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METODOS DE ENSAYO TOXICOLOGICO
DE LOS ADITIVOS ALIMENTARIOS

Segundo Informe
del Comité Mixto FAO/OMS de Expertos
en Aditivos Alimentarios *

INTRODUCCION

El Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios
se reunié en Ginebra, del 17 al 24 de junio de 1957. La reunién fue
declarada abierta por el Director General Adjunto de la Organizacion
Mundial de la Salud, Dr. P. Dorolle, quien hablé también en nombre
del Director General de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién. El Profesor R. Blackwell Smith, jr, y el
Profesor R. Truhaut fueron elegidos por unanimidad Presidente y
Vicepresidente, respectivamente, del Comité. Este estaba compuesto
por diez miembros, de los cuales cinco fueron invitados por la FAO y
cinco por la OMS. Como secretarios técnicos actuaron funcionarios de
la FAO y de la OMS.

Historia

En 1954, el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Nutricidon, en su
cuarta reunidn ® estudié los problemas relacionados con el empleo de los
aditivos alimentarios y recomend6 que la FAO y la OMS convocasen
una conferencia especial para el estudio de esta cuestion. El Comité Mixto
sugirié también que esta conferencia podria examinar la conveniencia de

* En el curso de su 212 reunion, el Consejo Ejecutivo adopto la siguiente resolucion :
E! Consejo Ejecutivo

1. ToMa NotA del segundo informe del Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en

Aditivos Alimentarios ;

2. DA LAS GRACIAS a los miembros del Comité por su labor ;

3. DA LAS GRACIAS a la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura

y la Alimentaciéon por la colaboraciéon que ha prestado ;

4. AUTORIZA la publicacién del informe; y

5. EXPRESA el deseo de que, en cooperacion con la FAO, se tomen las disposiciones

oportunas para dar cumplimiento a las recomendaciones del informe.

(Resolucion EB21.RS, Act. of. Org. mund. Salud, 1958, 83, 6)

¢ QOrg. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1955, 97 ; Reuniones de la FAO sobre Nutricion,
Serie de Informes, 1955, N° 9
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reunir un comité de expertos para estudiar, entre otras cosas, los criterios
que se deben seguir en la determinaciéon de la toxicidad de los aditivos
alimentarios. De conformidad con estas recomendaciones, en septiembre
de 1955 se celebrd en Ginebra una Conferencia Mixta FAO/OMS sobre
Aditivos Alimentarios a la que acudieron delegados de varios paises asi
como también representantes de organizaciones que trabajan en este
campo.”

Esta conferencia, que tenia un caréacter exploratorio, presté especial
atencién al trabajo que la FAO y la OMS podrian emprender provecho-
samente. Recomendé que deberian reunirse comités o grupos de expertos
con el fin de enunciar los principios generales que deben regir el empleo
de los aditivos alimentarios y para formular « métodos uniformes y apro-
piados para apreciar Ja inocuidad de los aditivos alimentarios ». El Comité
Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios se reunié en Roma
en diciembre de 1956 para sentar los principios generales.” El Comité
recomendd que los procedimientos para el ensayo toxicoldgico fuesen
objeto de un examen ulterior. El presente informe es resultado de estas
recomendaciones.

§

Funciones

En sus cartas de invitacién los Directores Generales de la FAO y de
la OMS indicaban que, de acuerdo con las recomendaciones mencionadas
en el parrafo precedente, el Comité deberia « estudiar los procedimientos
para el ensayo toxicolégico de los aditivos alimentarios afiadidos delibera-
damente ». En su mayor parte, el Comité limité sus discusiones a las
« materias no nutritivas que se incorporan intencionadamente a los ali-
mentos, por lo general en pequefia cantidad, para mejorar su aspecto,
su sabor, su consistencia o sus propiedades de conservacidén », segin
se propuso en 1954 por el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en
Nutricién.*

1. CON SIDERACIONES GENERALES

Este informe estd destinado a dar a todos aquéllos dedicados a estas
cuestiones, ya sea con cardcter cientifico o ya con cardcter administrativo,

@ Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1956, 107 ; Reuniones de la FAO sobre Nutricion,
Serie de Informes, 1956, N° 11

b El presente informe debe leerse conjuntamente con el primer informe del Comité
Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (Org. mund. Salud Ser. Inf.
técn., 1957, 129 ; Reuniones de la FAO sobre Nutricion, Serie de Informes, 1957, N° 15).

¢ Org.mund. Salud Ser. Inf. técn., 1955, 97, 33 ; Reuniones de la FAO sobre Nutricion,
Serie de Informes, 1955, N° 9, p. 33
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una idea general del tipo de datos de que se debe disponer en relacion
con todo aditivo antes de que su empleo en los productos alimenticios
sea autorizado oficialmente. Sobre este tema existen diversas publica-
CiODeS.l’ 4.5, 7,10, 11, 14 .

A los hombres de ciencia dedicados a estas cuestiones corresponde
indicar lo que debe hacerse para proporcionar pruebas que sirvan de base
a las decisiones que sobre la inocuidad de empleo puedan tomarse. Un
estudio bien orientado de las reacciones de los animales de experimentacién
a la administracién de aditivos alimentarios, o de los mismos productos
alimenticios elaborados, podria proporcionar las pruebas mnecesarias
para tomar tales decisiones. A medida que se acumulen datos en el campo
de Ia fisiologia general y de la bioquimica se irdn comprendiendo cada vez
mas claramente los efectos de las sustancias del tipo de los aditivos alimen-
tarios. El hecho de que éstos puedan ser ingeridos durante la mayor parte
de la vida de un individuo hace temer que esta prolongada ingestion pueda
producir reacciones hasta ahora insospechadas. El mejor modo de exa-
minar experimentalmente las posibilidades de que se produzcan estas
reacciones como consecuencia de la ingestion de aditivos alimentarios
es administrando a los animales durante la mayor parte, o la totalidad
de Ia vida de éstos, dosis mucho mas elevadas de dichas sustancias. A
falta de indicaciones en contra, estos ensayos prolongados deberdn formar
parte de todo trabajo experimental destinado a suminisirar pruebas en
favor de una pretendida inocuidad de un aditivo alimentario.

