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Las monografias con resimenes de los datos y evaluaciones toxicoldgicas
pertinentes pueden obtenerse solicitdndolas a la OMS bajo el titulo:

Toxicological evaluation of certain food additives and contaminants. WHO
Food Additives Series, No. 28, en prensa.

Las normas son publicadas separadamente por la FAO bajo el titulo:

Specifications for the identity and purity of certain food additives. (Préximo
a publicarse como parte de la Coleccién FAO: Alimentacién y Nutricién.)

PROGRAMA INTERNACIONAL DE SEGURIDAD
DE LAS SUSTANCIAS QUIMICAS

El trabajo preparatorio para las evaluaciones toxicoldgicas de los aditivos
alimentarios y contaminantes de los alimentos efectuadas por el Comité
Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios cuenta con el apoyo
activo de algunos de los Estados Miembros que participan en las activida-
des del Programa Internacional de Seguridad de las Sustancias Quimicas
(IPCS).

El Programa Internacional de Seguridad de las Sustancias Quimicas (IPCS)
€s una smpresa conjunta del Programa de las Naciones Unidas para el
Medio Ambiente, de la Organizacion Internacional del Trabajo y de la
Organizacion Mundial de la Salud. Uno de los principales objetivos del
IPCS consiste en efectuar y difundir evaluaciones de los efectos de las
sustancias quimicas sobre la salud del hombre vy la calidad del medio.
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Introduccion

El Comité FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios se reunié en
Ginebra del 5 al 14 de junio de 1990. Inaugurd la reunién el Dr. W. Kreisel,
Director de la Divisién de Higiene del Medio de 1a OMS en nombre de los
Directores Generales de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién y de la Organizacién Mundial de la Salud.
El Dr. Kreisel senald que las recomendaciones formuladas en reuniones
anteriores del Comité habian sido empleadas por los Estados Miembros de
la FAO y la OMS para establecer reglamentos nacionales sobre aditivos
alimentarios y por la Comisién del Codex Alimentarius. Las recomendacio-
nes del Comité probablemente habian contribuido a la elaboracién de acer-
tados proyectos legislativos sobre alimentacién nacional mds que las de
cualquier otro drgano internacional preocupado por los problemas de tecno-
logia e inocuidad de los alimentos.

El Dr. Kreisel sefial6 a la atencidn de los participantes la proxima Conferen-
cia Mixta FAO/OMS sobre normas alimentarias, sustancias quimicas en los
alimentos y comercio de alimentos que se pretende celebrar en Roma en
marzo de 1991. En dicha conferencia se considerarian ciertos asuntos rela-
cionados con el Codex Alimentarius y el comercio de alimentos, ademas
de aditivos alimentarios, contaminantes de los alimentos y residuos de pla-
guicidas y de farmacos de uso veterinario en los alimentos. Seria la primera
conferencia de esa fndole en veinte afios y abriria el camino para futuras
actividades del Comité.

Consideraciones generales

Como resultado de las recomendaciones de la primera Conferencia Mixta
FAO/OMS sobre Aditivos Alimentarios celebrada en septiembre de 1955',
se han celebrado 36 reuniones previas del Comité de Expertos (Anexo 1).
La actual reunién se convocé en cumplimiento de la recomendacién hecha
en la 35 reunién (Anexo 1, referencia 88).

Las tareas encomendadas al Comité fueron las siguientes: a) efectuar una
evaluacion toxicologica de ciertos aditivos alimentarios y contaminantes de
los alimentos; b) analizar y preparar normas nuevas o modificadas para
determinados aditivos alimentarios; c¢) discutir y asesorar respecto de los
asuntos emanados de la 18 sesién de la Comisién del Codex Alimentarius
y de la 22 sesi6n del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos (Anexo 4), y d) discutir la eficacia e ino-
cuidad del uso prolongado del yodato y del yoduro potésicos para enriquecer
la sal, segin pedido de la 43" Asamblea Mundial de la Salud (Anexo 5).

' Conferencia Mixta FAO/OMS sobre Aditivos Alimentarios. FAO Reuniones sobre Nutricion,
N° 11, 1956; OMS, Serie de Informes Técnicos, N° 107, 1956.
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Modificaciones del orden del dia

Se agreg6 el acesulfamo de potasio al orden del dia para efectos de evaluacion
toxicolégica. Ademis, el Comité atendié un pedldo hecho en mayo de 1990
por la 43* Asamblea Mundial de la Salud, segtn se indic6 antes.

La lista inicial de sustancias que deberian evaluarse en esta reunion incluyo
«quimosinas A y B de fuentes bacterianas». Sin embargo, se recibieron
datos no sélo sobre la quimosina de fuentes bacterianas (Escherichia coli
K-12), sino también relativos a preparaciones hechas a base de un hongo
(Aspergillus niger variedad awamori) y de una levadura (Kluyveromyces
lactis). El Comité analizé las tres clases de quimosina.

En la lista inicial también se incluy6 para evaluacion la «amilasa a producida
a base de Bacillus subtilis». Puesto que ademds se recibieron datos sobre
la amilasa o producida a base de B. stearothermophilus expresada en B.

~subtilis, el Comité revisé ambas clases de amilasa a.

La sustancia «icido isoascérbico» de la lista inicial fue evaluada por el
Comité con el nombre de «acido eritérbico».

Principios basicos para la evaluacién toxicolégica
de los compuestos incluidos en el orden del dia

Al formular recomendaciones sobre la inocuidad de los aditivos alimentarios
y los contaminantes de los alimentos, el Comité tuvo en consideracién los
principios establecidos y formulados en la publicacién titulada Principles
for the safety assessment of food additives and contaminants in food (Ane-
xo 1, referencia 76). Esta publicacién, preparada para cumplir con las reco-
mendaciones del Comité en repetidas ocasiones, comprende las observacio-
nes, los comentarios y las recomendaciones de mayor importancia sobre la
evaluacion de la inocuidad de los aditivos alimentarios y contaminantes de
los alimentos hechos en informes previos del Comité y de otros Organos
afines. El Comité seialé que el documento reafirma la validez de las reco-
mendaciones que son todavia apropiadas y sefiala los problemas relacionados
con las que ya no tienen validez en vista de los adelantos técnicos modernos.

'La funcién de la farmacodinamia en la evaluacion de la inocuidad

de los aditivos alimentarios y los contaminantes de los alimentos

El Comité sefiald a la atencién de sus integrantes la declaracion previamente
publicada sobre el uso de estudios metabélicos y farmacodindmicos para la
evaluacién de la inocuidad en Principles for the safety assessment of food
additives and contaminants in food (Anexo 1, referencia 76) y sobre la
importancia de los mismos para facilitar la extrapolacién de datos de una
especie a otra, en particular a altos grados de exposicion.

Por necesidad, la evaluacién de la inocuidad de un aditivo alimentario o
contaminante de los alimentos se basa principalmente en los resultados de
estudios hechos en animales de experimentacion. S6lo raras veces existen



datos apropiados sobre el ser humano para agilizar este proceso. La extrapo-
lacién de los datos sobre toxicidad para los animales al ser humano se
complica por las diferencias entre especies, tanto en el proceso de disposicién
(absorcion, distribucién, metabolismo y excrecién) como en los mecanismos
de reaccion a las sustancias quimicas. Ese es el caso sobre todo en estudios
de toxicidad prolongados en que se usan altas dosis. Por tanto, al evaluar
la inocuidad de las sustancias quimicas para uso humano, es preciso dar
prioridad a la minimizacion de esos problemas con el fin de facilitar el
proceso de adopcién de decisiones. En ese sentido, el Comité tiene en cuenta
lo ocurrido en determinados campos como farmacodinamia, bioquimica,
toxicologia y biologia celular y molecular, que puede ayudar a ampliar la
exactitud de la extrapolacion entre especies para poder evaluar la inocuidad.

El Comité declar6 que deseaba fomentar y promover el uso mas amplio de
los estudios de farmacodinamia en el proceso de evaluacién de la inocuidad.
Sefial6 que la dosis expresada de la manera convencional (es decir, la admi-
nistrada en mg por kg de peso) no equivale necesariamente a exposicién
sistémica ni a la concentracién que produce un efecto téxico en el sitio
objeto de estudio. Esto reviste particular importancia cuando se realizan
estudios en diferentes especies de animales y se extrapolan los datos al ser
humano por causa de las diferencias de los procesos de absorcién, distribu-
cion tisular, biotransformacién y excrecion, segiin la especie, el género y
la cepa. Ademds, el uso de dosis muy altas (por ejemplo, la maxima dosis
tolerada) en estudios de toxicidad a largo plazo puede causar fenémenos
como un «cambio metabélico» debido a la saturacién o al agotamiento de
las vias metabélicas normales o a la activacién de la produccién enzimatica,
que puede modificar los procesos «normales» de biotransformacién. Dichas
desviaciones metabdlicas pueden variar de una especie a otra y tener un
gran efecto en la exposicién al compuesto de interés en el sitio objeto de
estudio.

El Comité recomend6 que convendria incluir informacién apropiada sobre
la farmacodinamia en varias especies, incluso la humana, de ser posible,
en la futura presentacion de datos de estudios breves y prolongados. Sefialé
las ventajas de incluir la investigacién de pardmetros farmacodindmicos en
estudios de toxicidad aguda antes de comenzar los breves y prolongados,
puesto que los resultados obtenidos pueden ser valiosos para su formulacién.
Es posible que se necesiten otros animales para ambas clases de estudios,
principalmente para investigar los pardmetros toxicodindmicos y metabéli-
cos. Esos estudios deben formularse con el fin de determinar la concentracién
en la exposicion sistémica a diferentes dosis y averiguar si hay un cambio
metabdlico y activacion de la produccidn enzimatica. La disponibilidad de
esos datos facilitard la evaluacion de la exposicién sistémica de varias espe-
cies a un determinado compuesto, lo que llevara a encontrar un «factor de
inocuidad» mas seguro que el basado sélo en consideraciones relacionadas
con la dosis.
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Contaminantes carcinégenos de los alimentos

Se pidi6 al Comité que analizara los efectos del benzo[a]pireno, una sustancia
quimica carcinégena muy comiin. Una importante razon que explica por
qué se encuentra esta sustancia en los alimentos estd en las distintas formas
de preparacién por medio del calor, por ejemplo, ahumado, asado en el
horno y coccién en la estufa. El tratamiento térmico puede producir nume-
rosos hidrocarburos aromiticos policiclicos carcindgenos, nitrosaminas,
aminoimidazoazarenas (en la carne cocida) y varias aminas heterociclicas
formadas como productos de la pirélisis de ciertos aminodcidos. Por tanto,
los toxicélogos deben evaluar el peligro potencial de una amplia gama de
sustancias quimicas que son contaminantes de los alimentos para consumo
humano y carcinégenos para los animales. El Comité recalc6 que los efectos
toxicoldgicos distintos de la carcinogenicidad no tienen necesariamente me-
nos importancia para la evaluacién de la inocuidad de tales compuestos.

El benzo[a]pireno se encuentra junto con muchos otros hidrocarburos aroma-
ticos policiclicos carcindgenos. La atencién se ha concentrado en éste prin-
cipalmente porque se le ha analizado con mayor frecuencia y sometido a
extensa investigacién toxicolégica. En fecha reciente se ha concentrado el
interés en otros compuestos producidos al cocinar la carne, en particular
ciertas aminas heterociclicas y aminoimidazoazarenas.

Los adelantos logrados en el campo de la quimica analitica y los programas
de ensayo en marcha permiten descubrir un nimero cada vez mayor de
contaminantes carcinégenos de los alimentos. Los tratados con nitritos (por
ejemplo, la tocineta) o los expuestos a 6xidos de nitrégeno (por ejemplo,
la cebada durante el proceso de tostado para la produccién de cerveza)
pueden contener nitrosaminas con potencial carcinégeno. Otros ejemplos de
contaminantes carcinégenos son las aflatoxinas y la ocratoxina A.

