos presentó la región en la etapa
del Imperio Romano.

1.9) Búsqueda de Datos Toxicológicos (Dr. Guillermo
Repetto). Nos ofrecieron un listado de las bases de datos
“on line” y en “cd rom” con el fin de localizar de una ma-
nera rápida y fiable la información toxicológica útil.

1.10) Salud Laboral (Dr. Juan Francisco Periago / Ins-
tituto de Seguridad y Salud Laboral). La visita al Instituto
de Seguridad y Salud Laboral de la Región de Murcia nos
acercó a las actividades que se desarrollan en dicha enti-
dad dedicadas a la investigación de los agentes químicos
y/o físicos medioambientales potenciales de causar pato-
logías laborales.

Jornada AETOX-SESA sobre
Toxicología ambiental: Seguridad química
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1.11) Realización de Fichas de Datos de Seguridad
Química (Dra. María Tarancón / Servicio de Salud de
Andalucía / Sevilla). 

1.12) Seguimiento de Exposición Ocupacional a
Plaguicidas en Almería (Dres. Tesifón Parrón Carreño y
José Luis Serrano. Servicio de Salud de Andalucía / Alme-
ría). De forma muy didáctica se nos presentó un programa
de vigilancia epidemiológica de los efectos agudos en la
salud del uso de sustancias plaguicidas puesto en marcha
en Andalucía.

2. Ejemplo práctico de búsqueda de datos en cd rom
y bases de datos en línea o Internet, bajo la supervisión de
G. Repetto; J.I. Sánchez Gelabert; A. de la Torre; I. Mo-
reno; Antonio Juan García Fernández; O. Herrero; M.
Tarancón; José Jesús Guillén, O. Herrreo, J.V. Martí, E.
Gómez Campoy y E. de la Peña). Esta sesión práctica nos
permitió elaborar fichas de datos de seguridad con el
apoyo de la información toxicológica obtenida “on line”
y/o de bases de datos en “CD rom” presentadas anterior-
mente.

3. Visita al Instituto de Seguridad y Salud Laboral
(Dr. J.Fco. Periago) y a la Depuradora de la Granja Expe-
rimental de la Universidad de Murcia, Campus de Espi-
nardo (Dr. Antonio Muñoz). La visita a la Universidad de
Murcia tuvo como objeto conocer una innovadora planta
de depuración de purines que cumple en su totalidad la
legislación vigente.

4. Tres Mesas Redondas sobre a) Aspectos Ecotoxi-
cológicos. Repercusión Ambiental  (Dres. A. de la Torre,
A.J. García e I.Mª. Moreno); b) Aspectos Toxicológicos:
Repercusión Sanitaria Realización (Dres. E. Gómez
Campoy, J.V. Martí, J.J. Guillén y E. de la Peña); y c) Mesa
Coloquio sobre el curso donde participaron la totalidad de
los ponentes y asistentes presentes. 

Estas jornadas se desarrollaron durante 26 horas desde
la tarde del 22 hasta el medio día del 25 de marzo; se clau-
suraron con la entrega de diplomas a los 28 asistentes pro-
cedentes de diferentes departamentos o servicios de
Sanidad Ambiental de las diferentes CCAA (Andalucía,
Extremadura, Cataluña, Islas Baleares, Castilla-La
Mancha; Castilla-León; La Rioja; Madrid, Murcia, Nava-
rra, País Vasco, Región Valenciana); así como represen-
tantes del Ministerio de Sanidad y Consumo, de las Uni-

versidades de Alcalá de Henares, Almería, Miguel
Hernández, Navarra, Murcia y Sevilla), organismos de
Investigación y Control, Instituto Nacional de Toxicología
y Ciencias Forenses, Instituto de Salud Carlos III, CISA-
INIA, representantes de la Industria, miembros de la
Dirección Gral. de Industria y de la Dirección Gral. de
Salud de la Comunidad Autónoma de la Región de
Murcia, y del Centro e Ciencias Medioambientales del
CSIC. 