No se insistird nunca bastante en que tanto la realizacién de los expe-
rimentos que tienen por objeto demostrar la inocuidad de un aditivo
alimentario como la evaluacién y la interpretacién de los datos obtenidos
de estos experimentos son de la responsabilidad del hombre de ciencia.
Para poder tomar decisiones justas respecto al empleo de los aditivos
alimentarios, los datos cientificos que se retinan deberdn presentarse en
una forma que permita a cualquier especialista dotado de la experiencia
apropiada hacer una evaluacion adecuada de los resultados. Las decisiones
a que lleguen los grupos de expertos de diferentes paises con respecto
a un determinado aditivo alimentario pueden variar, puesto que la impor-
tancia relativa de los diferentes aspectos del problema puede ser influida por
las circunstancias, las costumbres dietéticas o la legislacién de la colecti-
vidad a que el grupo de expertos sirve.

Ninguna serie determinada de ensayos podria abarcar adecuadamente,
sin desperdicio de material, el ensayo de sustancias de estructura y funcion
tan diversas como son los aditivos alimentarios. El Comité considera,
por lo tanto, que no es conveniente el establecimiento de una serie uniforme
de procedimientos experimentales normalizados y obligatorios. Ademis,
esto no resolveria necesariamente las dificultades con que a veces se tro-
pieza para llegar a tomar decisiones sobre la inocuidad del empleo de los
aditivos alimentarios. Por esta razén, el Comité ha llegado a la conclusion
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de que con respecto a los procedimientos de ensayo unicamente es posible
formular recomendaciones de caricter general.

El Comité desea subrayar el hecho de que tales recomendaciones no
eliminan la necesidad de investigar otros métodos que pudiesen ser mds
sencillos y mas apropiados para los fines que se persiguen. Aunque pudiera
existir unanimidad respecto a la valia de determinadas técnicas, la satisfac-
toria evolucién de métodos mejores depende de la existencia de una libertad
cientifica total en este campo. En todo momento, un rdpido avance en
cualquiera de las ciencias basicas podria sugerir nuevas formas de realizar
las investigaciones toxicoldgicas. El hombre de ciencia puede hacer un
uso inmediato de tales progresos en el laboratorio, mientras que el incor-
porar cualquier modificacién sefialada como conveniente a unos proce-
dimientos de ensayo recomendados oficialmente exigiria mucho mads
tiempo. El Comité subraya vehementemente la necesidad de apoyar los
trabajos de toda especie que puedan ayudar al mejoramiento de los métodos
existentes para la evaluacion de la inocuidad de empleo de un aditivo
alimentario.”

La finalidad general de los trabajos para los que se ofrece orientacion
en este informe es la de establecer la « inocuidad de empleo » de un producto
quimico ; no se limita a un estudio de la toxicidad en si misma, o de los
« procedimientos toxicolégicos ». La mayoria de los investigadores estdn
de acuerdo en que casi todos los productos quimicos son nocivos en una
ciertas dosis e inocuos en otra, si bien algunos de ellos sostienen que no
existe ningin nivel de dosificacién inocuo para los cancerigenos compro-
bados.

El Comité confirma la declaracién hecha en el primer informe de este
Comité de Expertos de que: « La inocuidad en el uso constituye un factor
fundamental » aunque « es imposible establecer una prueba absoluta de
la no toxicidad de un cierto empleo de un aditivo ».” El caso particular
de la idiosincrasia puede ser un ejemplo ilustrativo a tal respecto. Es asi-
mismo importante recordar otro principio enunciado en el mismo informe,
a saber : que el empleo de un aditivo alimentario debe ir en beneficio del
consumidor.

Los procedimientos resefiados en este informe requieren todos los
recursos de un laboratorio bien montado y servido por un personal ade-
cuadamente instruido que pueda consultar la literatura cientifica de actua-
lidad relativa a un amplio campo de conocimientos. En particular, es
fundamental la existencia de instalaciones para albergar un gran nuimero
de pequefios animales de laboratorio y un nimero menor de otras especies.

e La inocuidad de ciertas sustancias que pasan a los productos alimenticios, tales
como los pesticidas y determinados aditivos cuya presencia es accidental, puede evaluarse
por métodos semejantes. )

b Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1957, 129, 12 ; Reuniones de la FAO sobre Nutri-
cion, Serie de Informes, 1957, N° 15, p. 12
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Es asimismo fundamental un personal competente y en numero suficiente
para atender al cuidado de los animales. El disponer de tales instalaciones
en una escala apropiada es muy costoso. Antes de montar un laboratorio
para emprender investigaciones toxicologicas hay que examinar estas
cuestiones y disponer de los medios adecuados. De ser posible, este labo-
ratorio estard situado en un medio en el que se efectiien investigaciones
activas en esferas afines.

Se fomentaria el avance en los trabajos sobre aditivos alimentarios si
en las revistas cientificas se diese mayor publicidad a los resultados expe-
rimentales que se relacionan con aquéllos. En muchos casos estos resultados
son solamente asequibles a un grupo restringido. Si se pudiese asegurar
la cooperacion de todos aquellos que patrocinan estas investigaciones,
las organizaciones internacionales podrian estudiar la posibilidad de
preparar listas de informes inéditos con vistas a hacerlos mdas ficilmente
asequibles a los investigadores en este campo que lo solicitaren.

2. IDENTIFICACION QUIMICA Y FISICA

En su primer informe, el Comité de Expertos subrayaba la necesidad
de establecer unas especificaciones para la identificacion de los aditivos
alimentarios por sus caracteres tanto fisicos como quimicos y recomendaba
que la FAO y la OMS preparasen por medios apropiados un amplio estudio
de este asunto.” El Comité apoya esta recomendaciéon y recomienda ademds
que podria comenzarse por la publicacién de las especificaciones ya esta-
blecidas para los aditivos alimentarios mds importantes, como son las
sustancias antimicrobianas y antioxidantes, que son de importancia especial
en las zonas insuficientemente desarrolladas.