Se han hecho varias sugerencias en diferentes épocas de que ciertos tumores
gastrointestinales del ser humano guardan relacién con el consumo de ali-
mentos ahumados. Sin embargo, la comunidad cientifica ha considerado
equivocas todas las observaciones epidemiolégicas al respecto. La observa-
cién de que los contaminantes que contienen los alimentos ahumados se
encuentran en concentraciones minimas y guardan relacion con un proceso
de elaboracién de alimentos usado por muchos siglos da cierta seguridad de
que el riesgo es poco.

El Comité considerd que es necesario descubrir los compuestos con potencial
carcinégeno en los alimentos y acopiar datos sobre la presencia de los
mismos, la influencia de varios procesos tecnolégicos de elaboracién de
alimentos en su concentracién en éstos y sus propiedades carcinégenas, con
el fin de establecer prioridades para evaluar su inocuidad.

Evaluacion de la inocuidad de los aromatizantes

El Comité examiné la evaluacién de la inocuidad de los aromatizantes con
respecto a las caracteristicas particulares de este grupo de aditivos alimenta-
rios, en particular el nimero de sustancias en cuestion, su diversidad y el
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poco uso de muchos de ellos. Entre los factores que se deben considerar
para efectos de.la evaluacién de la inocuidad de dichos compuestos estdn
los datos toxicoldgicos obtenidos de estudios efectuados con animales, las
pruebas breves de mutagenicidad y clastogenicidad, los resultados de estu-
dios sobre el metabolismo y las relaciones entre la estructura y la actividad,
la intensidad del uso, la relacién de consumo (Anexo 1, referencia 83, Ane-
x0 4), la fuente del aromatizante y los datos sobre el grado y la frecuencia
de la exposiciéon humana (Anexo 1, referencia 76).

Al evaluar la inocuidad de los aromatizantes, el Comité también tuvo en
cuenta los resultados de los estudios de otros grupos e instituciones que
participan en la evaluacién de esos agentes.

En su actual reunién, el Comité consider6 la inocuidad de tres ésteres alilicos
de los 4cidos grasos, que se incluyeron en el orden del dia sobre la base de
la aplicacion del método empleado para establecer prioridades en materia
de andlisis de la inocuidad de los ingredientes de los aromatizantes (Ane-
xo 1, referencia 83, Anexo 4). El Comité determiné que convendria asignar
la ingesta diaria admisible (IDA) al grupo de esos tres ésteres sobre la base
de la molaridad correspondiente al alcohol alilico por su rdpida hidrélisis y
porque los efectos toxicos observados se deben a esa molaridad. Al mismo
tiempo, se reconocié que un gran nimero de otros ésteres alilicos de los
dcidos grasos se hidroliza con rapidez en forma similar, de manera que en
este caso hay que considerar los mismos puntos. Habria sido conveniente
tener datos sobre estas otras sustancias, con el fin de considerar su inclusién
en la IDA del grupo.

El Comité llegé a la conclusién de que la evaluacién de la inocuidad de un
determinado aromatizante se facilitaria al considerar, en conjunto, el grupo
relacionado por medio de su estructura. Por tanto, en la mayoria de los
casos, todos los compuestos que forman parte de dicho grupo deben incluirse
en el orden del dfa, aun si algunos de ellos no revisten méaxima prioridad
para efectos de evaluacion.

Principios basicos para el establecimiento
y la revisién de normas

Revisién de Ia Guia de especificaciones

La sesion sobre métodos generales de la publicacién titulada Guia de espe-
cificaciones (Anexo 1, referencia 65) no se ha actualizado desde 1983. La
necesidad de hacerlo para tener en cuenta las modificaciones en lo relativo
a normas, metodologias y técnicas analiticas adoptadas desde la tltima
revision se sefialé en las tres wltimas reuniones del Comité en las que se
evaluaron los aditivos alimentarios (Anexo 1, referencias 77, 83 y 88).

En su actual reunién, el Comité consideré la versién preliminar de una
revisién de una Guia de especificaciones que pretende publicar la FAO.
Como parte de los cambios propuestos, en la seccién revisada de métodos
generales se incorporaron los métodos de anlisis de colorantes, preparados
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en la 28° reunién del Comité y revisados en parte en su 31°* reunion (Ane-
xo 1, referencias 66 y 77) y otros métodos cuyo establecimiento se habia
pedido en reuniones anteriores, como los de espectroscopia con rayos infra-
rrojos, cromatograffa de gases (utilizando muestreo del espacio libre) y
varias pruebas microbiol6gicas. El Comité concordé con los cambios pro-
puestos y los tuvo en cuenta al preparar las normas en su actual reunion.

El Comité sefialé que la seccion de avisos generales de la publicacion Guia
de especificaciones, que ofrece orientacién y definiciones para ayudar a
preparar monograffas sobre normas, también se habfa revisado para incorpo-
rar los cambios y los asuntos corrientes en relacion con las normas y que
estaba en preparacién una guia aparte para preparaciones enzimaticas.

Criterios microbiolégicos

Al revisar las normas de la goma xantan y establecer las de la goma gellan,
derivadas de fuentes microbioldgicas, el Comité consideré los criterios mi-
crobiolégicos que deberian especificarse. Determiné que bastaba especificar
los limites y las pruebas necesarias para el recuento total en placa y el
estudio de levaduras, mohos, bacterias coliformes y Salmonella en esas
gomas. Estos criterios microbiolégicos se emplean mucho para el estudio
de las sustancias naturales y se consideran suficientes para fines de garantia
de 1a calidad. No se consideré necesario establecer otros requisitos para la
identidad de los microorganismos en el producto acabado, en los lugares
donde el proceso de fabricacién impide dicha contaminacion.

Principios basicos para la consideracion de las preparaciones
enzimaticas a partir de microorganismos modificados con técni-
cas de ingenieria genética

En diversas ocasiones anteriores, el Comité ha abordado varios problemas
relacionados con la formulacién de normas para las preparaciones enzimati-
cas empleadas en la elaboracion y fabricacién de alimentos. En su actual
reunién, se pidié al Comité, por primera vez, que evaluara determinadas
preparaciones enzimaticas a partir de microorganismos modificados con
técnicas de ingenierfa genética. La consideracién del método de produccion
y la especificacién de la identidad y la pureza son una parte importante de
la evaluacién de la inocuidad de cualquier aditivo alimentario. El uso de
técnicas de modificacién genética introduce factores suplementarios a los
relacionados con las preparaciones enzimaticas producidas con métodos tra-
dicionales.

Se puede tener cierta seguridad en cuanto a la inocuidad de una preparacion
enzimdtica de fuentes transgénicas, por la similitud del componente activo
con el de la producida por métodos tradicionales, evaluada antes y conside-
rada inocua. También es importante asegurarse de que no se hayan introdu-
cido impurezas nocivas al producto acabado por medio del microorganismo
que sirve de fuente del material genético, durante el proceso empleado en
la clonacién del que se pretende trasladar o la creacién del microorganismo



de produccién o como resultado de las técnicas de manipulacién genética
empleadas. El producto acabado se debe clasificar de conformidad con ello
y, por ejemplo, hay que prestar atencién a la posible presencia de células
viables del organismo (transgénico) de origen, el plasmido o el vector de
expresion, los fragmentos de ADN vy la proteina no enzimética.

También es preciso tener en cuenta la posibilidad de que exista una capacidad
latente para la produccién de toxinas por parte del donante o del organismo
huésped. En ese sentido, es de importancia decisiva la identidad de los
organismos que sirven de donantes y de huéspedes intermedios y finales del
material genético transpuesto. Los antecedentes de exposicién humana a
estos organismos o la investigacién de. los mismos serd importante para
determinar la clase de ensayo que se necesita, incluso la prueba toxicolégica
del producto acabado. Cuando el Comité evalie ese producto, se debe
presentar la historia taxondmica de cada microorganismo en cuestién, com-
pletamente documentada, junto con métodos de identificacién detallados.
Ademas, conviene fomentar el uso de colecciones de cultivo nacionales e
internacionales como fuentes de material de referencia por parte de los
fabricantes para ayudar a identificar a los microorganismos empleados en
el comercio.

El Comité preparé un addendum a su publicacién previamente editada bajo
el titulo de Especificaciones generales para preparaciones enzimdticas uti-
lizadas en el procesamiento de alimentos (Anexo 1, referencia 69) para
incluir otros asuntos de interés relativos a las preparaciones enzimdticas a
partir de microorganismos manipulados con técnicas de ingenierfa genética.
El Comité senalé que las posibilidades que daban las técnicas de biotecno-
logia y manipulacién genética tenian repercusiones no sélo para la bisqueda
de nuevas fuentes de enzimas, sino también para la produccién de otras
clases de aditivos alimentarios.

Comentarios sobre determinados aditivos
alimentarios y contaminantes
de los alimentos

El Comité evalud varios aditivos alimentarios y contaminantes de los alimen-
tos por primera vez y reevalud varias sustancias consideradas en reuniones
anteriores. En el Anexo 2 se resume la informacién sobre las evaluaciones
y las normas. En el Anexo 3 se presentan detalles de nuevos estudios
toxicolégicos y otros datos necesarios o convenientes sobre ciertas sus-
tancias.



3.1

Determinados aditivos alimentarios

Antioxidantes

Hldroxn‘uoleno butilado (HTB)

El hidroxituoleno butilado (HTB) fue evaluado por dltima vez en la 30°
reunién del Comité (Anexo 1, referencia 73) cuando se estableci6 una IDA
provisional de 0 a 0,125 mg por kg de peso. En esa época el Comité baso
su evaluacién del HTB en un estudio de reproduccién hecho con ratas de
una generacion, en el que se observé una concentracién de efecto nulo de
25 mg diarios por kg de peso. Puesto que un estudio prolongado hecho con
ratas Wistar expuestas in utero al HTB habia mostrado hepatocarcinogeni-
cidad en machos en concentraciones elevadas, por contraste con varios
estudios prolongados de una sola generacion, previamente resenados, hechos
con ratas Fischer 344 y Wistar, el Comité solicité que se mvestlgara mas
la hepatocarcinogenicidad del HTB en ratas después de la exposicion in
utero. También sefalé que, en varios estudios hechos en un laboratorio, la
administracion de altas dosis del compuesto causé hemorragia a las ratas
alimentadas con una dieta carente de vitamina K, lo que sugiere que el HTB
tiene un efecto que inactiva dicha vitamina. Por tanto, el Comité solicitd
otros estudios del mecanismo del efecto hemorrdgico del compuesto.

Los requisitos impuestos por el Comité ya se han cumplido en parte. En
otros estudios del efecto hemorragico del HTB hechos con ratas machos
Sprague-Dawley, el compuesto redujo muy rdpidamente la concentracién
de los factores plasmaticos de coagulacién dependientes de la vitamina K,
pero, al parecer, la agregacion plaquetaria no quedé afectada en un principio.
El agente causal es probablemente un metabolito del HTB, ya que se demos-
tr6 que los inhibidores del metabolismo hepdtico del medicamento redujeron
el efecto en los factores de coagulacién. El Comité sefial6 que se necesitan
altas dosis de HTB para causar hemorragia a ratas con carencia de vitamina
K; no consideré que este efecto tuviera importancia critica en relacién con
la evaluacién de la inocuidad del compuesto como aditivo alimentario para
la poblacién humana.

El Comité se enteré del comienzo de un estudio sobre la manifestacién de
los cambios hepaticos y su funcién en la toxicidad a largo plazo para las
ratas machos Wistar después de la exposicién al HTB in utero. Examiné
los resultados de un estudio de «determinacién de méargenes» y del estudio
principal en que la generacion F, habia estado expuesta al HTB en la alimen-
tacién en los siete meses siguientes al destete. La formulacién del estudio
fue muy similar a la de otro prolongado, previamente notificado, en el que
las ratas estuvieron expuestas al compuesto in ufero.