CONCLUSIONES

El curso de Toxicología Ambiental de Seguridad
Química ha conseguido formar a los participantes acerca
de: a) Legislación existente sobre sustancias y productos
químicos; b) Pruebas físico-químicas, toxicológicas y
ecotoxicológicas para la evaluación de las sustancias y
productos químicos; c) búsqueda de datos físico-quími-
cos, toxicológicos y ecotoxicológicos tanto en las bases de
datos en cd rom como en Internet; d) correcta elaboración
de fichas de datos de seguridad química de las sustancias.

Desde nuestro punto de vista, las Jornadas consiguie-
ron la interconexión entre las distintas disciplinas relacio-
nadas con la Toxicología y Seguridad Química. Se han
entablado excelentes relaciones entre profesionales de dis-
tintas áreas, lo que ha facilitado el intercambio de infor-
mación y nuevas ideas. Tanto la organización como la alta
calidad y elevado interés de las ponencias propiciaron un
aprendizaje y acercamiento a la situación actual en la que
se encuentra la caracterización de las sustancias químicas
y la valoración de los riesgos derivados de ellas. Somos
conscientes de la alta participación e interés suscitado por
los distintos participantes de curso, además, debido a la
gran demanda consideramos que se podrían organizar
posteriores ediciones ya que contribuyen a ampliar la for-
mación de profesionales dedicados a los distintos campos
relacionados con la Toxicología y la Seguridad Química.

Encarna Quesada, Esther Sabater

División de Toxicología
Instituto de Bioingeniería
Universidad Miguel Hernández
Avda. de la Universidad s/n 
03202 Elche, Alicante, España
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– 21-25 marzo 2004, Baltimore, USA
SOT 43rd Annual Meeting
Website: http://www.toxicology.org/MemberServices/Meetings/am2004/index.html

– 21- 24 abril 2004, Edimburgo, Gran Bretaña
British Toxicology Society annual Meeting
e-mail: clive.kind@astrazeneca.com

– 1-4 junio 2004, Strasbourg, Francia
XXIV EAPCCT Congress
Location: Strasbourg Convention Centre 

– 7-9 julio 2004, Universidad S.E.K. de Segovia, España
XIII Reunión Científica de la SEMA
Organiza: Dr. Samuel González (smancebo@sekmail.com)
Campus de Santa Cruz la Real
C/ Cardenal Zuñiga nº 12, 40003, Segovia
Tel.: 921-412410 / Fax 921-445593

– 11-16 julio 2004, Tampere, Finlandia
ICT X 2004 
Prof. Hanna Tähti, Medical School, FIN-33014 University of Tampere, Finland
Tel + 358 3 2156672 / Fax +358 3 2156170 / e-mail blhata@uta.fi
or ictx@tsgcongress.fi

– 29 agosto- 2 septiembre 2004, Vancouver BC, Canadá
7th International ISSX Meeting
e-mail: nholahan@issx.org
Website: http://www.issx.org

– 28 agosto-3 septiembre 2004, JW Marriott Hotel, Washington, DC. USA
FBI Laboratory Forensic Toxicology Symposium & Joint Meeting of the Society of Forensic Toxicologists
(SOFT) and The International Society of Forensic Toxicologists (TIAFT)
Website: http://www.soft-tox.org; http://www.tiaft.org

– 4-8 septiembre, 2004, Maastricht, Holanda
34th Annual Meeting of the EEMS
e-mail: erica.vandenoever@fd.unimaas.nl
Website: http://www.unimaas.nl/congresbureau/EEMS2004/general.htm

– 24 septiembre, 2004, Palma de Mallorca
VIII Jornadas Nacionales de Toxicología Clínica
e-mail: comtox@hsd.es

– 6-10 marzo 2005, New Orleans, Louisiana, USA
SOT 44rd Annual Meeting
Website: http://www.toxicology.org/

– Cáceres, Septiembre 2005
XVI Congreso Nacional de Toxicología
Website: http://tox.umh.es/aetox/index.htm