Antes de emprender la realizacién de ensayos de toxicidad, el investi-
gador debe asegurarse de que el material sometido al ensayo posee las
mismas especificaciones que el material que luego se ha de usar comercial-
mente. Deberd conocer también la naturaleza y la cantidad de las impurezas.
mds importantes, puesto que éstas pueden representar un riesgo para la
salud mayor que el del aditivo mismo. La naturaleza quimica y las propie-
dades fisicas de la sustancia que se examina pueden orientar al investigador
en el plan de sus experimentos, ya que tales propiedades pueden indicar
posibles vias de absorcién y metabolismo, asi como también los probables
efectos biolégicos. Sin embargo, debe ponerse de relieve que los efectos
téxicos u otros efectos bioldgicos del material de ensayo no pueden pre-
decirse unicamente basdndose en sus propiedades quimicas y fisicas.

2 Org. mund. Salud Ser. Inf. técn., 1957, 129, 16, 22 ; Reuniones de la FAO sobre-
Nutricidn, Serie de Informes, 1957, N° 15 pp. 16, 22
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- Los aditivos alimentarios son generalmente materias que dan origen
a algin cambio en las propiedades de las sustancias alimenticias. Aunque
los cambios que se producen deliberadamente de este modo deben ser
beneficiosos para el consumidor, es evidentemente necesario asegurarse
de que otros cambios concomitantes que se produzcan no son perjudi-
ciales. Puede predecirse. frecuentemente la naturaleza de las reacciones
probables con las sustancias alimenticias, debiéndose proyectar las inves-
tigaciones apropiadas a fin de definir todos los cambios importantes que
puedan ocurrir. Estos cambios pueden ser de dos tipos. El primero se
refiere a la modificacién «del valor nutritivo. Esto debe estudiarse por
medicion directa de los. apropiados elementos nutritivos por métodos
de ensayo quimicos o bioldgicos adecuados. El segundo es la formacion
de nuevas sustancias, que pudieran ser toxicas, al modificarse los compo-
nentes- del producto alimenticio. Deben tenerse también en cuenta los
cambijos que se verifican:en la sustancia ensayada como consecuencia
de la preparacion culinaria, el almacenamiento o la aplicacion de otros
tratamientos e incluso los cambios derivados de su adicién a las dietas
de los animales de experimentacion. Estos puntos se estudiardn, en caso
necesario, por la investigacion toxicoldgica de los materiales alimenticios
tratados. En este tipo de experimentos se puede introducir un factor de
seguridad administrando a los animales un alimento sometido delibera-
damente a un tratamiento excesivo, en un grado determinado. ‘

Si la cantidad de sustancia afiadida al producto alimenticio tiene que
estar comprendida dentro de limites especificados, es fundamental un
método adecuado de determinacién cuantitativa. El poder disponer desde
el principio de detalles sobre un método de aislamiento y andlisis del material
de ensayo que sea eficaz al aplicarlo al producto final, puede facilitar
grandemente la investigacion y la aceptacion del mismo. A veces se olvida
que no se puede realizar ninguna determinacién exacta de los riesgos
inherentes al empleo de una sustancia, aun cuando ésta sea de toxicidad
conocida, a menos que puedan medirse las cantidades de ella presentes
en el producto alimenticio.

3. ESTUDIOS EN ANIMALES

El empleo satisfactorio de animales de expemmentacmn depende del
cuidado tomado en la seleccién y el mantenimiento de los mismos durante
todo el experimento. Es importante disponer de buenos locales para su
alojamiento, con suficiente veéntilacién y con una temperatura regulada.

Débe saberse todo lo posible respecto a la duracién normal de la vida
y la susceptibilidad a las enfermedades naturales, tumores especialmente,
de los animales empleados en estudios prolongados. Estos conocimientos
son necesarios para poder determinar la importancia de cualquier enfer-
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medad en los grupos experimentales. Por esta razén, deben utilizarse ratas
o ratones de raza conocida, bien sea criados en el laboratorio o bien adqui-
ridos a un mismo criador comercial, a fin de que dicha informacioén se
pueda reunir gradualmente. Por lo que respecta a otras especies, debe
conocerse en lo posible la edad y la historia de los animales.

Para los ensayos de alimentacién, las ratas se alojaran preferiblemente
aisladas y recibirdn una dieta bésica de composicién constante, adecuada
para sostener el desarrollo y la reproduccién en condiciones ordinarias.
Cuando el investigador desee examinar la toxicidad en condiciones de
deficiencia dietética, se necesitard, evidentemente, una dieta especial.
El empleo constante de dietas inadecuadas en las investigaciones de la toxi-
cidad de un aditivo alimenticio no es, sin embargo, recomendable.

Antes de dar comienzo a una investigacion toxicolégica hay que prestar
cuidadosa atencién al plan experimental con objeto de asegurarse de que,
mediante el tratamiento estadistico apropiado, se puede extraer la maxima
informacién de los datos. Siempre que se hagan mediciones de las diferen-
cias entre los animales testigos y los experimentales deberd estimarse
estadisticamente la importancia de tales diferencias.

Una dificultad no pequefia se presenta a propésito del nimero de ani-
males que se necesitan para obtener limites de confianza razonables dentro
de los cuales se pueda expresar la imposibilidad de descubrir un efecto.
La aplicacién de los principios estadisticos pertinentes indica la necesidad
de usar varios cientos de animales en cada nivel de dosificacion para asegu-
rar, con una probabilidad razonable, que en cualquier experimento se
puede observar el animal que reacciona positivamente, que puede ser,
por ejemplo, uno entre ciento.™ 7 Incluso asi, puede resultar muy dificil
descubrir este ejemplar que reacciona anormalmente e imposible atribuir
el efecto al material que se ensaya. No es prdctico sugerir el empleo de
animales en tan gran numero. En cambio, se puede confiar en la posibi-
lidad de observar una respuesta en la mayoria de los animales que reciben
niveles de dosificacion muy superiores a los recomendados para el consumo
humano.