En otros estudios se ha confirmado que el HTB no es genotéxico y en varios
estudios breves de toxicidad hechos con ratas se ha indicado que las dosis
hasta de 25 mg diarios por kg de peso no tienen efectos téxicos para el
higado, pero que se necesitan elevadas dosis del compuesto (250 mg diarios
por kg de peso o mas) para provocar necrosis de ese érgano. Ademis, el
Comité recalcé que, a diferencia del fenobarbital y del DDT, el HTB admi-



nistrado por 22 semanas no aumento la incidencia de carcinomas hepatoce-
lulares de las ratas Wistar después de comenzar el tratamiento con dimetil-
nitrosamina.

El Comité prorrogé la IDA provisional previamente establecida de 0 a 0,125
mg por kg de peso en espera de los resultados de un estudio prolongado en
marcha efectuado con ratas en el que hubo exposicién in utero al HTB. El
Comité solicito la presentacién de los resultados finales de este estudio para
reevaluacién del HTB en 1994,

Se preparé un addendum a la monografia toxicoldgica y se revisaron las
normas vigentes.

Butilhidroquinona terciaria (BHQT)

La butilhidroquinona terciaria (BHQT) fue evaluada antes en las reuniones
197, 21* y 30 del Comité (Anexo 1, referencias 38, 44 y 73). En la 30?
reunién se establecié una IDA provisional de 0 a 0,2 mg por kg de peso,
basandose en los resultados de un estudio de alimentacién prolongado hecho
con perros en el que se observo una concentracién de efecto nulo de 1,5 g
por kg de alimento. El Comité solicité mas informaci6n para poder reevaluar
el compuesto en 1990, incluso los resultados de estudios de alimentacién
durante toda la vida de dos especies de roedores. Se estimé conveniente
realizar otros estudios para resolver los interrogantes relacionados con la
genotoxicidad de la BHQT.

En su actual reunién, el Comité revisé los datos sobre la causa de hiperplasia,
los efectos oncogénicos, la toxicidad pulmonar y la genotoxicidad. Los
estudios de mutagenicidad in vitro e in vivo produjeron resultados equivocos
y no permitieron descartar la posibilidad de que el compuesto tuviera propie-
dades genotoxicas. Aunque no hubo ningiin estudio apropiado de carcinoge-
nicidad, el Comité se enteré de los estudios de toxicidad prolongados que
se realizan actualmente con roedores. Por tanto, prorrogé la IDA provisional
de 0 a 0,2 mg por kg de peso hasta 1994, cuando los resultados de dichos
estudios estardn disponibles.

Para la nueva evaluacién de la BHQT convendria tener datos suplementarios
sobre genotoxicidad obtenidos con técnicas de uso corriente. Los estudios
sobre la mecanica del producto, destinados a determinar si sus metabolitos
o si las especies reactivas al oxigeno que producen son fuente de su posible
actividad genotoxica, pueden ayudar a explicar los resultados equivocos
obtenidos hasta ahora.

No se prepar6 una monografia toxicolégica, pero se mantuvieron las normas
vigentes.

Acido eritdrbico y su sal sédica

El 4cido eritérbico fue evaluado antes en las reuniones 6* y 172 del Comité
con el nombre de dcido isoascérbico (Anexo 1, referencias 6 y 32). El
nombre se cambié por el de 4cido eritérbico, de conformidad con lo estipu-
lado en las pautas para la designacién de titulos de monografias sobre
especificaciones aprobadas en la 33? reunién del Comité (Anexo 1, referen-
cia 83). En la Gltima evaluacion, se asign una IDA de 0 a 5 mg por kg de
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peso, basandose en los resultados de un estudio prolongado hecho con ratas.
En la presente reunién, el Comité analizé los resultados de nuevos estudios
toxicolGgicos sobre el dcido eritérbico y su sal sédica y de otros sobre las
interacciones metabdlicas y nutricionales de dicho dcido con el ascérbico.

Los estudios de embriotoxicidad y de teratogenicidad hechos con roedores
permitieron demostrar que el 4cido eritérbico tuvo un efecto nulo en concen-
traciones hasta de 1 g por kg de peso y el Comité no consideré que los
resultados positivos obtenidos en pruebas efectuadas con embriones de pollo
fueran indicativos de posible teratogenicidad o fetotoxicidad en el ser hu-
mano.

Los nuevos estudios prolongados de toxicidad y carcinogenicidad en ratas
y ratones no permitieron demostrar ningiin efecto t6xico ni carcinégeno con
la mdxima dosis tolerada, y la mayoria de los de genotoxicidad arrojaron
resultados negativos. Los estudios sobre la accion oncogénica también pro-
dujeron resultados negativos, con excepcion de aquellos en los que se obser-
varon tumores vesicales causados por N-butil-N-(4-hidroxibutil) nitrosamina
en los que elevadas dosis de eritorbato sédico (pero no de dcido eritérbico
libre) mostraron determinados efectos. Se observaron otros similares al ad-
ministrar ascorbato sédico (pero no acido ascérbico) y varias otras sales
sédicas y el Comité determiné que éste no era un efecto particular del
eritorbato.

La absorcion y la retenci6n tisular del dcido eritérbico son mucho peores
que las del ascérbico; el rifién lo reabsorbe mal y lo excreta rdpidamente.
Como resultado de ello, esta sustancia tiene una baja actividad antiescorbi-
tica, y s6lo impide la absorcién de 4cido ascérbico y la retencién tisular,
en grado significativo, cuando sus concentraciones son superiores a las de
este dltimo, por lo menos en un orden de magnitud. En estudios efectuados
con seres humanos se demostré que las dosis diarias de 600 mg no tenian
efectos adversos para la restitucion de las concentraciones de dcido ascorbico
en voluntarios carentes de vitamina C. ‘

Se asigno una IDA «sin especificar» al dcido eritrbico y a su sal sodica.

Se preparé una monografia toxicolégica y se revisaron las normas vigentes
para el 4cido eritérbico. No se revisaron las vigentes para el eritorbato sodico.

Preparaciones enzimaticas

Amilasa-a producida a base de Bacillus stearothermophilus ‘

La amilasa-a producida en medios extracelulares con la fermentacién contro-
lada de Bacillus stearothermophilus (ATCC 39 709) fue evaluada por prime-
ra vez por ¢l Comité en su actual reunién. :

Esta preparacion de amilasa-o no produjo efectos toxicoldgicos importantes
en un estudio de alimentacién de 13 semanas efectuado con perros, a los
que se administré una concentracién maxima de 0,28 g diarios por kg de
peso, ni en un estudio de reproduccién de una generacién (una camada)
efectuado con ratas, en el que parte de la progenie fue tratada con una



concentracién maxima de 0,98 g diarios por kg de peso por 13 semanas
después del destete.

El Comité asigné una IDA «sin especificar» a esta preparacién enzimitica.

Se prepararon una monografia toxicolégica y nuevas normas.

Amilasa-a producida a base de Bacillus subtilis

La amilasa-a producida en medios extracelulares con la fermentacién contro-
lada de la cepa F (ATCC 23 350, DSM 7) de Bacillus subtilis fue evaluada
por el Comité por primera vez. Aunque sélo se efectuaron estudios de
toxicidad aguda de dos y cuatro semanas en ratas en los que las concentra-
ciones médximas de 100 mg por kg en la alimentacién no produjeron efectos
adversos, el Comité pudo basarse en la evaluacién previa de la carbohidrasa
microbiana mixta y la proteasa producida a base de Bacillus subtilis (cepa
sin identificar) (Anexo 1, referencia 27). De conformidad con comprobacio-
nes anteriores, el Comité asigné una IDA «sin especificar» a la preparacion
de amilasa-a.

Se prepararon una monografia toxicolégica y nuevas normas.

Amilasa-o producida a base de Bacillus stearothermophilus
expresada en Bacillus subtilis

La amilasa-a producida en medios extracelulares con la fermentacién contro-
lada de B. subtilis (ATCC 39 705), que contiene el gene de la amilasa-a
producida a base de B. stearothermophilus (ATCC 39 709) introducido por
el plasmido pCPC720, no ha sido evaluada antes por el Comité. En su actual
reunion, el Comité examiné los datos existentes relativos a los procedimien-
tos de modificacién genética empleados, la caracterizacién de los microor-
ganismos productores, el proceso de fermentacion y los estudios de toxicidad
aguda, breves y de reproduccién con la preparacion enzimatica liofilizada.

El Comité sefial6 que en los procedimientos de modificacién genética se
habia empleado una cepa de microorganismos bien documentada y carente
de patogenicidad y toxigenicidad. El vector empleado, pUB110, est4 bien
caracterizado y, por varios afios, ha sido un vehiculo de clonacién de
B. subtilis. La estructura construida del plasmido pCPC720, que contiene el
gene de la amilasa-o, se introdujo a B. subtilis (ATCC 39 705) con proce-
dimientos normales de transformacién. Los datos disponibles indicaron que
el microorganismo productor de amilasa-a no era resistente a los antibiéticos
y no producia toxinas similares a «Shiga» ni enterotoxinas A, B, C y D.

El microorganismo B. subtilis se produjo en condiciones debidamente con-
troladas en medios que contenfan ingredientes cominmente usados en la
produccion de sustancias de calidad alimentaria por medio de fermentacién.
El caldo de fermentacion se filtré y la sustancia filtrada se liofiliz6 antes de
mezclarla con las dietas experimentales.

Al compararla con la amilasa-u producida a base de B. stearothermophilus
(ATCC 39 709), se demostrd que la preparacion liofilizada tenfa la misma
actividad enzimética, la misma masa molecular relativa, mapas de péptidos
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iguales y la misma reactividad a los anticuerpos contra la amilasa-a producida
a base de B. stearothermophilus (ATCC 39 709). Esta preparacion no pro-
dujo efectos toxicolégicos importantes en un estudio de alimentacion de 13
semanas hecho con perros en concentraciones méximas de 0,20 g diarios
por kg de peso, ni en un estudio de reproduccién hecho con una generacion
(una camada) de ratas en el que parte de la progenie fue tratada con concen-
traciones méximas de 0,50 g diarios por kg de peso durante 14 semanas
después del destete. “

El Comité asigné una IDA «sin especificar» a esta preparacion enzimdtica.

Se prepararon una monografia toxicolgica y nuevas normas provisionales.

Amilasa-a producida a base de Bacillus megaterium

expresada en Bacillus subtilis

La amilasa-a producida en medios extracelulares con la fermentacmn contro-
lada de B. subtilis B1-109 (ATCC 39 701), que contiene el gene de la
amilasa-o, producida a base de B. megaterium (NC1B 11 568) introducido
por el plasmldo pCPC800, no ha sido evaluada antes por el Comité. En su
actual reunion, el Comité examiné los datos relativos a los procedimientos
de modificacion genética empleados, la caracterizacién de los microorganis-
mos productores, el proceso de fermentacién y los estudios de toxicidad
aguda, breves y de reproduccién con la preparacién enzimética liofilizada.

El Comité sefialé que se habian empleado cepas de microorganismos bien
documentadas y carentes de patogenicidad y toxigenicidad. La estructura
construida del plasmido pCPC800, que contiene el gene de la amilasa-a
producida a base de B. megaterium y la regién promotora del gene de la
amilasa-o. producida a base de B. stearothermophilus, fue introducida a

B. subtilis (ATCC 39 701) por procedimientos de transformacién normales.
Se proporcionaron datos que indican que el microorganismo productor de
amilasa-o no es resistente a los antibiéticos y no produce una toxina similar a
«Shiga» ni tiene potencial de infectividad.

