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Introduccion

Considero extraordinariamente arriesgado intentar prede-
cir cémo serd cualguier parcela cientifica en el siglo préxi-
mo. Ya deciz Kuhn (1962) [1] gue frecuentemente se ticne
la falsa impresién de que las materias cientificas siguen un
curso progresivo constante y rectilineo, pero la Histona de
la Ciencia demuestra que el avance cientifico es un proceso
sumamente complejo, con flujos, reflujos, errores y rectifi-
caciones,

Sin embargo, para Robert Jungk [2, 3], el futuro ha co-
menzado, v el tratar de conocerlo no pretende una anticipa-
cién, profecia o adivinacidn, ha escrito Calvo Hernando
{1995) [4], sino establecer escenarios o alternativas razo-
nables, 1o que ha sido llamado por Castilla (1985) la previ-
sidn tecnoldgica,

Si admitimos un llamade fatalismo cientifico, conside-
rado por Martinez Merene (1992) [8], y que presupone que
los fenémenos existen ¥ més prontoe o mis tarde serin des-
cubiertos por alguien més o menos genial, asi calificable
porque fuese capaz de utilizar un nuevo paradigma o solo
se limitara a relacionar conocimientos ya existentes, podri-
amos atrevernos a vislumbrar cémeo puede ser la
Toxicologia, al menos al comienzo, det Tercer Milenio,

Ensenanza de la Toxicologia

Recordemos que cuando en e S XIIL, se iniciaron las uni-
versidades, éstas se creaban mediante una bula papal, lo
gue les proporcionaba una lengua comiin, el latin, y el es-
colasticismo come método, y les conferia gran autonomia
de los gobernantes junto con una extraordinaria facilidad
de relacidn entre ellas: el Renacimiento supuso un enorme
cambio conceptual, y la universidad espafiola, enfrentan-
dose a la inglesa y a la alemana, se acoge a las ideas de la
contrarreforma, desentendiéndose de los adelantos cientifi-

cos y téenicos v estimuldndose el espfritu reaccionario y la
divisién compartimental de que ain adolece, frente al espi-
ritu de universitas.

En el § XIX se diferencian tres modelos de universidad:
et alemdn, que concede prioridad a la investigacion y se
configura como una comunidad de investigadores que im-
parte ensefianzas; el francés, caracterizado por el espiritu
imperial napolednico, que se dirige a la formacion de pro-
fesionales y funcionarios; y el modelo inglés, exponente de
la época victoriana, dirigido a conformar un determinade
tipo de sociedad. Con el paso del tiempo estos modelos han
ido difumindndose y tendiendo hacia uno unico. Espana ne
consiguit definir su modelo propic mi sintetizar los otros
conforme los tiempos requerfan y el futuro exige.

Ha escrito Mayor Zaragoza [10] que hay que inventar el
porvenir con imaginacién, audacia y entrega. Pero ante los
vertiginosos procesos de cambio a que estamos asistiendo
en los finales de este Segundo Milenio, parece muy arries-
gado deducir cual serd la situacion en, al menos, la primera
mitad del tercero. Sélo podriamos atrevernos a considerar
la situacién actual, el “estado del arte™, y definir las tenden-
cias.

Hemos visto que el desarrollo “normal” de la Ciencia,
asi como el de su ensefianza, tiene lugar por la sucesion de
grandes etapas que, como ondas, van haciendo surgir mate-
rias o actividades que, con cierta lentitud, desplazan o ba-
rren a otras previas. En este momento, yenloqueala
Toxicologia se refiere, queremaos ser optimistas, pues su
presencia diversificada en los nuevos planes de estudio de
pregrado ¢n distintas licenciaturas y otres de posigrado,
parece haber roto moldes y encarar ¢l nuevo milenio con
aperturd y entusiasmo; también creemos que se manten-
drdn las dreas fundamentales de la Toxicologia actual: ba-
sica, analista, experimental y clinica, junto con el creciente
desarrollo de la Toxicologia Ambieatal y de la
Ecotoxicologfa, de las que esta (iltima puede desglosarse
pronto como ciencia independiente (Repesto, 1987a) [11].
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La Toxicologia se veri consolidada por la previsible
volucion de los programas de estudio de pregrado que, In-
:luso en Espafia a pesar de sv estructura docente de tiem-
»03 napolednicos, estd orientandose a incluir asighamras
{e Toxicologia General, Toxicologia Climca, Bioquimica
Foxicoldgica, erc., ademis de las tradicionales de
Toxicologia Forense y de Toxicologia Analitica [12].

Preferimos fijarnos en los estudios de pregrado, a pesar
ie que desde hace afios se imparten docencias y especiali-
Jades toxicolégicas de tercer ciclo, porque creemos Jue
Jara la cxiengion y cristalizacion de la clencia es més im-
jortante su estudio en la licznciatura, ya que los estudios
i postgrado son de especializacion y més orientados ha-
sia las ramas de aplicacidn prictica. Asi lo entiende tam-
ién la Asociacién Espariola de Toxicelogia que viene
msistienda en 12 necesidad del esmdio de una Toxicologia
yisica en todas 125 cameras de las clencias de la salud y en
-odas la clentificas y téenicas que contemplan alguna for-
ma de uso de las sustancias quimicas. El conienido de esta
Toxicologfa bdsica o fundamental seria de tipo conceptual,
mec:inicisia, [oxicocinético y toxicodindmico, Posterior-
mente, cada licenciatura debiera incluir una o varias asig-
naturas de Toxicologia especial adaptadas a las
caracterisiicas y conveniencias de los futuros titulados.

Para ¢llo ez muy conveniente que la Toxicologfa confi-
gure ul Area del Conocimicnto independiente de la
Medicina Legal, de la Farmacologfa, del Andlisis Quimico
o de cralguier otra, de forma que, sin ligaduras preestable-
cidas, pueda adaptarse a las aludidas caracteristicas de las
distintas licenciaturas. Y tado ello, sin olvidar que la
Toxicologia es, por principio, ¥ bdsicamente una ciencia
biolégica, no quimica ni farmacéutica, ni forensc, aungue
se nutra y colabore con todas las demads; asi es como 52 re-
conoce por multitud de organizaciones internacionales,
que la integran entre las Clencias de la vida y come per fin
va i ser estimada en Espafia, coma Area de conocimiento
de las Ciencias de la Salud.

En relacién con las ramas aplicadsas, es de advertir cémo
actualmenie trabajan, investigan y publican sabre temas
toxicolégicos profesionales de as mas distintas titalacio-
nes, gencralmente sin una iniciacién bdsica previa, lo que
puede dificultar el rigor conceptual. En ayuda a obviar este
inconvenicnte ha venido el Glosario de Términos
Toxicolégicos, recomendado por la TUPAC, cuya version
espafiola ha sido realizada por varios de nosotros, baje los
auspicios de la Asociacion Espaiiola de Toxicologfa [13].