3.1 Estudios de toxicidad aguda
3.1.1 Definicion

La expresion « ensayo de toxicidad aguda » implica el estudio de los
efectos producidos por el material de ensayo cuando se administra en
una dosis Unica.

3.1.2 Objetivos

Los ensayos de toxicidad aguda deben proporcionar datos suficientes
que permitan realizar comparaciones de la toxicidad de materiales afines
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y proporcionar la informacion necesaria para el planeamiento de futuros
estudios. Los ensayos de toxicidad aguda pueden poner de manifiesto
variaciones entre "especies y suministrar alguna informacién sobre los
sintomas de intoxicacién y los efectos patolégicos.

3.1.3 Procedimientos

3.1.3.1 Especie y sexo. Conviene emplear por lo menos tres especies,
una de las cuales no pertenezca al grupo de los roedores. En una especie

. por lo menos se utilizarin ambos sexos.

3.1.3.2 Realizacién del experimento.* % & 7815 Cuando las dosis supe-
riores a 5 g por kg de peso corporal no ocasionan muerte alguna
en los animales de ensayo resulta innecesaria la determinacién exacta de
la dosis letal. Con dosis letales inferiores a 5 g/kg se debe determinar
por un método apropiado la DLy, de una especie. Para las otras especies,
conviene determinar la dosis letal aproximada, cuando ésta es menor de
5 g/kg, a fin de observar si existe una diferencia importante en la sensi-
bilidad de las distintas especies.

3.1.3.3 Modo de administracion. El material de ensayo debe administrarse
por via oral y via parenteral. Cuando sea posible, se administrard en forma
de solucién en agua, aceite comestible u otro disolvente adecuado. Si
esto no fuera posible, se podrd usar un agente de suspension inerte. En

‘todos los casos, debe disponerse de datos de control sobre todo vehiculo

que se emplee.

3.1.3.4 Observaciones. Los animales deberan ser observados durante
un periodo de 2 a 4 semanas, seglin su estado. La observacion debe com-
prender la aparicién, naturaleza y duracion de los sintomas toxicos, asi
como también la mortalidad. Es importante la realizacién de autopsias
de algunos animales que mueran y de algunos de los supervivientes. Se
efectuard el examen microscopico de los tejidos si el estudio macroscopico
indica la necesidad de ello. ‘

3.2 Estudios de toxicidad de corta duracion

3.2.1 Definicién

La denominacién de « ensayo de toxicidad de corta duracién » (llamado
a veces « ensayo de toxicidad subaguda » en la rata y « ensayo de toxicidad
crénica » en el perro) implica el estudio de los efectos producidos por el
material de ensayo cuando se administra en dosis repetidas a lo largo
de un periodo de hasta el 10 % de la vida probable del animal (porcentaje
que corrientemente se considera que es de unos 90 dias para la rata y de
1 afio para el perro).
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3.2.2 Objetivos

Los fines del ensayo de corta duracién son examinar la naturaleza
biologica de los efectos toxicos, determinar la posible accion acumulativa,
las variaciones en la sensibilidad de las especies, la naturaleza de los cambios
macro y microscopicos y el nivel de dosificacion aproximado a que estos
efectos se producen. El ensayo puede proporcionar informacién suficiente
para poner de manifiesto que el material de ensayo es demasiado toxico
para justificar la continuacion del estudio. Puede también suministrar una
orientacion para la eleccion de la dosis para los ensayos prolongados e
indicar los estudios especiales que puedan ser necesarios.

3.2.3 Procedimientos

3.2.3.1 Especie y sexo. Se utilizardn dos especies por lo menos, entre
ellas una roedora y otra no roedora. En la mayoria de los casos la rata
es el animal preferido, a no ser que se haya demostrado en experimentos
de toxicidad aguda que sea especialmente insensible. Entre los no roedores
pueden ser apropiados el perro, el cerdo o el mono.

3.2.3.2 Numero de animales. Con los roedores, el niimero de animales
debe ser suficiente para permitir una evaluacién estadistica de los datos.
Generalmente se utilizan de 10 a 20 animales de cada sexo para cada nivel
de dosificacion. Sin embargo, si algunos grupos han de seguir utilizindose
en los estudios prolongados, el nimero serd lo suficientemente grande
para satisfacer las exigencias de estos ensayos (véase la seccion 3.3.3.2,
pagina 12). En el caso de los no roedores, conviene disponer por lo menos
de 2 machos y 2 hembras para cada nivel de dosificacion.

3.2.3.3 Edad de los animales. Las ratas deben someterse a ensayo poco
después del destete de forma que se puedan hacer observaciones durante
el periodo de maximo desarrollo.

3.2.3.4 Dosis. Si no se conoce bien el grado de toxicidad del material
a ensayar, es preferible realizar un experimento de tanteo antes de elegir
las dosis. En los experimentos de alimentacién se debe seleccionar un
nimero suficiente de niveles para asegurarse de que por lo menos un
nivel es ineficaz y que se incluyen dosis que producen efectos toxicos defi-
nidos, si esto es factible. Si no se observa ningun efecto a niveles de dosi-
ficacién del 10 % de la dieta, es totalmente initil emplear niveles superiores.
Es fundamental la inclusién en el experimento de un grupo testigo con
dieta no tratada.

3.2.3.5 Modo de administracién. En los estudios de alimentacion, el
material de ensayo se debe mezclar uniformemente con la dieta. Puede
que sea necesario usar un disolvente volatil, tal como alcohol o acetona,
para obtener una buena dispersién del material de ensayo. Hay que tener
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cuidado de eliminar el disolvente antes de la administracién del alimento.
En los estudios de la accién acumulativa, puede que sean mds utiles otros
modos de administracién. Si el material de ensayo es afin a otro de accién
biologica bien definida, puede resultar conveniente incluir un grupo de
animales que reciban esta sustancia como testigos positivos.