PRÓXIMOS CONGRESOS
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LUGAR DE CELEBRACIÓN:
Complejo Cultural San Francisco
de la Institución Cultural El Brocense
de la Excma. Diputación Provincial de Cáceres

COMITÉ ORGANIZADOR:

PRESIDENTE: Francisco Soler Rodríguez
SECRETARÍA: Mª del Prado Míguez Santiyán y Marcos Pérez López
VOCALES: Pura Matas Cascos, Guillermina Font Pérez,

Jesús Pablo García Cambero y Ana Lourdes Oropesa Jiménez

CORREO DE CONTACTO: cctox2005@unex.es

PÁGINA WEB : tttp://www.unex.es/toxicologia

XVI CONGRESO NACIONAL
DE

TOXICOLOGÍA
Cáceres, 28 al 30 de Septiembre de 2004

Cáceres 2005

CONGRESO ESPAÑOL
DE TOXICOLOGÍA
CONGRESO ESPAÑOL
DE TOXICOLOGÍA
CONGRESO ESPAÑOL
DE TOXICOLOGÍAXVIXVIXVI
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Constitución del
Comité Español  de IUTOX 

En la Subdirección General de Relaciones Internacionales del Ministerio de Ciencia y
Tecnología, tuvo lugar el pasado día 29 de Marzo de 2004, la reunión para la constitución
del Comité Español de IUTOX (Internacional Union Toxicology), aprobada por la Comisión
Permanente de la Comisión Interministerial de Ciencia y Tecnología, bajo la presidencia
de su subdirector, D. Esteban Manrique Reol, quedando constituido dicho Comité por los
siguientes miembros:

D. EDUARDO DE LA PEÑA DE TORRES
Presidente del Comité Español  de IUTOX y de la
Asociación Española de Toxicología (AETOX)

Dª PILAR GASCÓ ALBERICH
Secretaria del Comité Español de IUTOX y miembro de la
Junta Directiva, de la Asociación Española de Toxicología

D. MANUEL SANCHO RUIZ
Director  del Instituto Nacional de Toxicología y
Ciencias Forenses

D. EUGENIO VILANOVA GISBERT
Catedrático de Toxicología, Universidad Miguel
Hernández de Elche (Alicante)

Dª ARGELIA CASTAÑO CALVO
Presidenta de la Red Española de Métodos Alternativos
(REMA)

Dª ANGELES YUSTE MARTÍNEZ
Representante del Ministerio de Ciencia y Tecnología



Instrucciones a los autores
Los MANUSCRITOS se enviarán por triplicado, escritos claramente y
a doble espacio, con márgenes amplios, por una sola cara y en hojas
DIN A4. Tanto la forma como el contenido deberán ser cuidadosamen-
te revisados para evitar correcciones sobre las pruebas. Se indicará
sobre el margen izquierdo la localización de tablas y figuras.
El TEXTO debe ser claro y conciso, cuidando la ortografía y la utiliza-
ción de abreviaturas. Todas las páginas irán numeradas correlativamen-
te, comenzando por la primera página o titular y siguiendo con el texto,
bibliografía, tablas y pies de figuras.
Los ARTÍCULOS originales no deberían superar las cuatro páginas
impresas u ocho en las revisiones incluyendo tablas y figuras (una pági-
na impresa equivale a unas tres páginas mecanografiadas). El precio de
cada página adicional es de 60 €. Las COMUNICACIONES cortas y
los CASOS clínicos no deben superar las dos páginas impresas inclu-
yendo una o dos tablas o figuras y hasta 10 citas bibliográficas.
El editor someterá las copias a dos revisores externos a la revista cuyas
observaciones se trasladarán al autor para la reescritura del original.