Toxicologia Forense

$i nos retrotragmos al inicio de la Toxicelogia medico-le-
gil en Espafia, Pedro Mata, que conselidé hacia 1843 la
ensefianza de la medicina legal v la toxicologia, llega a de-
¢ir que el dnimo se aflije al contemplar que en el 8 XIX
nos encontramos a La altura de Franciaen ¢l § XVI7.
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E] pobiemo espafiol nombrd en 1835 una comisidn para
elaborar un proyecio de cuerpo de médicos torenses, en
fanto que para las peritaciones de laboratorio, especial-
mente las que requerian andlisis quimicos, diseiplina muy
poco desarrollada atin, se designaba en 1838 al Catedritico
de Medicina Legal y Toxicologia de Madrid junto con ¢l
Catedritico de Quimica y Fisica Médicas o el de Historia
de la Mcdicina,

Posteriormente, el 1862, se antoriza a los jueces de pri-
mera instancia a encatgar los andlisis a los farmacéuticos,
v en su caso, consultar a Yas Cdiedras de Medicina Legal o
de quinto curso de Farmacia, de enalquiera de las universi-
dades espafiolas. Pero los catedréticos y los [armaciuticos
llegaron a negarse 4 realizar los anakisis sin [EmuUnNeracion,
cnirando 1a administracién de justicia en una situacion ¢a-
Gica, que watd de resolverse en 1886 con la creacion de Jos
Laboratorios de Medicina Legal, pesteriormente (1911)
denormninados Institute Nacional de Toxicologia, dedicados
a “la ensefianza de la Toxicologia y la ilustracién de los
Tribunales de Justicia®,

Este Instituta, dependiente del Ministerio de Justicia,
con tres departamentos regionales y la posible creacién de
otros, ha evolucionado al cabo de los afos, superando em-
bestidas de algunos y procurando cubrir las necesidades
nacionales en la mateiia, hasta alcanzar un apreciable reco-
nocimiento cientifico y técaico dentro y fuera de Espana.
En el futuro se verd aliviado de 1a carga funcional por las
nuevas delegaciones de este Instituto y los provectados la-
boratorios de los Instwtos de Medicina Legal.

Consecuentemerie, es previsible una mejora del servi-
cio 4 la administracién de justicia; €l peligro puede venir
de los que atin confian en mélodos analiticos caducos (re-
acciones coloreadas, por ejemplo), en la infalibilidad de
los métodos inmunocnzimiticos o en la suficiencia de con-
far con instrumnentacién dltime modelo, sin disponer de an-
temano de personal altamente capacitado no ya para
mangjatlo, sino para distinguir entre el método ¥ la técnica

Es de esperar que se aciene en una apropiada clasifica-
cién de laboratorios segin su nivel de complejidad y capa-
cidad, su distribucion geogrifica y su coerdinacién y
homogencizacion metodologica, asi como la implantan-
cién de serios programas de arantia de calidad,

Toxicologia del futnro

Pero cdmo serd la Toxicologia del proximo siglo?

Pienso que debe tenerse en la mente el tema del congreso
de Eurotox, celebrado en Basilea en 1994, que fue de
“Toxicologia en ransicién” [14].

Para Calve Hemando {1995), la quimica seguird siendo
la base de los progresos en biclogia molecular, medicina y
demds ciencias de la vida, asi como para 1a defensa del me-
dio ambiente ¥ 1a oblencion de nuevos mateniales. El plas-
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icoy gl silicio han sido los materiales méas importamies del
segundo Milemo (SM}, y pracias & ellos se inicid la revo-
ucién informdtica, que en realidad “apenas ha comenza-
Jo”. Nos invaden los sistemas expertos, programas que
:eunen 10dos los conocimientos sobre un (2104, ¥ 800 capa-
:es de barajarlos y considerarios al analizar una materia,

Pero esto nos presenta un nuevo problema: el exceso de
mformacion; cuando a finales de la primera mitad de csle
siglo nosotros nos inicidbamos en Texicelogia, eniamos
grandes dificultades en obtener libros y revistas a ella dedi-
zados, y debiamos recurris a publicaciones de Medicina
Legal y de Cicncias de los Alimentos, pero ahora estamos
an una sitbacidn inversa y paraddjica. Al disponcr de me-
jores ¥ mads numerosos medios de comunicacion (creciente
nimero de revistas, multiplicacién de libres y de congre-
508, acceso informatizado a bancos de datos, corren elec-
rénico, €ic., ¢te.), se plantea con fuerza la necesidad de la
superespecializacién: se hace preciso réducir ¢l campo de
wctacion de cada uno para poder profundizar suficiente-
mente ¥ mantenerse en un nivel digno, ¥ para que sea tacti-
ble acceder a la informacitn més relevante que incesants-
mente se produce, ¥ continuamente s¢ renueya, en cada
tema. Es decir, son necesarias las subespecialidades.

Segiin el fisico americano Freeman Dyson, del Instituto
le Estudios Avanzados, de Princeton, USA, v su criterio lo
somparten ofros muchos autores, el drea de conocimiento
1ve més s¢ desarrollard en el proximo future lo formardn la
biologia molecuiar, Ia fisiologia celular a nivel molecuiar y
la genética. Y se ha dicho que la revolucién bioldgica es
una revolucion molecular, iniciada en 1os afios 40 por los
fisicos gue sg interesaron por la biclogia.

Se piensa (Sanz, 1995) que la Biologia actval estd dedi-
zada frenéticamente a acumular datos e informacion, gra-
sigs & los avances anallticos e informdticos {por ejemplo,
¢l proyecte genoma). Quizds en esto se parece a la activi-
dad descriptiva de la época de Linneo, aunque ahota las
nuevas “unidades biolégicas™ son las sceuenciag de genes
y de nueledtidos, en lugar de ser las especies,

En este sentido, creemos que la Toxicologia ya ha supe-
raclo 12 etapa de clencia descriptiva, de acumulacidn de da-
tos, de listados de sustancias ¥ de sus dosis wéxicas agudas
y letales.