3.2.3.6 Observaciones. - Las observaciones deben incluir el . aspecto
general, el comportamiento, el crecimiento y la mortalidad. En algunos
casos pueden estar indicados la estimacién de la ingestion de alimento,
los estudios de la quimica de la sangre y de la orina y los ensayos de fun-
cionamiento de los o6rganos. El estudio de los érganos debe comprender
el examen macroscopico y microscopico y la medicion de los pesos relativos
de los dérganos en los grupos de ensayo y testigos. En la mayoria de los
casos, los drganos cuya observacion detallada es mds importante son el
higado y el rifién. La eleccién de los otros érganos para examen de los
mismos quedard a juicio del investigador. Debe prestarse atencién especial
ala p031b111dad de realizar cualquier estudio biolégico que pudiese conducir
a un mejor conocimiento de los efectos del material.

3.3 Estudios de toxicidad prolongada (crénmica)

3.3.1 Definicicn

El término « ensayo de toxicidad prolongada » se refiere al estudio
de los efectos producidos por el material de ensayo cuando se le administra
en dosis repetidas durante un periodo de tiempo mds prolongado. Este
periodo de tiempo se extiende generalmente a la mayor parte de la vida
probable de las especies de vida corta y, a veces, a toda la vida y a mas
de una generacién de tales especies.

3.3.2 Odbjetivos

Los ensayos de toxicidad prolongada se efectiian para determinar el
nivel de dosificacién méximo que no produce efectos nocivos discernibles
cuando se administra a lo largo de la mayor parte de la vida del animal
de experimentacién y para revelar efectos que no pueden predecirse con los
ensayos de corta duracidn.

3.3.3 Procedimientos

3.3.3.1 Especie y sexo. En la generalidad de los casos la rata es la
especie elegida. Deben utilizarse animales de ambos sexos. En condiciones
determinadas puede estar indicado el empleo de otras especies.

3.3.3.2 Numero de animales. Debe usarse un numero suficiente de
animales en cada grupo de experimentacién, con el fin de obtener datos
para un andlisis estadistico adecuado. Hay que prestar atencién a la posible
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mortalidad, de manera que se disponga de un numero suficiente de super-
vivientes para examen a la terminacién del experimento. Esto significa
generalmente que debe comenzarse con unas 25 ratas de cada sexo en cada
nivel de alimentacién. Si se planea el sacrificio de algunos animales para
su examen anatomopatolégico durante el curso del experimento, puede
ser que se necesite un ndimero adicional en cada grupo.

3.3.3.3 Edad de los animales. Véase la seccién 3.2.3.3, pagina 11.

3.3.3.4 Dosis. Para elegir los niveles de dosificacion a administrar, se
puede adquirir una informacién considerable de los ensayos de toxicidad
aguda y especialmente de los de toxicidad de corta duracién. En muchos
casos, son suficientes dos niveles de dosificacion y un testigo de la dieta
basica sin el aditivo. La dosis minima debe elegirse de manera que los
animales que la reciban a lo largo del periodo de experimentacion no es
de esperar que acusen efectos nocivos discernibles. Por otra parte, el nivel
de dosificacién méximo debe ser tal, si ello es factible, que el material
de ensayo produzca un efecto definido. Sin embargo, no debe ser tan ele-
vado que la supervivencia disminuya notablemente. No deben emplearse
dosis superiores al 10 % en peso de la dieta.

Los niveles de dosificacion se expresan generalmente en tanto por
ciento en peso del material de ensayo contenido en la dieta bésica. Sin
embargo, la dosificacién puede establecerse en relacion con el peso corporal,
la superficie del cuerpo, o el aporte de calorias, con el fin de asegurar la
uniformidad de dosificacién durante todo el periodo experimental y facilitar
la comparacién de los datos entre especies, incluido el hombre.

3.3.3.5 Modo de administracién. Véase la seccion 3.2.3.5, pagina 11.
Cuando se trate de determinar especificamente la accion cancerigena
quizé sea necesario tener en cuenta la conveniencia de la administracion
por via parenteral.

3.3.3.6 Duracién del experimento. Es costumbre dar por terminados los
experimentos prolongados con ratas al cabo de 2 afios, puesto que general-
mente se considera que este plazo de tiempo abarca la mayor parte de
la vida de estos animales. Sin embargo, a menudo puede ser conveniente
terminar los experimentos antes de este tiempo — por ejemplo entre los
12 y los 18 meses — con objeto de evitar la confusién de los sintomas de
toxicidad con los complicados cambios patolégicos que se presentan
en los animales de edad avanzada. Por otra parte, en casos especiales,
por ejemplo, cuando la formacién de tumores es de interés primordial,
se han recomendado, y pueden ser convenientes, estudios que abarquen
la totalidad de la vida y que se extiendan a dos generaciones, en una especie
por lo menos.% 1% 13

3.3.3.7 Observaciones. Ademés de las observaciones indicadas en la
seccion 3.2.3.6, pagina 12, se debe prestar atencion a los efectos sobre
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la reproduccion, la lactancia y la descendencia. Ademds, puede que sea
conveniente realizar exdmenes macroscopicos y microscopicos periddica-
mente durante el transcurso del ensayo prolongado.

3.4 Investigaciones bioquimicas y otras investigaciones especiales

El conocimiento adecuado del metabolismo y de los efectos bioquimicos
de un aditivo alimentario constituye en algunos casos una base satisfactoria
para recomendar su empleo o su rechazo. Asi, por ejemplo, ciertos aditivos
alimentarios tales como el monoestearato de glicerina y el glutamato
monosédico han sido aceptados sin gran oposicion debido a los cono-
cimientos generales de la absorcién de las grasas y de la composicién en
aminodcidos de los alimentos. La mayoria de las descripciones de ensayos
de toxicidad crénica que se han dado a conocer incluyen alguna recomen-
dacién de cardcter general de estudios metabélicos y bioquimicos.