Se cultivé B. subtilis en condiciones debidamente controladas en medios
que contenian ingredientes cominmente usados en la produccion de sustan-
cias de calidad alimentaria por fermentacién. El caldo de fermentacion se
filtr6 y la sustancia filtrada se liofiliz6 antes de mezclarla a las dietas expe-
rimentales. No se pudieron detectar células viables ni ADN de plasmidos
en el producto de amilasa.

La preparacién liofilizada no produjo efectos toxicoldgicos de importancia
en un estudio de 13 semanas realizado con perros a los que se administraron
concentraciones maximas de 0,57 g diarios por kg de peso, ni en un estudio
de reproduccién efectuado con una generacién (una camada) de ratas en que
parte de la progenie fue tratada con concentraciones médximas de 1,35 g
diarios por kg de peso durante 13 semanas después del destete.

El Comité asigné una IDA «sin especificar» a esta preparacién enzimadtica.

Se prepararon una monografia toxicolégica y nuevas normas provisionales.



Quimosina A producida a base de Escherichia coli K-12,

que contiene el gene de la proquimosina A de ternera

La quimosina A producida a base de E. coli K-12 modificada con técnicas
de ingenieria genética, por fermentacién, no ha sido evaluada antes por el
Comité. En su actual reunién, éste analiz6 los datos disponibles sobre la
estructura molecular del plasmido de expresién de la quimosina, la carac-
terizacioén del microorganismo productor, el proceso de fermentacidn, la
caracterizacion bioquimica y enzimadtica de la enzima recombinante y los
estudios breves de administracién del producto enzimético en la alimen-
tacion.

El Comité sefialé que se habia empleado una cepa de E. coli bien docu-
mentada no patégena como organismo huésped del pldsmido de expresién
(pPFZ87A), derivado de un vector de clonacién ampliamente usado
(pBR322). La secuencia de codificacién de la proquimosina A, que se inserté
en el plasmido pBR322, se sintetiz6 quimicamente en un principio y demos-
tré ser idéntica a la del gene natural de ternera. El pldsmido construido se
introdujo al organismo huésped por medio de procedimientos normales de
transformacion, y el gene de resistencia a la ampicilina que lleva el pldsmido
se usé como marcador para la seleccion de las células transformadas. Des-
pués de efectuar subcultivos repetidos se demostré la estabilidad genética
de las células transformadas.

Las células transformadas se cultivaron en condiciones debidamente contro-
ladas en medios que contenfan ingredientes de uso comtn en la produccién
de sustancias de calidad alimentaria por fermentacién. La proquimosina A
se recuperé de los organismos productores después de la alteracion y sepa-
racion de las células. Las células residuales se inactivaron por medio de
acidificacion, que también sirvié para activar la proquimosina A, que se
convirtié en quimosina A.

Después de la purificacién cromatografica, la enzima activa se formul6 con
el estabilizador y las sustancias de conservacién empleadas comtinmente en
preparaciones enziméticas comerciales.

La enzima recombinante se caracterizé ampliamente y se demostrd que era
idéntica en su estructura quimica y funcional a la quimosina A de ganado
bovino.

Los resultados de estudios sobre la pureza microbioldgica del producto
enzimatico indicaron la falta de organismos productores, una minima trans-
ferencia de endotoxina de las paredes celulares bacterianas y la presencia
de concentraciones insignificantes de toxinas similares a «Shiga». Las bajas
concentraciones de ADN residual detectadas en el producto enzimdtico con-
sistieron en fragmentos cortos sin ninguna actividad genética demostrable.

EI Comit€ senalé que en un estudio breve (de un mes) efectuado con ratas,
en el que se administré el producto enzimitico, no se observaron efectos
adversos en la concentracién mds elevada, que fue de 5 mg diarios de
quimosina por kg de peso.
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Teniendo en cuenta la informacién sobre inocuidad de que se dispone y la
ingesta extremadamente baja que resulta de su uso en la produccion de
alimentos, el Comité establecié una IDA «sin especificar» para la prepara-
cién de quimosina A recombinante. - ‘

Se prepararon una monograffa toxicolégica y nuevas normas provisionales.

Quimosina B producida a base de Aspergillus niger variedad awamori,

que contiene el gene de la proquimosina B de ternera ‘

La quimosina B producida por fermentacién a base de Aspergillus niger
variedad awamori modificado con técnicas de ingenieria genética no ha sido
evaluada antes por el Comité. En su actual reunién, el Comité revisé los
datos disponibles relacionados con la estructura molecular del pldsmido de
expresion de la quimosina, la caracterizacion del microorganismo productor,
el proceso de fermentacion, la caracterizacién bioquimica, inmunoldgica y
enzimadtica de la enzima recombinante y varios estudios toxicolégicos sobre
el producto enzimatico.

El organismo huésped, la cepa GC delta AP4 de A. niger variedad awamori,
se obtuvo de la cepa de origen NRRL3112 después de una serie de manipu-
laciones genéticas. El organismo huésped era auxotréfico y necesitaba uri-
dina y arginina para el crecimiento; esas propiedades sirvieron de marcadores
seleccionables para manipulaciones genéticas ulteriores. Tampoco se pudo
encontrar el gene que contiene el codigo genético de la aspergilopepsina A,
una proteinasa aspértica extracelular que degrada la quimosina y da un sabor
«extrafio» al queso.

El plasmido de expresion (pGAMPR) se estructurd sobre la base del plasmido
pBR322, un vector de clonacién ampliamente usado, y la secuencia genética
de la proquimosina B se obtuvo a partir del tejido géstrico de ternera.

El pliasmido de expresion construido se integré al genoma del huésped
empleando procedimientos normales de transformacién. La patogenicidad
potencial del microorganismo resultante productor de quimosina B se estudi6
en ratones durante 4 semanas después de la administracién de una sola dosis
oral. No se pudo comprobar que hubiera patogenicidad.

Las células se cultivaron en condiciones debidamente controladas en medios
que contenian ingredientes comtinmente usados en la produccién de sustan-
cias de calidad alimentaria por medio de fermentacion. Las c€lulas segrega-
ron quimosina B en su forma madura, que se recuper6 del caldo de fermen-
tacién después del retiro de las células, mediante extraccién con polietileno
glicol de un liquido a otro. La enzima bruta resultante se purific un poco
més por medio de cromatografia. También se usé otro método de purifica-
cién, en que el caldo de fermentacion, después del retiro de las células, se
filtré en diatomita y la enzima bruta se purificé con cromatografia. La
quimosina B purificada se formul6 en la concentracion comercial con ingre-
dientes tipicamente usados en preparaciones enzimdticas comerciales.

La enzima recombinante se caracteriz6 extensamente y se demostré que su
estructura enzimética e inmunoldgica era idéntica a la de la quimosina B de
ternera. La enzima recombinante se diferencié de la quimosina B de ternera



solo en el grado de glucosilacién, pero, por lo demds, fue idéntica en su
aspecto bioquimico.

La preparacién de quimosina B se ensay6 para determinar si habia otras
actividades enzimdticas; en ningin caso se detect6 actividad, o si la hubo
fue a un nivel minimo. Los resultados de otros estudios indicaron ausencia
de micotoxinas, actividad antimicrobiana, residuos de polietileno glicol y
organismos productores.

En estudios de alimentacién breves hechos con ratas no se observaron efectos
adversos en concentraciones méximas de 10 mg diarios de la preparacién
de quimosina por kg de peso. Se obtuvieron resultados negativos en una
serie de pruebas normales de mutagenicidad y clastogenicidad.

Teniendo en cuenta la informacién disponible sobre inocuidad y la ingesta
extremadamente baja que resulta de su uso en la produccién de alimentos,
el Comité establecié una IDA «sin especificar» para la preparacién de qui-
mosina B recombinante.

Se prepararon una monografia toxicolégica y nuevas normas provisionales.

Quimosina B producida a base de Kluyveromyces lactis,

que contiene el gene de la proquimosina B de ternera

La quimosina B producida por fermentacién a base de Kluyveromyces lactis,
una levadura modificada con técnicas de ingenieria genética, no ha sido
evaluada antes por el Comité. En su actual reunién, el Comité revisé los
datos disponibles sobre la estructura molecular del pldsmido de expresién
de la quimosina, la caracterizacién del organismo productor, el proceso de
fermentacién, la caracterizaciéon bioquimica y enzimdtica de las enzimas
recombinantes y varios estudios toxicoldgicos sobre el producto enzimatico.

El organismo huésped del plasmido de expresion de la quimosina fue aislado
en un principio de productos licteos y es una fuente conocida para la pre-
paracién de lactasa comercial. No es toxicGgeno ni patégeno para el ser hu-
mano.

El pldsmido pUC18 se usé como vector de clonacién en la secuencia de
codificacién de la proquimosina B. La secuencia fue generada por un proce-
dimiento de varias etapas, iniciado con el aislamiento y la purificacién del
ARNm de la preproquimosina del estémago de ternera. Se prepar6 una
secuencia de ADN (ADNc) complementaria del ARNm de preproquimosina,
que luego se cloné en el plasmido pBR322, se amplié en Escherichia coli
como hué€sped intermedio y se identificé mediante establecimiento de secuen-
cias del ADN. La secuencia aislada de proquimosina se inserté en el plasmido
pUCI8 y el plasmido de expresién se integré al genoma del huésped por
medio de procedimientos de transformacién normales. Las células transfor-
madas se identificaron por su resistencia al aminoglucésido G418.

Las c€lulas de levadura transformadas se cultivaron en un medio que contenia
sustancias de calidad alimentaria cominmente usadas en el proceso de fer-
mentacion. Durante el cultivo, la proquimosina B se segregé-al medio. La
fermentacion se interrumpi6 mediante el tratamiento con 4cido, que también
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sirvi6 para activar la proquimosina B y convertirla en quimosina B. Después
de retirar los desechos celulares por filtracién, el material filtrado que con-
tenia quimosina B se purificé mas por medio de varias filtraciones celulares
y se concentré mediante ultrafiltracién. El concentrado enzimadtico se formu-
16 con materiales normalmente usados en la industria del queso.

Se caracterizé ampliamente la enzima recombinante y se demostr que en
su aspecto bioquimico, enzimdtico e inmunolégico era idéntica a la quimo-
sina B de bovino. Se determiné que la pureza de la enzima recombinante
era mucho mayor que la del extracto de cuajo. No se comprobé ninguna
actividad antimicrobiana. Ademds, no se observaron otras proteasas, resi-
duos detectables de ADN recombinante ni células viables de levadura en la
preparacién de enzimas purificadas.

El Comité revis6 varias pruebas toxicoldgicas normales de la preparacion
de enzimas recombinantes. En un estudio de toxicidad aguda efectuado en
ratas que recibieron una sola dosis oral de 5 g por kg de peso de la preparacion
enzimdtica no se observaron sefiales de toxicidad. En estudios efectuados
en ratas en que se administr6 queso preparado con la quimosina recombinante
en la raci6n en proporcién de 5 g diarios durante 21 6 91 dias, no se not6
ningiin efecto terapéutico. En otro estudio, al incorporar la preparacion
enzimética recombinante a la dieta en concentraciones médximas de 1 g diario
por kg de peso durante 90 dias, no se produjo ningin efecto adverso para
las ratas. Los estudios de genotoxicidad in vitro indicaron que la quimosina
B recombinante no es mutagénica.

Baséandose en la informacién disponible sobre inocuidad y en la exposicién
extremadamente baja que resulta de su uso en la produccion de alimentos,
el Comité estableci6 una IDA «sin especificar» para la preparacién de qui-
mosina B recombinante. ‘

Se prepararon una monografia toxicoldgica y nuevas normas provisionales.