Efectivamente, podemes ver que la tendenciz de la
Toxicologla en dos (ltimos 15 afios es la comprension de los
fendmenos en términes de Toxicelogia bioquimica o
Toxicologia molecular. Esa es, para nosotros, ta linga mas
potente del desarrollo de 1a Toxicologia hacia el Tercer
Milenio {TM): el mejor conocimiento de las Interaceiones
antre los xenobidticos y las biomoléculas v, ain mds enge
las moléculas exdgenas y los mediadores intracelulares, to-
doello interprerado a la luz de los progresos en genética, po-
limorfismos enzimgticos {por su variabilidad bioquimica} y
le los estudios poblacionales. Esto requerird una mayor
aencion de los toxicdlogos a la Bioestad{stica, que se ha gs-
ablecido como importante ciencia auxiliar; solamente con
la experta aplicacidn de esta herramienta podrdn establecer-
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s adecuadamente los limies maximos parmitidoes de conta-
minacidén ambiental urbana v en el medie laboral ¥ en los
alimentos, as{ como se podran enconirar las causas de alpu-
nas enfermedades, como ciertos trastornos mentales y new-
roldgicos, cuya incidencia estd creciendo insistentemente
sin que atin conozeamos su eticlogia, v ¢n definitiva consi-
derar més ajustadamente que ahora los grupos de riesgo.

Tendencias mecanicistas

Como acabamos de ver, y manifestd Bentley [14] en
Basilea, en agosto de 1994, 1a maxicologfa e5 una ciencia
que se va haciendo menos descriptiva v va dando cada vez
mayor importancia a los mecanismos subyacentes a los
efectos (Gxicos.

Ya en 1981, Aldrich habia escrito que al estudiar ¢l me-
carismo de toxicidad de una snstancia, lo principal ¢s de-
tectar v clasificar las alteraciones bioguirnicas, lisioldgicas
o morfolégicas que son trascendentes y diferenciarlas de
las que no lo son, para el efecto toxico estudiade.

Elle puede suponer una activacion del xenobidtico ab-
sorkido y la unién (reversible o covalente} del compuesto
activo a biomoléculas dianas, que quedan modificadas; es-
12 alteracion inicial es la fase de cambios bioguimicos y fi-
sioldgicos que, posteriormente podrin manifestarse o no
mediante signos, sintomas o sindromes toxicos [15).

Los estudios sobre las reacciones moleculares quimico-
biologicas proporcionardn (Bridges, 1985} [16] mayor in-
formacion para:

1. establecer bases vilidas para considerar €] “'nivel sin

efecto observable”

2. extrapolar datos entre los modelos experimentales ¥

el hombre

encontrar nweyos indicadores de exposicidn/efecios
identificar grupos de riesgo entre la poblacion
predecir verosimiles antidotos y antagonistas

A

desarrollar ensayos mis simples, @CONGMIcos y pre-
dictivos

7. identificar sustancias que pucden producir efectos
stmilares y, a su vez, las modificacionss quimicas es-
truturales gue podrian eliminar los efecios 1oxicos.

Hacia el conocimiento de estos objetivos serd necesario
un mayor desarrollo, ¥ nuevos métodos, para el estudio de
las telaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR)
yaque lgs procedimientos actuales, incluse los que wlilizan
sistemas informatizados, no pasan de ser prometedores.

Serd preciso investipar mds en la toxicidad especie-es-
pecifica, que cornenzé por distinguir los efectos wxicos en
plantas v animales, ¥ gue después ha proporcionado expli-
caciones de caricter bioquimico y genéiico a los distintos
efectos de un mismo téxico en diferentes especies anima-
les y el hombre.
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Ademds, se ha visto gque los procesos fisiolégicos de
biotranstormacion, lanto de activacién come de inactiva-
cion de los xenobidticos, como los procesos de excrecion
presentan una gran variabilidad interespecies € interindivi-
duos, ¥ esto se debe a los polimorfismos enzimdticos; serd
preciso insistr en el estudic de ¢stos, tal como se viens ha-
ciendo para los cit P-450, colinesterasas, alcoholdeshidro-
genasas, aceliltransferasas, etc,

Por comparacién de las secuencias de genes que codifi-
can la sintesis de las enzimas biotransformadoras en indi-
viduos caracterizados como metabolizadores rdpidos o
lentos, se puede va identificar 1a clave polimdrfica que de-
termina la susceptibilidad o resistencia a los distintos xe-
nohidticos.

También se debetrin producir avances en el conocimicn-
ke de los polimorfismos moleculares de las diana biolégi-
cas. que nos expliquen diferencias toxicodinamicas
intgrespecies e interindividuales.

Por la orientacion que llevan los estudios mecanisticos
de toxicidad, se observa gue en lugar de wtilizar pardme-
tres bioquimicos y morfoldgicos, se emplearfin mas otros
“puntos finales” o indicudores coma las respuestas hormo-
nales, segundos y terceros mensajeros, modificaciones ¢n
los ARN, factores de crecimiento, cambios en la diferen-
ciacién celvlar y muerte celular por apoptosis.

El actual conocimiento de la importancia fisiopatologi-
ca de los radicales libres ¥ 1as formas activas del oxigeno
han de conducir & auevos estudios sobre formas de capta-
cion de los radicales y de moléculas antioxidantes; el japo-
nés Niki acaba de demostrar que los efectos de los
antinxidantes en disolucidn pueden diferir de sus efectos
en madelos de membrana in vitre, v ha comprobado que a
eficacia del antioxidante viene determinada por su movili-
dad en las lipoproteinas de baja densidad (LDXL). También
se ha visto {Cameje, 19941 que los proteoglicanas présen-
tes en el espacio subendotelial de los vasos sunguingos au-
mentan la sensiblidad de las LDL a la oxidacidn in vitre
(especialmente 1z inducida por sules de cobre), con pro-
duccitn de lo que se ha llamado un “agujero negre™ en la
intima. Sin embargo, deberd aclararse la discusidn sobre si
la dieta vegetariana v las vitaminas C y E jucgan realmente
algln papel protector en las patologias radicalarias.

Fzualmente es de prever yue en 1os proximos afios se in-
cremente el conocimiento de los mecanismos de activacio-
nes y de induceidn enzimdtica, de gran participacion en jos
procesos Oxicos; se deberfin explicar otras cascadas de ac-
tivaciones coma las hoy conocidas en que intervienen pro-
teasas, Ca-calmoduling, fosfolipasas, éxido nitrico, Loles
reactives, AMP-¢, GMP-, etc. Se dispone actualmente de
tecnelogia informética para la cuantificacion simultdnea de
mgs de t.000 proteinas que sirven de indicadores de meci-
nismes de toxicidad en 1érminos moleculares, y que permi-
ten abordar estudios de estructura-actividad de cfectos
complejos, por ejemplo, a través de la proliferaciin de pe-
roxisomas o en las inducciones enzimsticas de [ v 11 fase.
Igualmente se estdn desarrallando ecuaciones estadisticas
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con “pontos finales” de modelos de toxicidad, gque permitl
rin postular hipdiesis sobre los mecanismos de accion € in
dentificar los elementos estructurales que contribuyen a
potencial txico de las sustancias, lo que a su vez, posibili
tard modificar aguedlos para ¢l disefio de nuevos firmacos.