Los aspectos de las actividades metabdlica y bioquimica que podrian
estudiarse provechosamente comprenden la via y la velocidad de absorcién
del material de ensayo, los niveles de almacenamiento en los tejidos y
el destino posterior del material almacenado. Los estudios del metabo-
lismo del material, junto con la identificacién de los metabolitos, podrian
ampliarse a fin de incluir experimentos de balance metabdlico en los que
se intentase evaluar qué fraccién de la dosis administrada se excreta en
forma de metabolitos y qué fraccién se almacena en el organismo. Estos
estudios se harian desde el principio con niveles de dosificacién elevados
y se ampliarian para incluir dosis més proximas a los niveles propuestos
para los productos alimenticios y comprender también el estudio de los
efectos de una administracién continuada. Otras investigaciones podrian
ser el examen de los procesos enzimdticos que puedan resultar afectados,
el efecto de los aditivos sobre el valor nutritivo de la dieta y la posibilidad
de formacién de sustancias-téxicas durante la elaboracidn, el almacena-
miento y la preparacion casera.

En algunos casos puede resultar conveniente, con objeto de adquirir
mds datos respecto al modo de accidn, realizar ciertos estudios en los que
se hace uso de técnicas farmacodindmicas. Tales investigaciones podrian
muy bien revelar efectos no perceptibles en los ensayos de administracién
de corta duracién y en los prolongados, como son, por ejemplo, los
efectos sobre los sistemas cardiovascular, nervioso auténomo o de la repro-
duccién. ‘

Aun cuando se dispone de alguna informacién bésica, por ejemplo
sobre el metabolismo de los compuestos fenélicos, el aislamiento y la
identificacién de los metabolitos principales es a menudo dificil. Las téc-
nicas modernas tales como la cromatografia y los métodos con trazadores
radioactivos han ayudado a resolver el problema de la separacién de
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compuestos desconocidos de mezclas muy complejas. Existen ejemplos
en los que un metabolito principal es inactivo y uno secundario es mas
activo que el material original de que procede. Los estudios de balance
metabdlico en los que es preciso determinar todos los metabolitos son
mucho mas dificiles que el estudio usual en el que todo lo que se hace
es identificar uno o dos de aquéllos. Puede ser conveniente realizar tales
estudios de balance en los aditivos alimentarios, pero esto constituiria
una tarea formidable.

La mayor parte de los estudios metabélicos debe realizarse desde el
principio a niveles de dosificacion elevados si el experimentador ha de
tener posibilidad de aislar los metabolitos. En los procesos metabolicos
influye la magnitud de la dosis, y la proporcién de la dosis excretada en
forma de determinado metabolito puede variar segin los diferentes niveles
de dosificacién. Una vez elaborados los métodos de aislamiento, las técni-
cas con trazadores permitirian estudiar el metabolismo de dosis pequeiias,
pero todavia se tropezaria con muchos problemas técnicos. La mayoria
de los trabajos sobre metabolismo se han realizado después de administrar
una unica dosis o un pequefio nimero de dosis. Se han efectuado pocos
estudios de los procesos metabdlicos durante la administracién continua,
si bien se ha especulado algo sobre los posibles efectos de tal dosificacion.
En el estado actual de los conocimientos, la toxicidad de muchos compuestos
no puede explicarse basindose en su metabolismo.

Los estudios bioquimicos de aditivos alimentarios son proyectos a
largo plazo que requieren una investigacion fundamental y no es probable
reemplacen al ensayo de toxicidad crénica en un futuro proximo. Sin
embargo, todas las personas y organismos relacionados con la inocuidad
de los aditivos alimentarios deben alentar la investigacion fundamental
del metabolismo y de la bioquimica de estos compuestos como base para
estimar su inocuidad.

4. VALOR E INTERPRETACION DE LOS ENSAYOS Y
ESTUDIO DE LOS MARGENES DE SEGURIDAD

La interpretacion de la prueba lleva implicito el estudio de la validez
de la informacién suministrada, de su aplicabilidad al hombre y el empleo
de mérgenes de seguridad en la estimacién del nivel de ingestion inocuo.

4.1 Caracteristicas fisicas y quimicas

Antes de que se pueda tomar en consideracién el posible empleo de
cualquier material como aditivo alimentario, es preciso conocer la natura-
leza fisica y quimica del mismo. Es necesario decidir si la informacién
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de que se dispone sobre la composicién del material, el nivel de pureza
atribuido y los métodos de aislamiento, anélisis o apreciacién son adecuados
para asegurar un control apropiado en las condiciones de empleo.

4.2 Estudios de toxicidad aguda

Frecuentemente, para obtener una indicacién de la utilidad de un
aditivo alimentario se utiliza una valoracién de la toxicidad aguda. Eviden-
temente, un aditivo alimentario satisfactorio es de suponer que sea una
sustancia de una baja toxicidad aguda. Una sustancia que presente una
apreciable toxicidad aguda debe considerarse sospechosa en tanto que su
inocuidad en condiciones de empleo no quede demostrada por nuevos
estudios.

Con frecuencia, y debido a la baja toxicidad del material de ensayo,
es solamente posible afirmar que la DLy, excede de 5 g/kg. El valor prin-
cipal de los ensayos de toxicidad aguda en tales casos es proporcionar
datos respecto a los efectos del material de ensayo sobre los sistemas
biol6gicos. Estas observaciones son de gran importancia, puesto que pueden
indicar qué estudios ulteriores son necesarios.

Los ensayos de toxicidad aguda deben proporcionar datos. sobre la
especificidad de las especies. El objetivo de ello es reducir la posibilidad
de que algin efecto importante que pudiese producirse en el hombre sea
pasado por alto en el animal de ensayo pr1nc1pa1

4.3 Estudios de toxicidad més prolongada

Los estudios de toxicidad de corta duracién y de toxicidad prolongada
deben suministrar datos sobre los efectos acumulativos del material de
ensayo.