Aromatizantes

Esteres alilicos (hexanoato, heptanoato e isovalerato alilicos)

Las normas provisionales para el hexanoato alilico se prepararon en la 24°
reunién del Comité (Anexo 1, referencia 53), pero éste no ha evaluado
previamente esta sustancia con el fin de establecer una IDA. EI Comité no
ha considerado previamente el heptanoato ni el isovalerato alilicos.

Al evaluar estos aromatizantes, el Comité sefalé que se hidrolizan con
rapidez en alcohol alilico y sus 4cidos correspondientes por medio de las
esterasas pancredticas, hepéticas y de la mucosa intestinal. Los resultados
de los estudios sobre la toxicidad de los tres ésteres indicaron que la hepa-
totoxicidad observada en dosis elevadas se debi6 al alcohol alilico y a sus
metabolitos. De conformidad con ello, el Comité consideré los datos toxico-
16gicos suplementarios sobre el alcohol alilico y determiné que se deben
evaluar los tres ésteres para el establecimiento de una IDA de grupo sobre
la base de la molaridad de alcohol alilico. En su evaluacién, el Comité
también tuvo en cuenta los principios relativos a los aromatizantes de los



alimentos sefialados en la publicacién Principles for the safety assessment
of food additives and contaminants in food (Anexo 1, referencia 76).

La hepatotoxicidad de los ésteres y del alcohol alilico fue menos marcada
en estudios breves realizados con dosis repetidas que en estudios de toxicidad
aguda con una sola dosis, aunque no se ha elucidado con exactitud el
mecanismo de la tolerancia adquirida. Los estudios de mutagenicidad efec-
tuados con hexanoato e isovalerato alilicos arrojaron resultados negativos,
si bien todas las pruebas sobre el alcohol alilico fueron negativas.

El Comité analiz$ dos estudios prolongados de carcinogenicidad hechos con
ratas y ratones en los que se administré con sonda iSovalerato alilico en
aceite de maiz en la maxima dosis tolerada y en una equivalente a la mitad
de ésta. Se observaron hiperplasia epitelial y papilomas de las células esca-
mosas del cardias de ratones, pero no de ratas, con la dosis mds alta. No
hubo sefiales de tumores hepaticos en ratones (el higado es el érgano objeto
de andlisis en estudios breves de toxicidad). EI Comité determiné que estos
resultados no eran pertinentes en el caso de exposicion dietética en dosis
bajas al isovalerato alilico como aromatizante, pero que tal vez se debian
a los efectos de las dosis empleadas en forma de bolos de gran tamaio. El
Comité también sefial6 que habia un pequefio aumento de la incidencia de
leucemia en las ratas tratadas; sin embargo, dicha incidencia se mantuvo
dentro de la escala de los testigos histdricos y no ocurrié ningin incremento
de tumores hepéticos en ratas. Puesto que las concentraciones de exposicién
dietética al isovalerato alflico en los alimentos son muy inferiores a las dosis
empleadas en estos estudios, el Comité determiné que se podia establecer
una IDA.

La evaluacién se bas6 en la concentracién de efecto nulo observado en los
estudios breves sobre alcoho] alilico, con particular referencia a hepatotoxi-
cidad; esto  ofrece una estimacién mds conservadora que la basada en la
concentracion de ésteres de efecto nulo observado. El Comité sefialé que
varios otros aromatizantes en uso son ésteres alilicos y deben considerarse
para inclusién en la IDA de grupo basindose en su hidrélisis en alcohol
alilico. Ademds, en vista de que se ha comprobado que los ésteres alilicos
de los dcidos grasos, como acetato, propionato, isobutirato y 2-etilhexanoato,
también se hidrolizan rapidamente, el Comité consideré que su consumo
deberfa tenerse en cuenta por su posible contribucién a la carga dietética
total de alcohol alilico.

El Comité asign6 una IDA de 0 a 0,05 mg por kg de peso como equivalente
de alcohol alilico en el caso del hexanoato, el heptanoato y el isovalerato
alilicos. Esto corresponde a una concentracién de 0 a 0,15, de 0 a 0,13 y
de 0 a 0,12 mg por kg de peso, respectivamente, o a combinaciones pro
rata de estas sustancias.

Se prepar6 una monografia toxicolégica. Ademés, se prepararon normas
provisionales para el heptanoato y el isovalerato alilicos. Es preciso obtener
informacién sobre ambas sustancias (véase el Anexo 3). Se revisaron las
normas provisionales vigentes para el hexanoato alilico y se mantuvo el

calificativo de «provisional» porque se necesita mas informacion (véase el
Anexo 3).

17



18

trans-Anetol

El trans-anetol se evalué por primera vez en la 11* reunién del Comité, en
la que se asigné una IDA condicional de 0 a 1,25 mg por kg de peso (Ane-
xo 1, referencia 14). Después de la reevaluacion hecha en la 23* reunién
(Anexo 1, referencia 50), se asigné una IDA provisional de 0 a 2,5 mg por
kg de peso, en espera de la presentacién de los resultados de un estudio
adecuado a largo plazo. Después de haber hecho otras revisiones en las
reuniones 31* y 33* (Anexo 1, referencias 77 y 83), el Comité prorrogé la
IDA provisional, pero la redujo a una cantidad de 0 a 1,2 mg por kg de
peso, en espera de mayores detalles del estudio efectuado a largo plazo y
de un examen de los registros detallados del estudlo y del material histol6-
gico.

En su actual reunidén, el Comité consideré los resultados de tres andlisis
independientes de la histologia hepatica en estudios prolongados con ratas.
Determiné que hay un aumento definido de la incidencia de adenoma hepa-
tocelular y de carcinoma en ratas hembras cuando se administran 10 g/kg
en la dieta, pero no en dosis menores. En animales machos se observa un
ligero aumento de la incidencia de adenoma hepatocelular, pero no de car-
cinoma en concentraciones de 10 g/kg en la dieta. También se comprob6
un aumento de la incidencia de lesiones proliferativas hepaticas no neoplé-
sicas, en todas las dosis y en ambos sexos.

" Un andlisis del informe sobre el estudio prolongado con ratas no mostro

ninguna discrepancia significativa. E1 Comité también sefial6 que las diferen-
cias en materia de supervivencia entre los animales tratados y los testigos
no podian explicar la mayor incidencia de tumores hepdticos observados en
el estudio.

Los resultados de los dos nuevos estudios de genotoxicidad (sintesis de
ADN no programada) fueron negativos. ‘

El Comité determiné que los datos no eran suficientes para poder hacer una
evaluacién final de la importancia de los tumores hepaticos malignos obser-
vados en ratas hembras en lo relacionado con el uso de trans-anetol como
aditivo alimentario. Se necesitan otros estudios metabélicos y especialmente
farmacodindmicos en ratones, ratas y seres humanos para fines de evaluacién
en 1992. Ademds, tal vez sea necesario realizar un estudio prolongado
de alimentacién con ratones, aunque la formulacién del mismo dependerd de
los resultados de los estudios metabolicos y farmacodindmicos. En vista de
los resultados positivos obtenidos en pruebas de mutacién genética bacteriana
in vitro, el Comité también determiné que convenia efectuar estudios de
aberraciones cromosémicas y pruebas in vifro de mutaciones genéticas en
células de mamiferos.

Se prorrogé la IDA provisional hasta 1992, pero se redujo a una cantidad
que oscila entre 0 y 0,6 mg por kg de peso, basédndose en la concentracion
de efecto minimo de 2,5 g/kg en la alimentacién (equivalente a una dosis
de 125 mg diarios por kg de peso) en casos de cambios proliferativos no
neoplésicos del higado de las ratas, ajustada de acuerdo con un factor de
inocuidad de 200.



La necesidad de realizar un estudio de reproduccién y teratogenicidad serd
considerada por el Comité cuando se hayan revisado otros datos de los
estudios citados. El Comité también reiter6 que convendria hacer un estudio
epidemiolégico de los efectos del consumo de elevadas concentraciones
dietéticas de trans-anetol.

Se preparé una monografia toxicoldgica y se mantuvieron las normas vi-
gentes.

(+)-Carvona y (—)-carvona
Las sustancias (+)-carvona y (—)-carvona fueron evaluadas por el Comité
en su 27* reuniéon (Anexo I, referencia 56), cuando se prorrogé la IDA
provisional de 0 a 1 mg por kg de peso segin la suma de los isémeros, en
espera de la presentacién de los resultados de estudios prolongados en ratas
y ratones con (+)-carvona.

En su actual reunién, el Comité consideré que los enanciémeros Gpticos en
si no deberian considerarse como compuestos idénticos en cuanto a sus
caracteristicas toxicolégicas y que, por tanto, convendria evaluar la (+)-car-
vona y la (—)-carvona por separado. Aunque ambos compuestos se incluye-
ron en el orden del dia, se presentaron suficientes datos para la evaluacién
toxicoldgica sblo de la (+)-carvona.

En un estudio prolongado de toxicidad y carcinogenicidad hecho con ratones
en que se administré (+)-carvona con sonda, no hubo indicios de tumorige-
nicidad. También se consideraron otros estudios breves hechos con ratones
y ratas a los que se administr6 (+)-carvona con sonda y pruebas de mutage-
nicidad in vitro. Las ratas parecieron ser més susceptibles que los ratones
ala (+)-carvona. La concentracion de efecto nulo observado de (+)-carvona

. en ratas fue de 93 mg por kg de peso, basandose en el estudio en que se

administr6 la sustancia con sonda durante tres meses. El Comité sefial$ que,
en un estudio anterior de alimentacién de un afio de duracién hecho con
ratas, en el que se observé una concentracién de efecto nulo de 125 mg
diarios por kg de peso, no se especificé qué isémero se habia usado.

El Comité senalé que s6lo se disponia de datos limitados sobre el metabo-
lismo y la farmacodinamia de la (+)-carvona.

Basandose en una concentracién de efecto nulo observado de 93 mg diarios
por kg de peso en ratas se estableci6 una IDA de (+)-carvona de 0 a I mg
diario por kg de peso. No se prorrogé la IDA provisional de la (—)-carvona
por falta de datos para la evaluacion toxicoldgica.

Se prepar6 una monografia toxicolégica sobre la carvona, en la que se
incluyé informacién limitada sobre la (—)-carvona. Se revisaron las normas
vigentes para los dos compuestos.

Colorantes

Eritrosina
El Comité evalu6 la eritrosina por dltima vez en su 33 reunién (Anexo I,
referencia 83), cuando se establecié una IDA provisional de 0 a 0,05 mg
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por kg de peso. La evaluacién se basé en una concentracion de efecto nulo
observado con respecto a la funcién tiroidea en los seres humanos que
ingieran una dosis diaria de 60 mg (equivalente a'1 mg diario por kg de
peso) por 14 dias y un factor de inocuidad de 20. El Comité solicité los
resultados de estudios farmacodindmicos en los que se establezca una rela-
cién entre el grado de absorcion de la eritrosina y la cantidad ingerida.

En su actual reunién, el Comité consider6 otros estudios sobre el metabolis-
mo y la regulacién de la hormona tiroidea en ratas machos en ensayos de
alimentacién con eritrosina de 60 dias de duracién. Los estudios mostraron
un rpido comienzo de los cambios hormonales previstos con un aumento
de un valor estadistico significativo en la concentracion sérica de tirotropina,
tiroxina (T,) y 3,3’5’-triyodotironina (Tr;) y una reduccioén de 1a 3,5,3’-tri-
yodotironina (T,) después de ingerir 40 mg/kg de eritrosina en la alimenta-
cién. Se obtuvo una concentracién de efecto nulo observado de 0,6 mg/kg
de eritrosina en la alimentacién, que correspondi6é a 30 mg diarios por kg
de peso. Los cambios observados en estos estudios son compatibles con la
hipétesis de que la eritrosina inhibe la conversion hepitica de T, circulante
en T, y la consiguiente reduccién de la concentracién de Ty estimula la
secrecién en serie de la hormona liberadora de tirotropina del hipotédlamo y
luego de tirotropina de la hipdfisis. Los aumentos sostenidos de las concen-
traciones de tirotropina producen hiperestimulo de la tiroides, que puede
guardar relacién con los efectos oncégenos sefialados més adelante.