También ¢z posible gue alcance, al menos, a los prime
ros anos del TM el imterés por diferenciar la necrosis toxic:
de 1a apoptosis, entendiendo por este ¥rmino el mecanis
mo fisiolégico de eliminacidn de células viejas o dafiadas
pero que puede ser activado por los téxicos. La apoptosi
s regida por un conjunto de genes que acTuan Como senso
res de las primeras lesiones celularss; se desprenden frag
mentos de ADN de alto peso molecular, que puede)
aparecer por accidn de la topoisomeraza, posteriorments s
produce una escalera nucleosdmica de 50-200) fragmento
liberados por la endonucleasa; inicialmente tiene hugar un;
retraccidn celular v pérdida de contactos superficiales v, fi
nalmente, digestién intrafagosomaca, fagocitosis y desinte
gracion extracelular.

Los mecanismos de iniclacién y regulacion de la apop
tosis y sus bases bioguimicas parecen deberse a caracterls
ticas celulp-especifica v estimulo-especificas
pesihlemente a partir de muy diversas sefiales extracelula
res gue regulan diferencialmente ¢l metabelismo intracelu
lar. Ademds se ha demostrado, hasta ahora, que en l:
reguiacién y expresion de la apoptosis participan vario
ONCOZENES ¥ BENes CNCOSUDTES0TEs,

En este sentido, se sabe que Jas qminasas dependiente
de ciclina {CDK) forman una familia de enzimas que regn
lan la divisidn celilar; cuando se activan participan en la
fases de la mitosis como la condensacidén cromosémica
rotura de la envoltura nuelear v formacidn del huso. Tra
exposicidn a xenobidticos se observa una sobreexpresidn
de las CDK, que estimnlan 1a transformacidn y prolifera
cién celular, y al propio tiempe se ve la iniciacion de un
sucesion de sefiales dirigidas a detener el crecimiento de L
célula; consecueniemente, ki oélula recibe un conjunto d
sefiales proliferativas o inhibidoras, que le crean un con
flicto el cual se resolverd hacia la transformacién o hacia !
apopiosis.

Por otra parte, se ha descrito que se producen alteraciv
nes en la cxpresidn genética por 1a accidn de muy diversa
sustancias extemas como factores de crecimicnto, hommg
nas, ¢itoguinas, situaciones desencadenantes de estrés oxi
dativo, perturbaciones fisicas (temperatura, excitacion
etc.). Todos estos estimulos desencadenan wna cascada d
acontecimisntos, que incluven sefiales intracelulares o se
gundos mensajeros y la consecuente activacidn o inhibi
cién de proteinquinasas o fosfatasas, que afectan lo
niveles o actividades de algunas proteinas que enlazan ¢
control transcripcional de elementos de genes y, conse
cuentemente, regulan su expresion.

También &3 teraa & investigar 1a susceptibilidad gendtic
a los t6xicos, gque pusde explicar muchas carcinogénesis
trastornos de la reproduccion y ¢l desarrollo. En la evalua
cidn del riesgo de ¢cdncer se consideran cada vez mas la
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sustancias activadoras de oncogenes o las imactivadoras de
EENCS SUpPreserss de immores; posiblemente el andlizis mo-
lecular de los tejidos tras exposiciones agudas 0 suberdni-
cas podrin eliminar la necesidad de los bigensayos de
carcinopénesis A largo plazo,

Igualmente se seguivd investigando en los mecanismos
de activacion de 1a transcripcion gendtica que conducen a
la promocion tumoral, y métodos para evitarla.

En los viltimos afios se ha considerado que algunos 16x;-
¢os actuan introduciendo perturbaciones en la sefial de
iransduccion que regula la expresion genética, 1o que pro-
duce un cambio dramitice en el espectro de funciones act-
vas de la célula alcelada; la comprensidn de estos
mecanismos 3610 ¢s posible (Puga, 1995) a través de la
biologia molecular, y concretamente mediante el andlisis
de las relaciones estructura-actividad en {os procesos gene-
ticos. Ejemplos de estos mecanismos son las alteraciones
de la comunicacion intereelalar, el estrés oxidativo, la pro-
liferacidn de peroxisomas, etc.

Otra de 1as lineas de investigacion en toxicologia gens-
tica ya iniciadas, y gque han de rendir importante informa-
cidn sobre mecanismos de accién, en el tuturo, serd el
estudio de las secuencias de reconocimiento {“cognate™)
de enzimas que intervienen ordinariamente en la duplica-
¢idn o reparacion del ADN, v que sirve de 6rgano diana en
la accion de algunos toxicos; en este sentido, se conoce ya
¢l mecanismo de algunos hidrocarburos aromaticos, espe-
cialmenee la 2,3,7,8-tetraclorodibenze-p-dioxina (TCDD,
que s¢ une a una proteina intracelular, denominada recep-
tor de AFH; se forma asi un complejo nuclear que se enlaza
al “cognate” o secuencia gendmica. Bl complejo receptor
nuclear es vn factor de transcripeion inducible por ligan-
dos, que puede inducir o reprimir la transeripeion de genes.

Un mejor conocimiento de los procesos fisiopatoligicos
de etiologia téxica deberd incidir, en los proximos afies, en
¢l estudio de las modificaciones o las estabilizaciones dg la
membrana celular y de {a distribucion o localizacion de las
gnzimas activantes o toxificadoras, dentro de cada drgana,
para explicamnos el por qué de lesiones 1xicas focalizadas,
aiin no bicn comprendidas, Un magnitico ejemplo de ello
lo tenemuns en los diferentes efectos hepéticos zonales de la
cocaina, segdn la exposicion previa a diferentes inhibido-
res o inductores enzimdticos ¥ la posible [ormacidn de dis-
tintos metabolitos reactivos; se sabe que la cocaina
produce una ncerosis coagulativa en la zona intermedia lo-
bulillar, que se incrementa por exposicion previa al orga-
nosforado diazindn, el cual al inhibir esterasas, aumenia la
vida media de la droga. Pero si s¢ produce inducciin con
fenobarbital, la necrosis aparece en la zona central, perive-
nular, micntras que bajo induccién con beta-naftoflavoena,
la lesicn aparece en la zona peniférica del lobulille (Roth et
al., 19923 [20].

Esta profundizacion requerird un mayor desarrollo de 1a
Patologia toxicolGgica que, a su vez, estd cambiando méto-
dos histolégicos tradicionales por andlisis de ARN y técni-
cas de PCR in sime.