4.3.1 Efectos bien definidos

Los datos sobre la muerte de los animales, las convulsiones u otros
efectos bien definidos pueden expresarse por lo general cuantitativamente
y debe ser posible calcular la dosis eficaz para el 50 % de los animales
tratados (DEy,). Debe valorarse la significacién estadistica de tales obser-
vaciones.

4.3.2 Diferencias en el aumento de peso

Si se observa una diferencia estadisticamente significativa en el aumento
de peso, es esencial que se compruebe la cantidad de alimentos ingerida.
Si tales diferencias pueden explicarse perfectamente por las diferencias
en la ingestién de alimentos, el resultado puede ser atribuible bien a ano-
rexia o bien a que el alimento sea poco apetitoso. Para fijar este punto
puede que sea necesaria la alimentacién por parejas. Los efectos adversos
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sobre el buen sabor de la dieta experimental determinados por el empleo
de niveles de dosificacién elevados, no guardan relacién con el peligro
que puedan suponer para la salud.

4.3.3 Efectos nutritivos

Si las diferencias en la ingestién de alimentos no explican las diferencias
en la ganancia de peso, deberdn realizarse estudios para determinar si
es defectuosa la absorcién o el aprovechamiento de los materiales alimen-
ticios, o si el valor nutritivo de éstos ha sufrido alguna disminucion. La
naturaleza y la amplitud de toda pérdida importante del valor nutritivo
deben determinarse separadamente por procedimientos de ensayo apro-
piados.

4.3.4 Estudio de los diferentes érganos

4.3.4.1 Pruebas funcionales. Existen pruebas funcionales para el estudio
del tracto gastrointestinal, higado, rifién, 6rganos hematopoyéticos, y siste-
mas nervioso y reproductor, las cuales pueden aplicarse a alguno de los
animales de laboratorio comunes. Las pruebas pueden ser de dos tipos,
esto es, pruebas de clasificacion relativamente sencillas, o estudios mas
complejos en los que los diferentes aspectos de la funcion pueden ser ana-
lizados separadamente. Estas pruebas proporcionan una util informacion
cuantitativa, pero hay que recordar que los érganos vitales poseen ordi-
nariamente unas reservas considerables, de manera que su insuficiencia
funcional puede no ser aparente hasta que ya se ha producido un dafio
notable.

4.3.4.2 Aspecto macroscdpico. Es importante la realizacién de una
autopsia cuidadosa y critica. Las observaciones efectuadas no pueden
medirse facilmente de un modo cuantitativo, pero sirven de indicadores de
la necesidad de un estudio mas detallado.

4.3.4.3 Pesos relativos de los érganos. Los pesos de los érganos, referi-
dos al peso corporal 0 a algin otro indice comtin, pueden compararse en los
grupos experimentales y en los grupos testigo. En el caso de que se observen
diferencias estadisticamente importantes esto indicard la necesidad de un
estudio més detenido. Tales diferencias, sin embargo, no sefialan forzo-
samente la existencia de un efecto nocivo, ni éste queda exluido por la
ausencia de aquéllas.

4.3.4.4 Histopatologia. Las diferencias en el aspecto microscépico pueden
ser el primer sintoma de toxicidad observable. Se citan ejemplos en los
que el método histopatolégico fue el Unico que puso de manifiesto un
efecto perjudicial. La importancia de los estudios histopatoldgicos en este
campo es, pues, evidente. Por otra parte, solamente una proporcion
extremadamente pequefia del gran nimero de preparaciones microscopicas
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ha suministrado datos positivos utiles en los estudios toxicoldgicos de
los aditivos alimentarios. No debe escatimarse esfuerzo alguno para reducir
el trabajo que suponen los exdmenes histopatolégicos corrientes en estos
estudios mejorando las observaciones mds sencillas y que exigen menos
tiempo, tales como el aspecto macroscopico y los pesos de los drganos,
de manera que el estudio histopatolégico critico se pueda limitar en defini-
tiva a quellos casos en los que sea del maximo valor.

4.3.4.5 Organos que pueden suministrar datos utiles

a) Organos de eliminacion. Los principales érganos de eliminacién :
rifiones, higado y tracto gastrointestinal, deben someterse a un estudio
apropiado.

b) Organos hematopoyéticos y sistema reproductor. Aunque estos
6rganos tienen importancia por si mismos, son, quizds, de especial interés
en las investigaciones de que se trata porque en ellos se realiza una activa
proliferacién celular y su estudio puede ayudar, por consiguiente, a poner
en claro los efectos citotéxicos.

¢) Otros drganos. Cuando exista una indicacion especial de posibles
efectos en otros organos, tales como el tiroides o el cerebro, se realizardn
las investigaciones apropiadas.

4.3.5 Accidn cancerigena

Debe prestarse gran atencion a la presencia de tumores. Si se observasen
mas tumores en los animales sometidos a tratamiento que en los testigos,
0 si existiese una relacién quimica entre el aditivo que se examina y los
cancerigenos conocidos, estaria indicado un estudio especial encaminado
a la evaluaciéon de una posible accion cancerigena. Aun cuando estos
estudios pueden ser valiosos para comprobar la accién cancerigena, no
existen, por desgracia, métodos completamente satisfactorios en la actua-
lidad para la evaluacién de este peligro para el hombre. Sin embargo, en
el caso de las sustancias de las que no se sospecha claramente que tengan
accion carcinbgena basindose en los conocimientos actuales, el ensayo
antes propuesto que abarca todo el ciclo vital, puede considerarse como
una salvaguardia razonable contra la inclusién de un cancerigeno como
aditivo alimentario.