El Comité también reconsider6 los datos de carcinogenicidad de dos estudios
de alimentacién prolongados sobre eritrosina en que se demostré una mayor
incidencia de adenomas de las células foliculares de la tiroides en ratas
machos en concentraciones de 40 mg/kg de eritrosina en la alimentacion.
Al hacer un anélisis estadistico conjunto de los adenomas y carcinomas de
las células foliculares de la tiroides, se observaron aumentos significativos
(pero no obviamente relacionados con la dosis) de la incidencia de tumores
de la tiroides en ratas machos que recibieron 1, 5, 10 y 40 mg/kg de eritrosina
en la alimentacién. Los efectos en las hembras fueron importantes s6lo con
una dosis. El Comité determiné que convenia hacer un anlisis estadistico
conjunto de los adenomas y carcinomas de las células foliculares de la
tiroides, por haberse comprobado que los adenomas son una etapa anterior
de los carcinomas de la tiroides.

El Comité revisé otros datos sobre la mutagenicidad de la eritrosina y,
teniendo en cuenta los amplios datos de otros estudios de mutagenicidad,
determiné que ese compuesto no es genotoxico. ‘

No se presentaron los resultados de los estudios farmacodindmicos solicita-
dos. Aunque obviamente son convenientes y quizd tiles para definir las
concentraciones de efecto nulo, el Comité consider6 que esos estudios poco
podrian ayudar a aclarar el mecanismo del efecto de la eritrosina en la
funcién tiroidea y de su tumorigenicidad.

Si bien no se pudo determinar una concentracién de efecto nulo en lo que
se refiere al efecto oncégeno de la eritrosina en las ratas, el Comité consideré
que la incidencia de tumores de la tiroides en ratas muy probablemente era
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secundaria a los efectos hormonales, y llegé a la conclusién de que seria
posible establecer una IDA a partir de la concentracién de efecto nulo para
la funcion tiroidea. En vista de las diferencias en la fisiologia tiroidea entre
el ser humano y las ratas, el Comité basé su evaluacién en la concentracién
de efecto nulo observado previamente notificada que se calculé a partir de
los datos sobre seres humanos. Por tanto, asigné una IDA de eritrosina de
0 a 0,1 mg por kg de peso basdndose en la concentracion de efecto nulo
observado de 60 mg diarios por persona (equivalentes a 1 mg diario por kg
de peso) y un factor de inocuidad de 10.

Se prepar6 un addendum a la monografia toxicoldgica y se revisaron las
normas vigentes.

Edulcorantes

Acesulfamo de potasio

Esta sustancia fue considerada por el Comité por dltima vez en 1983 en su
27* reunion (Anexo 1, referencia 62), cuando determiné que no se podia
comprobar que la sustancia fuera mutagénica ni carcindgena. En estudios
de alimentacién prolongados (2 afnos) hechos con ratas y perros, la concen-
tracion de efecto nulo observado del acesulfamo de potasio fue de 30 mg/kg
en la alimentacién (equivalentes a 1,5 g diarios por kg de peso en ratas y
a 900 mg diarios por kg de peso en perros). En esa época, el Comité asignd
una IDA de 0 a 9 mg por kg de peso basidndose en el estudio hecho con
perros, en que la concentracién de efecto nulo observado fue la mayor dosis
sometida a prueba y un factor de inocuidad de 100 (Anexo 1, referencia 63).

En su actual reunién, el Comité estudié con mds detenimiento los datos que
confirmaron la validez del estudio prolongado hecho antes con ratas y la
concentracion de efecto nulo observado. El andlisis de los datos farmacodi-
namicos comparativos en ratas y perros mostré que las concentraciones
sanguineas de acesulfamo de potasio alcanzadas después de administrar
dosis similares fueron mayores en perros; no hubo pruebas que sugirieran
que, en relacién con las concentraciones sanguineas, el perro fuera mas
sensible a los efectos de la sustancia que la rata.

Los estudios de farmacodinamia hechos en seres humanos mostraron que
las dosis orales de acesulfamo de potasio fueron absorbidas por completo y
excretadas intactas rdpidamente en la orina. La vida media en el plasma fue
de 1,5 horas, lo que indicé que el periodo de exposicioén a la sustancia fue

‘breve y no hubo acumulacién.

Puesto que el acesulfamo de potasio no fue metabolizado en ninguna especie
sometida a ensayo, ni siquiera en el hombre, y los otros estudios realizados
con ratas en los que se administraron dosis repetidas no revelaron ninguna
activacioén metabdlica ni modificacién farmacodindmica, el Comité determi-
né que la rata parece ser un modelo apropiado para el ser humano. En
consecuencia, decidié que, como el estudio de dos afios hecho con ratas
representaba un periodo mas prolongado de la vida de la especie que el
efectuado con perros durante un periodo similar e incluia exposicién a la
sustancia in utero, la IDA deberfa basarse en la concentracidon de efecto
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nulo observado en la rata, es decir, 1.500 mg diarios por kg de peso. EL
Comité también sefialé que habia nuevos datos que indicaban que el acesul-
famo de potasio no tenia efectos adversos para las ratas diabéticas ni causaba
alerglas a los conejillos de Indias empleados en pruebas de anafilaxis sisté-
mica activa.

El Comité también examiné extensos estudios toxicolégicos sobre los pro-
ductos de desintegracion del compuesto, a saber, acetoacetamida y aceto-
acetamida-N-4cido sulf6énico, que indicaron que éstos son poco toxicos y
no son mutagénicos.

En vista de esos datos y de las estimaciones del grado de exposicién al
acesulfamo de potasio, el Comité determiné que el compuesto acetoacetami-
da-N-4cido sulfénico y la acetoacetamida no representaban ningtin peligro

~ para la salud en las condiciones actuales y previsibles de uso del acesulfamo

de potasio.

La IDA previamente establecida se reemplaz6 con una que oscila entre 0 y
15 mg por kg de peso, basdndose en los estudios prolongados hechos en ratas.

Se prepar6 una monografia toxicolégica.

El Comité recomendé que se revisaran y modificaran las normas en un futuro

- préximo, teniendo en cuenta los actuales procedimientos de fabricacion y

purificacién.

Triclorogalactosacarosa (TGS)

La triclorogalactosacarosa (TGS) fue evaluada previamente en la 33 reunién
del Comité (Anexo 1, referencia 83), cuando se asigné una IDA provisional
de 0 a 3,5 mg por kg de peso, basdndose en una concentracion de efecto
nulo observado de 750 mg diarios por kg de peso en un estudio de un afio
hecho en perros y un factor de inocuidad de 200. En esa ocasion, el Comité
solicité: a) informacién sobre la absorcién y el metabolismo de la TGS en

- seres humanos después de la dosificacién prolongada por via oral; b) los

resultados de estudios para garantizar que la TGS no produzca efectos adver-

~ sos en casos de diabetes insulinodependiente y del adulto; c) los resultados

de otros estudios efectuados en ratas sobre la eliminacién de la TGS de
animales gestantes y del feto para descartar la posibilidad de acumulacién
biolégica, y-d) los resultados de un estudio breve de la 6-clorofructosa en
ratas.

En la presente reunién el Comité analizé los datos nuevos y antiguos. Aunque
no se recibieron nuevos datos sobre la absorcién y el metabolismo de la
TGS en seres humanos, el Comité determiné que no habia indicios de que
estos procesos cambiaran con una dosificacion prolongada por via oral. Esta
conclusion se derivé de los datos metabdlicos comparativos del uso de TGS
en varias especies, incluso el ser humano, y de la falta de pruebas de
toxicidad en extensos estudios hechos con animales. Sin embargo, el Comité
reconocié que en los datos no se consideraban todas.las posibilidades, par-
ticularmente los posibles efectos de adaptacion de la microflora gastrointes-
tinal. «



No se habian realizado estudios especificos sobre los posibles efectos adver-
sos de la TGS en casos de diabetes insulinodependiente y del adulto. Sin
embargo, el Comité decidié que este asunto podia abordarse satisfactoria-
mente considerando los datos que mostraban que la TGS no tenia ningtn
efecto en la secrecién de insulina en seres humanos o ratas, las concentracio-
nes sanguineas de glucosa o el metabolismo de los carbohidratos. Ademas,
el Comité se enterd de estudios propuestos con ambas clases de diabéticos.

Al reevaluar los datos generales sobre la TGS, incluso los datos metabélicos
relativos a varias especies, entre las que se cuenta el ser humano, y a conejas
gestantes y no gestantes, y por falta de resultados importantes en el estudio
de reproduccién hecho en dos generaciones de ratas, el Comité determiné
que el asunto de la acumulacién de TGS en animales gestantes y fetos habia
sido abordado satisfactoriamente y que no habia pruebas que sugirieran una
diferencia en el metabolismo de las hembras gestantes y no gestantes.

El Comité analizé otros estudios relativos a la toxicidad del producto de
descomposicion potencial de la TGS, que es la 6-clorofructosa. En un estudio
breve (28 dias) en que se administré esta ultima en proporcion de 240 y
480 mg diarios por kg de peso, los ratones machos mostraron parlisis de
las extremidades traseras. Ademds, se realizaron tres estudios especiales
para evaluar la funcién reproductiva de las ratas. La administracion de
6-clorofructosa en proporcién de 18 a 48 mg diarios por kg de peso durante
7 a 14 dias hizo que las ratas machos perdieran su fecundidad. En dos de
estos estudios, la concentracién de efecto nulo fue de 3 y 6 mg diarios por
kg de peso. Sin embargo, el Comité sefialé que la 6-clorofructosa es sélo
un producto de descomposicion potencial de la TGS. Si bien puede ocurrir
una exposicion hipotética maxima de 1,15 pg diarios por kg de peso en el
ser humano si la TGS se sometiera a condiciones extremas, como 0,1 mol/l
de HCI a una temperatura de 68° C por 72 horas, el Comité esperaba que
la exposicion a la 6-clorofructosa fuera practicamente nula en todas las
condiciones previsibles, tanto fisiolégicas como de almacenamiento.

Por dltimo, el Comité determiné que como el estudio de dos afios hecho
con ratas, que incluy6 un periodo de exposicién a la TGS in utero, represen-
taba un perfodo mds prolongado de la vida de la especie que el de un afio
efectuado con perros, el primero deberfa emplearse para establecer una IDA.
Por tanto, se empleé un factor de inocuidad de 100 para el andlisis de la
concentracién de efecto nulo observado en el estudio prolongado hecho con
ratas (1.500 mg diarios por kg de peso) y se asign6 una IDA de 0 a 15 mg
por kg de peso.

Se estimé conveniente realizar otros estudios de inmunotoxicidad para eva-
Iuar la importancia de los cambios de peso observados en el bazo y el timo
y los cambios en el recuento de linfocitos en ratas. Todavia no se puede
descartar la posibilidad de que exista una relacién causal entre estos resulta-
dos y un alto grado de exposicién a la TGS.

Se preparé un addendum a la monografia toxicolégica.