3l

Serd prioritario el investigar mas sobre los efectos ¢rd-
nicos de la exposicion a bajas concentracianes, en lagar de
los efectos téxicos agudos, que han sido hasta ahora los
més estudiados; hay importantes ejemplos de procesos de-
generativos de tejidos parenquimatosos en higado, pul-
mamn, rifidn, ete., a3 como de trastornos inmuonitarios, de
neoplasias y de anormalidades genéticas en posteriores ge-
neraciones. Este tipo de estudios seguirdn requiriendo mo-
delos animales, aunque estos se aplicardn después de
estudios ix vitre.

Un problema reciente, gue deberia estar resuelto antes
de prncipios de siglo, &5 ¢l “sindrome de sensibilidad qui-
mica muiltiple” que ha aparecido entre los soldados norlca-
mericanas gue intervinieron en La guerra de Irak (Guoerra
del Golfo Pérsico) ¥ que se teme alecte tambign a sus hijos;
adn no s2 sabe si es un trastornoe inmunitario o upa enfer-
medad retardada, consecuente a la exposicidn maliiple a
sustancias quimicas,

En este sentido, debermnos sefialar gue aon queda por di-
lucidar el mecanismo lisiopatoldégico del sindrome del
aceite toxico, v el del sindrome de eocsinofilia-mialpia pro-
ducida por un derivado del iriptéfano.

Por otra parte, el TM se encontrard con ¢] problema, alin
no resuelto, de los efectos fisiopatoldgicos de 1a exposicién
a mezclas de 10xicos; hasta ahora sabemos algo de interac-
clones entre medicamentos, entre estos y el alcohol, entre
medicamentos y algunos contaminantes, entre algunos me-
dicamentos y ciertos nutrientes, etc., pere queda mucho
por clarificar en cuanto & los efectos toxicos o letales de
dosis subtdxicas de medicamentos yfo contaminantes ab-
sorbidos conjuntamente, Es preciso conocer mds acerca de
l2 accidn de mezclas de idxicos sobre el mismo o diferen-
tes Srganes diana, asi como de la modulacion de 1a res-
puesta de las dianas a la presencia simuliinga de bajas
concentraciones de diversas sustancias.

[gualmenie queda mucho que investigar en Toxicologia
de la reproduccién, del desarrollo ¥ del comportamiento,
materias que deberdn ser abordadas mas intensaments en
el proximo futurn, con ¢l desarrollo de nuevas baterias de
ENsAY0s,

La Inmunotoxicologia es otra de las ramas de nuestra
disciplina que previsiblemente seguird desarrollindese a
velocidad progresivamente acelarada dentro del TM, en
sus les verlienies de procesos dehidos a aumento o dismi-
nucién de la respuesta inmunitaria o a los fendmenos au-
tninmunitarios inducidos por las sustancias quimicas o los
apentes fisicos; el incremento del ndmero ¥ 1a propoetcion
de las sustancias en nuestro medio ests produciendo im-
poriantes alteraciones en el sistema inmunitano, que deben
ser mejor conocidas y controladas. De acuerdo con Gelbke
(1993) [21], serd precisa introducir nuevos pardmetros
(biomarcadores) y prucbas funcionales para reconocer las
afectaciones inmunitarias, una vez deierminada la sensibi-
lidad y 12 especificidad de aquéllos; también deberemos
aprender a diferenciar entre efectos inmENoIdXicos prima-
rios de los secundarios v de otras efectos téxicos.
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Nos tememos que una tatea pendiente que quedaraa la
medicina forense v a la biologia legal para el préximo sigho
serd ¢ diagnosticar eq el cadiver la muerte debida a shock
anafilictico, porgue hasta el momento solo disponemos de
aproximaciones incompletas, cuando debemos presumir
que los casoes no son infrecuentes.

lan Kimber (1994) ha informado que 1a dermatitis ocu-
pacionat cuesta en USA un billén de détares al afio, y apro-
ximadaments 1/3 de ellos tiene base alérgica, Igualmente
s& estd viendo un {mportantc incremento en la alergia res-
piratoria § 108 frastomos autoinmunitarios.,

Es de esperar un mejor conocimiento de los meecanis-
mMos INMUNOSXicos que pernitan una mejor terapgutica;
iltimamente se han realizado grandes avances en el cono-
cimiento de cdmo las células de Langerhans presentan an-
tigenns a los linfocitos T, ¥ dan lugar a la liberacion de una
cascada de mediadores que intervienen en 1a respuests in-
flamatoria. La activacién primaria de los linfocitos T per
pequefias citoquinas inducibles conduce a una multiplica-
cién clonal de linfocitos alergeno-especificos, que pueden
persistir indefinidamente {Scheper, 1994) y entonces ya no
puede conseguirse la desensibilizacion. Se sabe ahora que
la administracion de anticuerpos contra las moléculas es-
pecificas de adhesiGn, conocidas como selectinas ¢ integri-
nas, producen inhibicién de la acumulacion de las células
activadas, modulacién de la produccién de citoquinas y la
activacion de linfocitos T,

Toxicologia Clinica

La toxicologia clinica tienc pendiente, aparte de una mejot
formacién especifica de médicos y veterinarios, la blisque-
da de nuevos paradigmas toxiceldgicos para el abordaje te-
rapéutico, asi come unz ampliacion del escaso arsenal
antigdético, junto con un mejor conecimiento de los nesgos
v los beneficios del uso de los antidotos y de las modifica-
clones toxicocinéticas y toxicodindmicas introducidas por
ellos en ¢l paciente intoxicado.

Una cuestién de imerés, que relaciona fa Toxicelogia
Clinica, €l consumo de drogas de abuso, la Toxicologia
Ocupacional, Ja Toxicologia Reguladora, y que €n definiti-
va es on problema de Toxicologra Social, es el diagndstico
del consumo de drogas de adiccién en los medios laboral y
familiar (Finkle, 1990) [22], frente al arduo problema de la
legalizacidn del consumo.

Preficro creer que Ja moda del consumeo masivo de sus-
tancias con fines hedonistas pasatd y este abuso se reducicd
a los limites cuantitativos que tuvo en otras £pocas histori-
cas. Seria preciso para ello, en primer lugar, que desapare-
cieran los ilusos o interesados apdsicles de estas
sustancias, especialmente de 1as de nueva sintesis que con
ifresponsable desconocimiento presentan y defienden co-
ma “drogas recreativas™, y los que intentan responsabiiizar
de los efectos nocivos a los compuestos adulterantes y a las
presuntas “sobredosis™.