Presentación del manuscrito

En la PRIMERA PÁGINA deberá constar: título del artículo y hasta
cinco palabras clave, ambos en inglés y castellano. Nombre completo
del autor/es, institución donde se ha realizado el trabajo y dirección
donde hay que enviar las pruebas. Para facilitar la comunicación se
agradecería la inclusión de un número de teléfono, fax o e-mail.
RESUMEN: Será lo más informativo posible, y comprenderá una
pequeña Introducción, un sucinto Material y Métodos, los Resultados
abreviados y las Conclusiones del trabajo. Su lectura dará una idea clara
del mismo, se acompañará de una versión en inglés (Abstract) y pala-
bras clave (Key words). No debe sobrepasar las 30 líneas mecanogra-
fiadas y no debe incluir abreviaturas ni referencias.
La INTRODUCCIÓN describirá los orígenes y bases del estudio. Las
revisiones y las comunicaciones cortas no necesitan introducción.
En la sección de MATERIAL Y MÉTODOS se evitarán descripciones
de todo aquello que pueda encontrarse en la bibliografía citada. Deben
describirse de forma concisa los individuos y series estudiados, criterios
de selección, procedimientos, duración y número de repeticiones de los
ensayos, equipo y materiales utilizados y cuantos datos puedan preci-
sarse para la repetición del estudio. Los métodos estadísticos deberán
también describirse en esta sección. Para substancias químicas o fárma-
cos se citará el nombre genérico conforme a la IUPAC. Si se utiliza una
marca registrada, se hará constar el nombre genérico y el nombre del
fabricante. 
La sección de RESULTADOS presentará sin interpretarlas, las observa-
ciones realizadas, así como el análisis estadístico. Los datos numéricos
se pueden presentar en tablas pero sin repetirlos entonces en el texto.
En la DISCUSIÓN se considerarán los resultados presentados compa-
rándolos con otros publicados, las razones que apoyan la validez de los
mismos, su aplicación práctica y las directrices para nuevas investiga-
ciones.

BIBLIOGRAFÍA: La exactitud de las referencias bibliográficas es res-
ponsabilidad del autor. Sólo deberían incluirse referencias relacionadas
estrechamente con el trabajo y que el autor pueda verificar personal-
mente. Todas las referencias listadas deben ir citadas en el texto. Citas
como “observaciones no publicadas” o “pendientes de publicación”
deberían evitarse. Las referencias irán numeradas por orden desapari-
ción en el texto y citadas numéricamente y entre corchetes. Por ejemplo:
[1], [2-13]. Al final del texto la bibliografía irá citada de la siguiente
manera:

a) artículos de revistas: apellidos e iniciales de todos los autores, año,
título completo, revista en su abreviatura normalizada, número de volu-
men y primera y última página y utilizando los signos de puntuación
como en el ejemplo.

7. de la Peña E, Herrera A, Barrueco C, Canga C (1988) Sistemas de
activación metabólica. Rev Toxicol 6: 33-38.

b) libros: apellidos e iniciales de los autores, año de publicación, título
completo del libro, editorial, lugar de publicación y nº de páginas o, si
se trata de un capítulo, apellidos e iniciales de los autores, año de publi-
cación, título del capítulo, en: editores del libro, título completo del
libro, editorial, lugar de publicación y primera y última página:

21. de la Peña E, Burguete I, Guadaño A (1999) Evaluación Mutagénica
y Genotóxica. Dirección General de Enseñanza Superior e Investigación
Científica, Sociedad Española de Mutagénesis Ambiental, MRCIA98.
Madrid. pp. 398.

14. de la Peña E, Guadaño A, Repetto G (1999) Métodos alternativos y
complementarios en experimentación animal. En: Pérez-García CC,
Díez-Prieto I, García Partida P (cols) Introducción a la Experimentación
y Protección Animal. León. Universidad de León. 215-223.

FIGURAS: Todas las figuras deberán ir numeradas consecutivamente y
enviadas en hoja aparte. Las fotografías se enviarán en diapositiva o
copia en positivo sobre papel brillante. Las figuras publicadas previa-
mente deben ser enviadas con el permiso escrito del titular de los dere-
chos. Las explicaciones de la figuras no deben repetirse en el texto y 
tienen que ser breves y claras. Notas como “ver texto” deben evitarse.

Formato: las ilustraciones se enviarán en el formato definitivo o indi-
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