Se pidi6 al Comité que reconsiderara el nombre de «triclorogalactosacarosa»
que habia adoptado en su 33% reunién (Anexo 1, referencia 83) y lo cambiara
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por el de «sucralosa». En esa época, el Comité establecié pautas para deter-
minar los titulos de las monografias sobre normas y selecciond el correspon-
diente de conformidad con las mismas. Consider6 la informacién que se le
presentd en la actual reunién y determiné que no eran aplicables los criterios
1 (nombres establecidos por las organizaciones internacionales) ni 2 (nom-
bres establecidos por la legislacién gubernamental). No creyé que la infor-
macién presentada en relacion con el criterio 3 (nombres establecidos de
uso comun) fuera suficientemente importante para cambiar el nombre y
reafirmé la opinién a que llegé respecto del criterio 4 (nombres cientificos
comunes o triviales), a efectos de que «friclorogalactosacarosa» era una
denominacién apropiada. En ese sentido, sefial6 que el nombre de «sucralo-
sa» se habia designado como sinénimo en la monografia sobre normas. Se
revisaron las normas provisionales vigentes y el Comité accedi6 a suprimir
el calificativo de «provisional».

Aditivos diversos

Dimetildicarbonato (DMDC)

El dimetildicarbonato (DMDC) no ha sido evaluado previamente por el
Comité. Tiene amplio espectro antimicrobiano y se usa como agente de
crioesterilizacion de jugos de frutas, bebidas gaseosas y vinos. Es inestable
en soluciones acuosas y se descompone casi de inmediato después de agre-
garlo a las bebidas. Los principales productos de descomposicién en el vino
y las soluciones acuosas son el metanol y el anhidrido carbénico. También
se forman en pequenas cantidades dimetilcarbonato y metiletilcarbonato, asf
como aductos carbometoxilicos de aminas, azicares y frutas dcidas. En
presencia de indicios de amoniaco o de iones de amonio (por ejemplo, en
los vinos), el DMDC forma cantidades minimas de metilcarbamato.

El Comité revisé los datos de los estudios de toxicidad aguda hechos con
DMDC .en ratones y ratas y de estudios breves y: prolongados de toxicidad
en ratas que recibieron jugos y bebidas alcohdlicas tratados con 4 g/l del
producto y de un estudio de. toxicidad de un ano de duracién hecho con
perros. También se examinaron los datos de los estudios de toxicidad durante
la reproduccién, embriotoxicidad/teratogenicidad y genotoxicidad hechos

. con bebidas tratadas con DMDC. Se determiné que no habia pruebas de

efectos téxicos en ratones y ratas debido al consumo de bebldas tratadas
con ese producto.

El Comité también revisé los datos de los estudios de toxicidad aguda hechos

- principalmente con metiletilcarbonato, dimetilcarbonato y varios productos

de la carboximetilacién de los aminodcidos y de los dcidos hidroxilicos, asi
como de estudios breves de toxicidad hechos con ratas tratadas con metil-
etilcarbonato y dimetilcarbonato y de un estudio de embriotoxicidad/terato-
genicidad efectuado con metiletilcarbonato en ratas. No se observé ningiin

_efecto adverso debido al consumo de estos productos de descomposicion.

En el caso del metilcarbamato, el Comité analizé los datos de los estudios
de toxicidad aguda en ratones y ratas y de estudios breves y de carcinogeni-
cidad prolongados en esas dos especies, de carcinogenicidad dérmica y de



enlace de ADN en ratones, de varios de genotoxicidad en células de bacterias
y mamiferos (incluso estudios in vivo) y de uno especial de inmunotoxicidad
en ratones. El metilcarbamato produjo carcinomas hepatocelulares en ratas
Fischer 344 en elevadas concentraciones, pero no tuvo esos efectos en ratas
Wistar ni en ratones. Se demostré que no es genotoxico.

La concentracién de efecto nulo observado causante de carcinogénesis hepé-
tica en ratas Fischer 344 fue de 100 mg diarios por kg de peso. Puesto que
el peor caso de exposicién previsto del ser humano que consuma bebidas
con metilcarbamato seria de menos de 20 pg/l con la concentracidon de
DMDC empleada, existe un amplio margen de seguridad. Por tanto, el
Comité determind que la presencia de metilcarbamato en las concentraciones
previstas de uso del DMDC (es decir, de acuerdo con buenas précticas de
fabricacién) no representaria un riesgo para la salud humana.

Las concentraciones de metanol (hasta de 120 mg/l) que resultan del uso
del DMDC son similares o inferiores a las observadas naturalmente en
muchos jugos de frutas y bebidas alcohdlicas. El Comité consideré que las
concentraciones de metanol después del tratamiento de las bebidas con
DMDC no constituian motivo de preocupacion por razones toxicologicas.

Se consideré que el DMDC era aceptable para empleo como agente de
crioesterilizacion de las bebidas en una concentracién méxima de 250 mg/1,
al observar buenas practicas de fabricacién.

Se prepararon una monografia toxicolégica y nuevas normas para esta sus-
tancia.

Sulfosuccinato sédico dioctilico (SSD)
El sulfosuccinato sédico dioctilico (SSD) fue revisado antes en las reuniones
182, 222 y 24* del Comité (Anexo 1, referencias 35, 47 y 53).

En su 22* reunién, el Comité suprimié la IDA provisional de 0 a 2,5 mg
por kg de peso por no habérsele presentado la informacién suplementaria
solicitada en su 18 reuni6én. La informacidn exigida incluia lo siguiente: a)
los efectos para los animales recién nacidos, particularmente los expuestos
a la sustancia por medio de la lactancia; b) un estudio adecuado a largo
plazo con una especie de roedores, y ¢) una investigacion de los efectos
para la circulacién pulmonar, incluso hipertension pulmonar. Estos datos
todavia faltaban al celebrarse la 24* reunién.

Desde la evaluacién previa se han obtenido datos toxicolégicos complemen-
tarios, que fueron objeto de revisién por el Comité en su actual reunion.

El Comité sefialé que los resultados de un estudio de reproduccién hecho
con tres generaciones de ratas tratadas con SSD no revelaron ningiin efecto
adverso en la funcién reproductiva de los animales de ambos sexos en
concentraciones maximas de 10 g/kg en la alimentacién. Tampoco se com-
probé que hubiera efectos adversos para la progenie como resultado de la
exposicion prenatal y posnatal al SSD. Sin embargo, el consumo redujo el
peso de la madre y de los animales recién destetados en concentraciones de
5 g o mas por kg en la alimentacién. Se determiné que la concentracion de
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efecto nulo observado de SSD era de 1 g/kg en la alimentacién, equivalente
a 50 mg diarios por kg de peso.

En un estudio a largo plazo, el SSD no provocé actividad oncégena en ratas

‘expuestas previamente a un carcindgeno gastrointestinal modelo. Sin embar-

go, todavia falta una biovaloracién completa de la carcinogenicidad que
satisfaga las normas modernas.

El Comité revisé dos' estudios de inhalacién en los cuales se expusieron
varios conejos y perros al SSD. Los resultados no indicaron ningtn efecto
pulmonar ni sistémico adverso.

El Comité basé su evaluacion de 1la SSD en la concentracién de efecto nulo
observado descubierta en el estudio de reproduccién hecho con tres genera-
ciones de ratas, con un factor de inocuidad de 200. Se asigné una IDA
provisional de 0 a 0,25 mg de SSD por kg de peso, en espera de la evaluacién
que se realizard en 1995 de los resultados del estudio prolongado con roedores
previamente solicitado.

Se prepar6 una monografia toxicolégica y se revisaron las normas vigentes.

Goma gellan

La goma gellan, un polisacdrido extracelular producido por fermentacién a
base de Pseudomonas elodea, fue evaluada por primera vez por el Comité.
Esta sustancia tiene una elevada masa molecular relativa y se usa como
agente estabilizador y espesante de los alimentos.

P. elodea es una bacteria aerobia gramnegativa que ha sido muy bien clasi-
ficada y no es patégena.

Se demostré que la goma gellan se absorbe mal y no causé-muertes de las
ratas tratadas con una sola dosis elevada (5 g por kg de peso) en la alimen-
tacion o con sonda. La exposicion breve (90 dias) de las ratas a este producto
en concentraciones maximas de 60 g/kg en la alimentacién no ocasioné
ningiin efecto adverso. En un estudio de 28 dias hecho en monos prepuberes
no hubo sefiales evidentes de toxicidad con una maxima concentracién de
3 g diarios. por kg de peso. En estudios de reproduccién y teratogenicidad
efectuados con ratas a las que administrd la goma gellan en dosis maximas
de 50 g/kg en la alimentacién, no se pudo comprobar que ello afectara al
proceso reproductivo, ni se observaron efectos embriotoxicos ni perjudiciales
para el desarrollo. En varios ensayos ordinarios breves se demostré que esta
sustancia no es genotoxica.

En un estudio efectuado con perros tratados por un afo con dosis hasta de
60 g/kg en la alimentacién no se pudo atribuir ningin efecto adverso a la
exposicion crénica a esta sustancia. En estudios prolongados de carcinoge-
nicidad, la goma gellan no produjo efectos adversos para los ratones ni las
ratas en concentraciones maximas de 30 y 50 g/kg, respectivamente, en la
alimentacion.

Los resultados de un estudio limitado sobre la tolerancia del ser humano a
la goma gellan indicaron que las dosis orales hasta de 200 mg por kg de
peso administrados en un periodo de 23 dias no.provecaron ninguna reaccion



adversa, aunque en la mayoria de los sujetos se observé un aumento del
volumen de la materia fecal.

El Comité asigné una IDA «sin especificar» a la goma gellan y sefialé que
al usarla como aditivo alimentario era preciso tener en cuenta su posible
efecto laxante cuando la ingesta es elevada (Anexo 1, referencia 88, seccién
2.2.3).

Se prepararon una monografia toxicoldgica y nuevas normas. Se especifica-
ron los criterios microbioldgicos en los que se tiene en cuenta la naturaleza
y el proceso de fabricacién de esta sustancia.

Aceite mineral (de calidad alimentaria)
El aceite mineral de calidad alimentaria fue evaluado por el Comité por
ultima vez en su 33? reunién (Anexo 1, referencia 83).

En su actual reunion, el Comité volvié a considerar dos estudios de alimen-
tacion de 90 dias de duracién hechos con ratas que recibieron aceites mine-
rales hidrogenados y tratados con écido sulfiirico fumante. En el primero
se notificaron cambios hematoldgicos y acumulacién de aceite mineral en
el higado, el bazo y los ganglios linfaticos; en el segundo, s6lo acumulacién
en el higado, el bazo y los ganglios linfaticos, pero no se realizaron inves-
tigaciones hematoldgicas.

El Comité no pudo determinar la importancia toxicoldgica de la acumulacién
de esos aceites en los drganos citados. Sin embargo, consideré que los
resultados de las investigaciones hematoldgicas eran significativos en su
aspecto toxicolégico. Ambos efectos exigen una investigacion més detallada.

El Comité se enteré de las propuestas presentadas para realizar estudios
breves de alimentacién con ratas empleando diversos aceites minerales en
los que se investigarian tales efectos y declaré que deseaba revisarlos tan
pronto se efectuaran.

En vista de la incertidumbre creada por los estudios de 90 dfas de duracién
que se le presentaron y la falta de estudios prolongados de alimentacién, el
Comité estim6 conveniente que se realizara un estudio prolongado de alimen-
tacion con aceites minerales de calidad alimentaria, representativos de los
de uso comercial.

Prorrogé la actual IDA provisional de aceite mineral «sin especificar» hasta
1995, cuando se le deberan presentar los resultados de esos estudios para
evaluacion.

No se prepar6 una monografia toxicoldgica.

En su 33% reunién, el Comité habia expresado preocupacién por la falta de
datos fidedignos sobre la clasificacién quimica de los aceites minerales
hidrogenados de calidad alimentaria (Anexo 1, referencia 83) y habia exigido
otros datos sobre la composicién quimica de los aceites minerales de uso
actual y de los empleados en estudios toxicoldgicos anteriores con el fin de
clasificarlos en la debida forma. La informacion solicitada le fue presentada
en su actual reunién. Se revisaron las normas provisionales vigentes y se
suprimi6 el calificativo de «provisional».
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Contaminantes

Benzo[a]pireno

El benzo[a]pireno no. habia sido evaluado previamente por el Comité. Este
seialé que el Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y Contaminan-
tes de los Alimentos habia solicitado la evaluacién de los efectos que tiene
esta sustancia para la salud humana cuando es contaminante de los alimentos.