MMunuel Repetto

Toxicologia Preventiva

Quizds la rama aplicada de nuestra ciencia que habrd de te-
ner 11 mayer protagonismo en el TM serd la Toxicologia
Preventiva, que nutrird de base cientifica a la Toxicologia
Reglamentatia, en creciente implantacin, pues, a su vez,
proporciona fundamento para las normativas y legislacio-
nes relativas a la comercializacién, use y presencia en
cualguier medio de las sustancias quimicas.

La Toxicologia Preventiva, en sus facetas de ambiensal,
ocupacional, alimentaria, medicamentosa, y en definitiva,
social, se fundamenta en la identificacidn y la evaluacion
del riesgo consecuente a la exposicion & las sustancias qui-
micas y a los agentes fisicos.

Esta evaluacion del riesgo ha venide haciéndose me-
diante_la aplicacién de modelos animales y subsiguientes
intentos de Irasposicién de los resultados al género huma-
no. Motivos €ticos, los cddigos de Buenas Pricticas de
Laboratorio, las presiones de las asociaciones protectoras
de los animales y el deseo de profundizar més en la reac-
cidn quimico-biokbgica, o estudios mecanisticos de toxici-
dad, han impulsado el desarrollo de métodos alternativos
al emplec de los animales de laboratorio {Repetto, 1987a)
(23]

Sin llepar al extremo de algunos que parecen dispuestos
a utilizar sobre s mismos sustancias que no han sido pre-
viamente ensayadas con animales, estamos convencidos
de la importancia actual y, mds atin, de la futura, de los mé-
todos altemativos. especialmente de los métodos ix vifre
con ¢élulas humnanas, y de gue se logrardn grandes avances
en la interpretacidn de los resultados ¥ su correlacion con
lps efectos en el hombre, en o que se conoce COMO extri-
polacién de los datos al ser humano.

Un problema que ha de resolverse en los afios futuros,
en relacion con 1os métodos alternativos, s la validacion
de cada vno de ellos, su acepiacién por la comunidad cico-
tifica y su posterior inclugién en las normativas intermacio-
nales sobte evaluacion de la toxicidad.

Por otra parte, la evaluacion del esgo de la exposicion
a las sustancias quimnicas, conocimienta bisico para ¢l de-
satrollo de la Toxicologia Preventiva, adolece segiin
Purchase (1994} [29] de una armonizacion intemnacional
gue comience por jos conceptos ¥ definiciones y abarque
loz esténdares y métodos clentificos para valorat ¢ imer-
pretar el fiesgo de forma reproducible, transparente y libre
de sesgos sistemdticos, asf como con clara conciencia de lo
que es la actuacién cientifica y la policial; el objetivo final
de la primera son propuestas para la Toxicologia
Reguladora, normalmente, para la reglamentacion de las
sustancias quimicas (Repetto, 1987b, 1989, 1995 y 1995)
[24-27].

La evaluacién del riesgo es un proceso continuo (Bass,
1986} [30] que se debe elcomar antes y después de comer-
cializar 1a8 nuevas sustancias. Hasta ahora se realiza por
pratocolos establecidos tras nunerosas reuniones interna-
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cionales, pero habrd que esforzarse m4s en la posierior
Toxicovigilancia de los efectos.

En €] futuro serd preciso insistir en los estedios de extra-
polacidn al hombre, v especialmente de los efectos de do-
5is bajas, a menudo no ensayados con animales.

Tamhién serd necesario abordar mejor las decisiones so-
bre ei binomio ricspo-benelicio. Asl misno, se deberd in-
sistit en la "epidemiologfa molecular” comoe medio de
desarrollo de 1a monitorizacion del desgo en humanos.

Por etz parte, deberdn introducirse nucyos métodos pa-
ra la evaluacion de futuros productos, especiatmente de los
aditivos alimentarios y los producidos por bictecnologia ¥
para resolver algunas de las incerlidurmbres ahora cxisten-
les (Kroes, 1986) [31].

Los pracedimientos toxicoldgicos rutinanios pusden no
ser aplicables, © inclusoe resultar inapropiados, para los
productos de biotecnologia, poerque muchos de estos son
especie-gspecificos ¥ pueden presentar distintos efectos en
las diferentes especies, ademds pueden introducirse conla-
minanies o impurezas en los procesos de fermentacidn o
aislamiento, ¥ dar lugar a la formacién de productos inmu-
nbgenas; todo ello exigird mevos métodos inmunotoxico-
logicos.

Toxicologia ¥y medio ambiente

Mayor Zaragoza ha escrito que los cientificos llevan arios
advirtiendo a los politicos de la gravedad de determinadas
amenazas que se ciermen sabre nuestro medio ambignte,
coma son, £ efecto invernadero, la destmccion de 1z capa
de ozono, 1a Hovia dcida, 1a contaminacion acodtica, in-
cluida la manna por fedilizantes y plaguicidas, ¢ic., que ya
nd 20N meras amenazas, singe realidades, y anade: “loy
avances del dltimo sigle nos han proporcionado una im-
previsible capacidad para envenenar ¢l futuro™,

Se ha dicho que si la solucidn a la contaminacién que se
proponia en los afios #0 era ladilucion, el lema de los 90 e
la reduceidn, lo cual resulta mas dificil ¥ mds caro, ¥ vacn
contra del desarrollo v el consumismo (basta ver el fracaso
de 1a Conferencia de Berlin de este afin); por tanto, no sa-
bemos cual serd el lema del 8 XX en relacidn a esto.

En estos momerntos se ha reducidoe la contaminacidn por
50z, Ph y Cd y estd disminuyendo Ja de materia orgdnica
en las aguas en cuva depuracion se estd avanzando; se cstd
generalizando la recogida de residuos solidos, reglamen-
tandp 1os (d%icos v peligrosos, aungoe se originan adn gra-
ves conflictos en su destruccidn.

Pero, por el contrario, se prevé el anmento de la conra-
minacidn por NOx, Mn (del nuevo supercarburante sin Ph
a base de ciclopentanodieno tricarbonilo de manganeso) ¥
no parece que vaya a dismiouir el CO,. Continda el mal
usc ¥ abusa de plagoicidas ¥ fertilizantes ¥ su presencia en
alimentos y aguas que, por causa de los fertilizantes nitro-
genados y de los secuastrantes del caleio, dificilments con-
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sipuen su eutrofizacion. En lus agoas de consumo piblico,
cada ver mads escasds, se estd viendo un alarmante incre-
mento de los halometangs, de reconocida capacidad carci-
nogénica.