El Comité considera que los problemas de la accién cancerigena qui-
mica y de la acciéon mutagénica, que no se limitan uinicamente a los aditivos
alimentarios, son bastante importantes para merecer mayor consideracién
en fecha posterior por parte de un grupo de investigadores entre los cuales
figuren algunos debidamente calificados en el campo de la investigacién
del cancer. El Comité cree, sin embargo, que ninguna sustancia que se
haya comprobado que es cancerigena debe considerarse adecuada para ser
empleada en cantidad alguna como aditivo alimentario.
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4.4 Estimacion de niveles probablemente inocuos para el hombre

Indudablemente, las indicaciones adecuadas deducidas de los estudios
hechos en el hombre son las mds satisfactorias para la valoracion del riesgo
para la especie humana. Sin embargo, la realizacién de tales experimentos
presenta muchas dificultades y, por esta razén, hay que depositar la con-
fianza en otros elementos de juicio. Por lo que a los experimentos con
animales se refiere, el empleo de dosis elevadas de la sustancia de ensayo
y la extension de las investigaciones a varias especies diferentes justifican
la extrapolacién de los datos al hombre.

Como resultado de estas diversas investigaciones se puede determinar
un nivel de dosificacién que no ocasione ningin efecto demostrable en
los animales utilizados. En la extrapolacién de esta cifra al hombre con-
viene dejar un cierto margen de seguridad que cubra la posible intervencion
de varios factores : diferencias de susceptibilidad entre las especies, dife-
rencias numéricas entre los animales sometidos a ensayo y la poblacién
humana expuesta al riesgo, mayor variedad de procesos patolégicos que
complican la cuestién en la especie humana, dificultad de estimar las can-
tidades ingeridas por el hombre y posibilidad de una accién sinérgica de
los aditivos alimentarios.

Serfa 1til intentar definir aqui la dosis diaria considerada como tipo.
Esta dosis se considera que es la cantidad de aditivo alimentario que se
puede suponer que consume un adulto medio que ingiera una dieta normal,
establecida a base de los resultados de la oportuna encuesta alimentaria.
En estos calculos debe suponerse que todos los productos alimenticios que
puedan ser tratados con el aditivo contienen éste al nivel propuesto.

Es imprescindible la aplicacion de algin factor arbitrario, con el fin
de proporcionar un adecuado margen de seguridad. Cuando la dosis
maxima que no produce efecto en los animales se calcula en gramos por
kilogramo de peso corporal, se utiliza frecuentemente un margen de segu-
ridad del orden de 100. El Comité estima que, mientras no existan pruebas
en contrario, este margen de seguridad es adecuado.

La exactitud con que puede definirse la dosis mixima que no produce
efectos en los animales varia, evidentemente, con los datos que se obtengan.
Cuando el aditivo propuesto posee una toxicidad baja, puede que resulte
imposible demostrar ningiin efecto biolégico perjudicial. A condicion de
que todos los efectos que pudieran predecirse basindose en los conoci-
mientos actuales hayan sido excluidos satisfactoriamente, puede aplicarse
también el margen de seguridad del céntuplo a la dosis méxima no pro-
ductora de efectos administrada en tales casos. Esto limita claramente
el posible nivel de empleo diario de un aditivo alimentario. Este margen de
seguridad abarca la mayoria de las sustancias propuestas hasta ahora
como aditivos. Sin embargo, deberia prestarse una mayor consideracion en
casos especificos en que intervienen sustancias relativamente inertes.
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5. RECOMENDACIONES A LA FAO Y A LA OMS

El Comité recomienda que la FAO y la OMS:

1) presten todo su apoyo a los. estudios de investigacion que puedan
ayudar al desarrollo de mejores métodos para la evaluacion de la inocuidad
de los aditivos alimentarios ; )

2) convoquen un Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios con el fin de proceder a la redaccién de. especificaciones
convenidas para varios de los aditivos alimentarios mds importantes ;

3) estudien la conveniencia de encomendar el problema de la posible
accion cancerigena y mutagénica de los aditivos alimentarios a un grupo
de expertos apropiado ; :

4) exploren la posibilidad de establecer un intercambio de informa-
ciones inéditas referentes a las investigaciones sobre la inocuidad de empleo
de los aditivos alimentarios.

6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. El Comité reconoce la necesidad de orientar a los investigadores
dedicados al ensayo biolégico de los aditivos alimentarios. El estableci-
miento de una serie uniforme de procedimientos experimentales norma-
lizados y obligatorios originaria, sin embargo, muchas dificultades.

2. Los hombres de ciencia dedicados a estas cuestiones tienen la res-
ponsabilidad, no sdlo de indicar en la forma mds completa posible los
trabajos que deben realizarse, sino también la de evaluar las pruebas que
pueden servir de base para tomar decisiones sobre la inocuidad.

3. El Comité pone de relieve la necesidad de establecer especificaciones
para la identificacion de los aditivos por sus caracteres quimicos y fisicos,
tal como se propuso en el primer informe del Comité, y recomienda
que se emprenda la publicacién de las especificaciones convenidas de los
aditivos alimentarios mds importantes. ‘

4. Se presenta un esquema de los procedimientos que deben seguirse
en los estudios de la toxicidad aguda, de corta duracién y prolongada.
Estos ensayos se han estudiado desde el punto de vista de la contribucion
que cada uno de ellos pueda aportar a la determinacién de la inocuidad
de empleo.

5. El conocimiento adecuado de los efectos metabélicos y bioquimicos

de un aditivo alimentario puede proporcionar, en ciertos casos, una base
satisfactoria para las recomendaciones sobre la inocuidad de empleo.
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Se mencionan algunos aspectos bioquimicos cuyo estudio podria ser
beneficioso.

6. La interpretacion de las pruebas exige el estudio de la validez de

la informacién obtenida, de su aplicabilidad al hombre y el empleo de
maérgenes de seguridad en la estimacion del nivel de ingestion inocuo.

7. El Comité considera indispensable la continuacién y ampliacion

de las investigaciones que se relacionen con los procedimientos utilizados
para determinar la inocuidad de los aditivos alimentarios como tnico
medio de disponer de métodos mds sencillos, mas exactos y méds econdmicos.

w
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