Aunque el benzo[alpireno fue la sustancia incluida en el orden del dia, el
Comité reconoci6 que éste era sélo uno mds de los 100 compuestos pertene-
cientes a la familia de los hidrocarburos arométicos policiclicos encontrados
en los alimentos y que éstos se deberian considerar como grupo.

El Comité revisé y discutié los datos de los estudios sobre la toxicidad del
benzo[a]pireno, con particular hincapié en su toxicidad después de la inges-
tién. Los resultados demostraron que este compuesto produce muchos efectos
toxicos distintos. ‘

- En ratones, el producto administrado por via oral ocasion6 constantemente

tumores del cardias y los pulmones, y los pocos estudios hechos con ratas
mostraron tumores del es6fago, el cardias y la glandula mamaria. También
se han notificado en otros sitios, por ejemplo, linforreticulares en ratones.

. El Comité sefial6 que los fetos y los ratones recién nacidos son particularmen-

te vulnerables a la tumorigenicidad pulmonar y linfética del benzo[a]pireno
administrado en inyeccién directa o por via transplacentaria.

La genotoxicidad del benzo[a]pireno, tanto in vitro como in vivo, se ha
documentado bien y, en consecuencia, este compuesto se usa como sustancia
testigo con buenos resultados en esta clase de estudios. El Comité sefiald
que el Organismo Internacional de Investigaciones sobre el Cdncer habia
encontrado pruebas poco fehacientes de la carcinogenicidad de esta sustancia

‘en el ser humano, pero suficientes para comprobar su carcinogenicidad en

los animales y su actividad en pruebas breves de genotoxicidad.

El Comité también sefal6 que las dosis de 120 mg de benzo[a]pireno por
kg de peso 0. mas administradas a los ratones por via oral causaron efectos
toxicos intrauterinos y malformaciones fetales cuando el producto se admi-
nistr6 durante la gestacion.

La inmunotoxicidad y la toxicidad para la médula ésea también fueron
asuntos considerados en los estudios efectuados con ratones. En los de
inmunotoxicidad, en que los ratones gestantes recibieron una sola dosis de
150 mg de benzo[a]pireno por kg de peso por via intraperitoneal, la progenie
sufrié casos graves de inmunosupresion. El Comité indicé que este efecto
pudo haber llevado a la ulterior manifestacién generalizada de tumores en
esos animales. ‘

De muchos estudios se ha deducido que el benzo[a]pireno-7,8-diol-9,10-6xi-
do (BPDEI) es el metabolito carcinégeno proximal del benzo[a]pireno. Este
metabolito forma enlaces covalentes con el ADN, produce mutaciones y
transformaciones en ensayos breves y es un carcinégeno sumamente potente
en la piel del ratén. Sin embargo, el Comité sefialé que los estudios en que



se;administrd por via peroral a ratones y conejos mostraron que el grado de
enlace del metabolito al ADN era similar al observado en todos los tejidos
examinados (los escogidos como objetivo y otros).

El Comité también considerd varios estudios en que se midi6 la concentracién
de complejos del metabolito en el ADN de tejidos humanos, aunque ninguno
de estos estudios se destind a estudiar la exposicién del ser humano al
benzo[a]pireno en los alimentos. El Comité recalcé que las concentraciones
de complejos del ADN eran elevadas solo en algunas personas, que se cree
que han estado expuestas a elevadas concentraciones de benzo[a]pireno. La
concentracion de complejos del metabolito en el ADN de seres humanos no
guardé ninguna relacion con factores como la edad, el sexo, la raza,. el
nimero de cigarrillos fumados ni el consumo de cafeina.

Para fines de evaluacién, se determiné que el efecto téxico de mayor impor-
tancia del benzo[a]pireno era su actividad carcinégena.

El Comité dispuso de datos de otros estudios sobre las concentraciones de
benzo[a]pireno en varios alimentos vy estimé la ingesta diaria. Esos datos
demostraron que existen amplias concentraciones de dicha sustancia en los
alimentos y que éstas dependen de factores tales como el lugar en que se
produjeron (es decir, si fue una zona industrializada o no), el método de
elaboracion (por ejemplo, ahumado o secado) y la forma en que se cocinaron
(por ejemplo, asados con carbén). A su vez, la ingesta dietética varié mucho
y algunos consumidores estuvieron expuestos a altas concentraciones de esta
sustancia.

El Comité sehal6 que la ingesta diaria media estimada de benzo[a]pireno
por parte del ser humano era cerca de cuatro veces menor que la de efecto
nulo para la incidencia de tumores en un experimento hecho con ratas en
que se incluy6 dicha sustancia en la alimentacién. Sin embargo, el Comité
no pudo establecer una ingesta tolerable del producto basandose en los datos
a su disposicién.

No obstante, la gran diferencia observada entre la ingesta humana estimada
y las dosis oncégenas para los animales sugieren que cualquier efecto para
la salud humana puede ser insignificante. Pese a ello, la gran incertidumbre
que rodea la estimacion del riesgo exige un esfuerzo por minimizar la expo-
sicién humana al benzo[a]pireno tanto como sea posible.

El Comité se enter6 de que se habia iniciado un estudio prolongado de
carcinogenicidad en ratas en el que se administré benzo[a]pireno con sonda
para investigar la relacion dosis-respuesta en lo que se refiere a la tumorige-
nicidad de este compuesto.

El Comité reconoci6 la complejidad del problema de reducir la exposicién
al benzo[a]pireno y a otros hidrocarburos aromaticos policiclicos. Ademas,
indic6 que la exposicion al primero constituye s6lo una minima parte de la
exposicién de los consumidores a los segundos y que otros compuestos de
esta clase, no evaluados en esta reunién, tienen propiedades toxicolégicas
similares a las del benzo[a]pireno y, por tanto, pueden contribuir al riesgo
carcinégeno en general. En ese sentido, también serfan eficaces las estrate-
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gias destinadas a minimizar la exposici6n al benzo[a]pireno para reducir la
exposicién general a los hidrocarburos aromdticos policiclicos. Estas inclu-
yen pricticas que los consumidores pueden cambiar, como el lavado cuida-
doso de las frutas y verduras para retirar cualquier contaminacion de la
superficie, el retiro del exceso de grasa de la carne para asar con el fin de
evitar «incendios» y la preparacién de tal forma que se evite el contacto de
los alimentos con las llamas. La industria de elaboracién de alimentos puede
tomar otras medidas, que incluyen conversién a calentamiento indirecto para
el secado de alimentos, uso de tostadores (por ejemplo, de café) con com-
bustible distinto del carbén, uso de envolturas protectoras (tales como cober-
turas de celulosa) cuando se ahdiman los alimentos de la manera convencional
y observancia de los limites de las concentraciones de hidrocarburos aroma-
ticos policiclicos en los aditivos alimentarios especificadas por los organis-
mos nacionales e internacionales. E1 Comité pidié encarecidamente que se
aplicaran estas medidas para minimizar la contaminacién de los alimentos
con hidrocarburos aromaticos policiclicos, incluso con benzo[a]pireno.

Se preparé una monografia toxicoldgica..

Ocratoxina A

La ocratoxina A no habia sido previamente evaluada por el Comité. Este
sefialé que varias especies de Aspergillus y Penicillium pueden producir esta
sustancia. Esta. micotoxina existe en forma natural en los alimentos para
consumo humano y animal.

El Comité examind los estudios sobre la disposicion metabdlica y la toxico-
logia de la ocratoxina A, asi como la informacién limitada sobre la relacion

existente entre la exposicién a esta sustancia y la nefropatia humana crénica,

endémica en Bulgaria, Rumania y Yugoslavia.

Los estudios metabdlicos indicaron que la ocratoxina A se absorbe principal-
mente en el yeyuno proximal y el estémago. La absorcion varia de 40 a 60
por 100 y la vida media en el suero oscila entre 4 y >500 horas, segin la
especie. En la sangre, la ocratoxina A se encontré sobre todo ligada a la
albimina del suero y a otras macromoléculas sin identificar. Las concentra-
ciones tisulares de los residuos de esta sustancia se encontraron, por orden
descendente, en el riidén, el higado, los musculos y la grasa. La ocratoxina
A se excret6 por medio de la orina y las heces. En el ganado bovino y ovino
gran parte se hidrolizé en ocratoxina o, que es relativamente atoxica.

Se cree que el mecanismo fundamental de la accién téxica de la ocratoxina

'A se basa en la inhibicién competitiva especifica de la ligasa de fenilalanina-
- ARNt (sintetasa de fenilalanilo-ARNY).

Los estudios de toxicidad aguda indicaron que el cerdo y el perro eran las
especies mas sensibles y que la muerte se debia a hemorragias multifocales
propagadas, coagulacion intravascular y necrosis del higado, los rifiones y
los 6rganos linfoides. En estudios breves realizados con ratas, perros y
cerdos se demostr6 que los efectos patologicos predominantes ocurrian en
los rifiones. En cada especie se observé nefropatia progresiva, caracterizada



por deterioro de la funcién renal y, segiin un analisis histolgico, por cario-
megalia y necrosis de las células tubulares y engrosamiento de las membranas
basales tubulares. La gravedad de los efectos dependié de la dosis y la
sensibilidad de cada especie animal empleada. En estudios prolongados con
ratones y ratas se demostré que, ademds de nefropatia, hubo un aumento
de incidencia de tumores benignos y malignos, relacionado con la dosis.
Las ratas parecen ser més sensibles que los ratones. La mayoria de los
ensayos de genotoxicidad realizados con ocratoxina A produjo resultados
negativos.

La ocratoxina A también demostré tener actividad teratégena en ratas y
ratones y el sistema nervioso central fue el tejido objetivo predominante.

En animales de experimentacion tratados con ocratoxina A, se observaron
efectos adversos en la inmunidad humoral y por mediacion celular y en los
componentes estructurales del sistema inmunitario.

Los efectos de la ocratoxina A considerados mds importantes por el Comité
se resumen en el cuadro 1. Al parecer, los rifiones fueron el principal érgano
objetivo y el cerdo fue la especie mas sensible. Puesto que no se pudo
demostrar con frecuencia que hubiera concentraciones de efecto nulo obser-
vado y los efectos se manifestaron sélo en un corto periodo de la vida del
cerdo, el Comité determind que para evaluar la ingesta tolerable de ocrato-
xina A habfa que tener un margen de seguridad de 500 en relacién con la

Cuadro 1

Resumen de los efectos observados en animales de laboratorio,
después de la administracién de ocratoxina A

Efecto Especie  Duracidndel  Concentracion Concentracion
tratamiento de efecto minimo de efecto nulo
observado observado
(mg diarios por {mg diarios por
kg de peso) - kg de peso)
Deterioro de la funcién renal Cerdo 90 dias 0,008 —
- Cariomegalia de las células Rata 90dias 0,015 —=
tubulares proximales
Nefropatia progresiva Cerdo 2 anos 0,04 - 0,008
Anomalias craneofaciales Ratén —b 1 —=2
evidentes del feto
Tumores renales Ratén 2 anos 4.4 0,13
Rata 2 anos 0,07 0,02
Necrosis de los tejidos linfoides ~ Perro 14 dias 01 -8
deltimoy de las amigdalas
Reduccién de la respuesta de Raton 50dias —r 0,5
anticuerpos

# En estos estudios no se demostraron las concentraciones de efecto nulo observado.

® Los resultados se refieren a un estudio de teratogenicidad en el que se administrd ocratoxina A el
noveno dia de la gestacion.

¢ Se empled sdlo una dosis.
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