Hacia el control de la presencia de estos y otros agentes
deberfan, en nuestro criterio, dirigirse especiales esfuerzos
de las autoridades sanitarias, ahora v en los proximos anos,

También hay que profundizar en lo que se ha llamado la
“hiptlesis del estrogena™, que conceds gran importancia a
la presencia ambiental de contaminantes de tipo esmogéni-
¢o ¥ anticstrogénico (como las dioxinas y atros hidrocar-
buros polihalogenados) que se han considerado
responsables de nna “feminizacion™ y disminucion del es-
permiograma en amimales y ¢l hombre.

Desde su inicie, la Toxicologla se interesd casi exclusi-
varnenle por ¢l efecto de las sustancias quimicas sobre el
hombre y, muy secundariamente, sobre algunos animales;
¢s decir, ba sido una Toxicologia humana.

Muy recientemente, poco més de 30 afios, y solo a causa
de ese mismo interés antropocéntrico, N0s COMENZamos a
preccupar por los efectos sobre el medio, nacid la
Toxicelogia Ambiental, y posteriormente (hace sélo 20
afics) la Ecotoxiculogia, ¢n que ¢l objetivo a preservar no
es ¢l género humano ni ninguna otra especie en forma ais-
lada, sino ¢l conjunto de elementos bioldgicos y no bicko-
glcos que integran un ecosistema.

Segiin el belga Guido Persoone (1986) [32] experto en
toxicologia acudtica, probablemente la mayor diferencia
entre la Toxicologia Humana y la Ecotoxicelogia, al me-
nos desde ¢l punto de vista de la aceptabilidad del riesgo,
&5 que para 1a EcoloXicologia, la desaparicion de unos po-
cos individuos en una poblacidn de plantas o animales no
s considers generalmente de crucial importancia, en tanto
que s¢ mantengan las funciones propias de la poblacion y
la de 1a comunidad biologica en el ecosisterna

El estudio de las caracteristicas ecotdxicas de un pro-
ducto se viene haciendo mediante la exposicidn al Wxico,
durante diferentes periodos dé tiempo, de determinadas es-
pecies que se consideran indicadores por su escasa o gran
sensibilidad. Hay propuestos nomerosns ensayos in vive o
in vitra, incluso con el empleo simultineo de varias espe-
cies {ensavos mullicspecies), que lamentablemente no
consideran mas que dos variables: concentracion del toxi-
co ¥ tiempo de exposicion, a pesar de gue en un ecosistema
verdadero interyienen numerosas variablcs.

Muy pocos de los ensayas propuestos han sido valida-
dos u hemoelogadoes, ¥ de estos, pocos son los que realmen-
te nos dan una informacion relevante, porque como
demostraron Calamari y cols (19835} ]33], hay una relacidn
inversa entre el realismo ecotéxico v la simplicidad de los
BASAY 5.

No es previsible yue ¢ un fuluro inmediato se encuen-
tre ¢l modelo experimental definitivo para evaluar los efec-
tos reales sobre el ecosistema, de una sustancia guimica
disladamente considerada, ni muche menos, de und mez-
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cla. Pensamos que los ecotoxicologos seguirdn persiguicn-
do esa meta en €] proximo siglo, en €] que probablements
crecerd la conciencia de proteccion al ambiente; posible-
mente los nuevos modelos continuardn buscando las rela-
ciones cuantitativas estructura-actividad {QSAR) y los
niveles o concentraciones sin efecto observable (NOEL),
por supuesto con la ayuda de toda la maguinaria informsti-
ca que los tiempos proporcionern.

Toxicologia Analfiica

La miis importante revolucidn teenoldgica en el andlisis wo-
xicoldgico se produjo hace 30 afios con Iz introduccién de
la cromatografia de gases y 1a cromatografia de liguidos de
alta presion, por un lado, y la espectroforometrfa de absor-
cicn atémica y la espectrometria de plasma, por oo, Estas
técnicas permitieron identificar y cuantificar sustancias
con vha sensibilidad v exactitud no alcanzadus hasta cn-
tonces; ello posibilitd también, disminuir la cantidad de
muestoa necesaria para el andlisis.

Posteriormente, el acoplamiento de 1a espectrometria de
triasas € incluso el doble equipo masas-masas a las citadas
técnicas, aumentd L seguridad y capacidad de discrimina-
¢i6n entre tantas sustancias uitlizadas hoy por el hombre.
3in cmbargan, desde entonces, v hasta el advenimiento de la
electroforesis capilar, no se ha introdueido ninguna instru-
mentacidn analitica de verdadera utilidad en toxicologia.

Por su cardcter innovador v la extensa difusion que han
alcanzado, deben citarse los métodos inmuneenzimaricos,
en sus distintas variantes, de gran simplicidad de manejo v
utilidad cuande se emplean ¢n ensayos previos o de orien-
tacion {Repetio, 1987a).

Las técnicas cromatogrificas, al poseer capacidad sepa-
rativa, han permitido, sdemds, simplificar considerable-
mente las tediosas operaciones de extraccion, purificacidn
y fraccionamiento antes requeridas, ¥ han posibilitade la
extensa aplicacién de los meétodos extractivos con colum-
nas de muy diversos rellenos (fase sélida), hasta Hegar a las
columnas quirales, para la separaciiin de esterenisomeros.

En los procedimientos de extraceidn de toxicos v purifi-
cacion de los extractos, cabe esperar una mayor presencia
de las téenicas basadas en los fluidos supercriticos, de in-
dodables ventajas.

No somes capaces de predecir otras mnovaciones, y so-
lo nos atrevemos a presuponer [a aplicacion de téenicas de
fujo continue a futures siskemas automatizados de analisis
toxicoldgicos y, mis probablemente, de la contaminacion
atmosférica y de las apuas.

(rarantia de calidad en Toxicologia
Finalmente, vna caracter{stica que marcard la ciencia y la

tecaoldogia del TM es la exigencia de Garantia de Calidad,
y la Toxicologia no estaca excluida.

Manuel Repett

La evalvacidn de la toxicidad de las sustancias, por mé
todos i vive o alternativos, los sstudios de toxicologi
moelecular, los anftisis toxicolégicos (sean de drogas d
abuso, de toxicologia clinica o laboral, de monitorizacidn
forenses, de contaminacidn, etc.) no podrin realizarse po
cualquier persona mi por cualyuier laboratorio. Se impon
dra la acreditacion y la garantia de calidad. Se podré pensa
que esto establecers una distincion entre laboratorios tico
y pobres, pero no £5 esto 1o que se pretende, sine garantiza
o ascpurar Llos resultados,

Las normas de Buenas Practicas de Laboratorio se ini
claron en USA vy Japén, pera dar fiabilidad a los estudio
de evaluacidn de toxicidad; las adoptaron Ja QCDE y |
CE, se impusieron en las legislaciones naciongles y ahor
se extienden a los laboratorios de andlisis. La Asociacid
Intermzcional de Toxicologos Forenses (TIAFT) ha publi
cado sus codigos en 1993, gue se revisaran cada dos afios

__fque cada vez se exigiran mis seriamente.

Por su parte, asociaciones profcesionales americanas.
enropeas, como la American Board of Clinica
Toxicologists, la Asociacién de Quimicos Analista
Oficiales de EEUU (AQAC) v la de Forensic Pathalogist
u la Eurolox, cstdn promoviendo la acreditacicn de los ta
xicdlogos; no serd suficiente con estar titnlado, habré qu
demastear la capacitacion y revalidarla; serd obligatoric
adernds, participar en Programas de Garantia y de Contre
de¢: Calidad, para que un centre o un profesional merezci |
calificacidn de fiable; y esto, previsiblemenie, se endurcce
rdenel TM.,

Para terminar, guisiera insistir en que noe he pretendids
SEr PERIMISTL en mis prospecciones de future, ¥ no hay ne
cesidad de recalcar que, segin se ve, las necesidades de
sociedad estin obligando a la Toxicelogia a un enorme de
sarrollo, con pacimiento mnessantc J¢ nucvas ramas aplica
das demostrativas de 1a vitalidad y la capacidad de servici
de nuestra ciencii.

Bibliografia

1. Kuhn T5 (1962, The siructure of scientific revolutions, Chicag

Lniversity Fress.

Jongk R§1949 1) La hdsgueda de laaropla. El Comen de la UNESCC

Jongk R{1233). El fumiro ha comenzade. Editora Nacional, bMadrid

Calvi Herpando B (1995, La cigncia en el tercet mikenio. MoGran

Hill, Madrid.

5. Chambers FL, Gebring P, Sskai F {19361 New concepts and deve
lopments in laxicolowy. Elscvier, Amiterdam,

t, Chambers FL (19870, Altitudey to tozicelogy in the Europes
Economic Community, I, Wiley & Sons, Chichester,

7. Chambers PL et al, {1591), Recent developments in toxicolugy
trenids, methods and problems. Springer-Yerlag, Beriin.

B, Martinez Mareno JM [1902). Las modas en 1a investigacidr
Cuimmcos del Sur, 29, 23-25,

9, Tunger E (19803, Eumeswill, Seix ¥y Barrl, Barcelona.

10, Mayor Zargaza F (13871, Mafpna sigmpre es arde. Espasa Calpe
Madrid,

o



Perspectivas v tensdencias de la Toxicologla hacia el siple XX1

11, Repeio M {1987a). Toxicologa Fundamental, 2¥ ed. Cientifico-

12,

13

14,
15,
14,

- novetabet, 11-15,
I7.
13

149

h

23

Wedica, Madrid,
Repetta M (1985}, La formacién de toxicdlogos clinicos, JANO, 19-
29,

Repeto M, Sanz P {1945}, Glosacto de Ténmines Toxicoldpices. ver-
sidh espafiols ampliada. glosario IDPAC, Asnc. Esp. Toxicologha,
Sevilia

Bentley Ph {1999). Toxicology in rarsition. Burotex Newsletter, 18,
1,7

Conning DM {1986}, Taxicolopy. The next decade. Arch, Toxicol,
Suppd. 2, 222-224. Spnnger Verlag.

Bridges FW (1955). Fronders in biochemical woxicology. FEST Bull,,

Butler WH (1995). Species specificity of organ woxicity. Eurotox
Newsleger 13, 1,17,

Oreenius & {19853, Biochemical mechanisms of cytoxicity, FEST
Budl,, 15-20.

Safe § (1995). Receptor-medisted rozicity, Evrotox Newsleuer, 18,
L 10.

Foth L, Hardison KD, James RC, Tobin T, Roberts SM {1952},
Cocaine hepatotoxicity, influence of hepatic enryme inducing and
inhititing agents on the site of necrosis. Hepathelogy, 15, 5, 934
240

Gelbke HP {1993). New trends in kexicalogy and their impacl on to-
ricily testing. Human & Experimenta] Toxicolagy, 12, 511-515,
Fkle BS {1 93]}, Future mends in forensic drog wsnng. En T Sexura
¥ R Torre, First Inlemnationzl Symposium, Current issues of drug
abuse tesnng. CRC Press. Boca Ratdn,

Bepetio b (193703, Estado acimal de 12 normative comuniiaria sobre
la clasificacion tosicoldgica de las sustanctas quimicas. Rev. de
Toxicologlz, 4. 2, 175-184.

53

24. Repetto M (1949}, Etica de la experimentaciin zaimal. Rev. de

Toxicolopgiz, & 2, 185-193,

25, Repetto M (19900, The apetation of the Divective 67/554 BC: Points

of view from toxicological perspective, eny Chambers PL, Chambers
MC, Registering new chemicals in Eurape. JAPAGA, Ashford

(Treland).

26. Repetto G (1995). Reclentes avances en |2 validacidn y aceptacidn de

tredod alietnativos in vivo e in vitre, Rev, de Toxicologla, 12, 3.9

27. Repetio G, Repetto M (1995}, Métodos altemativos: catudios boxico-

20,

3L

12,

I

34,

35

lgicos in vitvo, en: Toxicologla Especial. Diar de Santos, 37-59

. Balls M, Balluboer B), Fentern TH., Bruner L, Combes RD, Ekwall B,

Figlder BI, Guillpuzo A, Lewis BW, Lowel IF, BEeinhacd1 CA.,
Repetio G, Sludowski I, Spielman H, Zuceo F (1995). Practcals 25-
pects of the validation of toxicily tests procedures, The repor and re-
comntnendations of BECVAM Workshop 5, ATLA 23, 120.147.
Purshase [ {1994}, Intermarional harmonizalion of risk astesement,
ILUTOX Newsletter, 15-16.

Bass B (1960}, Dreg and risk assessment, FEST Bull. sp. supp. 23-
28

Krmoes B (19846), Food additives and risk assessment, currenl slatus
and furure FEST Bull. sp. supp. 32-34.

Persoone G {1980}, Impact on the envirenmenl FEST Bull. sp. supp.
218-32.

Calamari O, Chiaudani G, Vighi M (1983, an: Methods for estima-
ting tisk of chemical injury. Seope report 26 (Vouk B ¥ cols, edic) L
Wiley. Chichesier.

Popper K, Lorenz K {1992). E1 pocvenit estd abiznig, Tusquets,
Barceloma.

Repetto M y cols [1995), Taxicologla Avanzada. Diaz de Santos,
Madrid,



