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. Resumen

Bioensayo de carcinogenicidad en roedores a 2-afios: Desempefio, y valores
predictivos para multiples farmacos y otras sustancias de interés

El bioensayo de carcinogénesis en roedores a 2-afios (RCB), todavia es el estandar de oro preclinico para
predecir la carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias. Desde hace 40 afios, el RCB es un
requisito preclinico del que depende la aprobacion gubernamental de la comercializacién de una diversidad de
sustancias, incluyendo (1) aditivos alimentarios; (2) principios activos de plaguicidas; (3) farmacos de uso cronico
en humanos, y (4) farmacos de uso en animales productores de alimentos. Por su antigiiedad, y por la necesidad
que habia en aquella época de implementar con urgencia pruebas preclinicas de toxicidad, el RCB se adopt6 sin
conocimiento empirico acerca de su desempefio predictivo. No obstante, alin se desconoce exactamente cudl
es la sensibilidad y especificidad del RCB hacia los carcinégenos de humanos. Estatesis doctoral es el producto
de una investigacion tedrica basada en datos experimentales publicados en la literatura. En tal sentido, esta tesis
se planted las siguientes preguntas de investigacion. Uno, ¢ Cual es la sensibilidad (SEN) y especificidad (SPEC)
del RCB hacia los carcinégenos de humanos? Dos, considerando que la toxicologia preclinica tiene un caracter
y fines predictivos, ¢ Cudl es la probabilidad cuantitativa de que carezcan de carcinogenicidad innata para los

humanos, sustancias especificas que ya resultaron negativas en el RCB?

Tres, ¢ Cual es la probabilidad cuantitativa de que sean connaturalmente carcinogénicas para los humanos,
sustancias especificas que ya resultaron positivas en el RCB? Para responder dichas preguntas, esta tesis
expandio y adapté el marco matematico propuesto por la medicina humana para estimar la sensibilidad (SEN),
especificidad (SPEC), y los valores predictivos de los resultados entregados por los examenes de tamizaje (0
cribaje). Como carcinégenos de humanos desde los cuales discernir la SEN del RCB, esta tesis reconoci6 a las
sustancias que tienen suficiente evidencia epidemioldgica de carcinogénesis en humanos, segun las
evaluaciones de la IARC, el U.S. NTP, o la U.S. EPA. En materia de resultados, y en términos de vias de
exposicion, las vias oral e inhalatoria del RCB exhibieron 95%0 mas de SEN hacia los carcinégenos de humanos
de tipo mutagénico con alta potencia genotoxica. La via inhalatoria del RCB present6 88% de SEN hacia los
carcinégenos de humanos por inhalacién de tipo no-mutagénico. La via oral del RCB present6 tan sélo 65% de
SEN hacia los carcindgenos de humanos por ingestion de tipo no-mutagénico.

Como no-carcinégenos de humanos desde los cuales dilucidar la SPEC del RCB, esta tesis reconocio a las
sustancias que tienen suficiente evidencia mecanicista de que carecen de carcinogenicidad innata para los
humanos (p. ej., evidencia mecanicista en términos de mecanismos de accion farmacoldgica, 0 mecanismos de
accion toxicologica). Hacia los carcinégenos de humanos por ingestién de tipo no-mutagénico, y basado sélo en
no-carcindgenos de humanos con muy bajo potencial de carcinogenicidad en el RCB, esta tesis estimd 95% o
més de SPEC para la via oral del RCB. Con base en las SENs y SPEC mencionadas previamente, y mediante
las ecuaciones proporcionadas por (1) la estadistica Bayesiana, o (2) por la aproximacion desarrollada en esta
tesis bajo el nombre de la probabilidad de verosimilitud, encontramos los siguientes resultados adicionales.
Primero, 98% de probabilidad de que 52 sustancias especificas sean connaturalmente carcinogénicas para los

humanos por ingestion o inyeccion, entre ellas numerosos farmacos de uso antineoplasico o no-antineoplasico



Resumen VI

en humanos. Segundo, un 96% de probabilidad de que otras 68 sustancias especificas carezcan de
carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion, incluyendo varios (1) colorantes de alimentos,
medicamentos, y cosméticos; (2) principios activos de productos plaguicidas, y (3) farmacos de uso no-
antineoplasico en humanos. De ese modo, esta tesis entregé una amplia discusion, asi como numerosas
conclusionesy recomendaciones acerca de (1) el desempefio del RCB como modelo para el prondstico preclinico
de la carcinogenicidad innata de las sustancias para los humanos; (2) distintas configuraciones para el RCB (p.
ej., en términos de dosis, especies, 0 vias de exposicion de los roedores a las sustancias de prueba); (3) del
futuro del RCB en la préctica reguladora; (4) de las aproximaciones probabilisticas como una via para traducir la
relevancia (o insignificancia) clinica de hallazgos preclinicos particulares, y (5) la pertinencia de las predicciones
de carcinogenicidad (o de carencia de carcinogenicidad) innata para los humanos, entregada por estatesis para
120 sustancias especificas.

Palabras clave: Bioensayo de carcinogénesis a 2-afios; Carcinogenicidad innata; Carcinogénesis quimica;

Ciencia regulatoria; Toxicologia predictiva; Farmacologia traslacional.
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[l. Abstract

Two-year rodent carcinogenicity bioassay: Performance, and predictive values
for several pharmaceuticals and other chemicals of interest

At the preclinical level, the 2-yearrodent carcinogenesis bioassay (RCB) is the gold standard to predictthe innate
carcinogenicity to humans of substances. For 40 years, the RCB has been a preclinical requirement for the
regulatory approval of a variety of chemicals, including (1) food additives; (2) active ingredients of pesticides; (3)
pharmaceuticals for chronicuse in humans, and (4) for drugs used in food-producing animals. Due to its antiquity,
and the need in those days for an urgentdeployment of preclinical tests, the RCB was adopted without knowledge
of its true predictive performance. Although the RCB is regulatorily in force, the sensitivity and specificity of the
RCB towards human carcinogens remain unknown. This doctoral thesis is the product of theoretical research
based on experimental data available in the literature. Inthat respect, this thesis addressed the following research
questions. One, what is the sensitivity (SEN) and specificity (SPEC) of the RCB towards human carcinogens?
Two, considering the predictive nature and the predictive purpose of preclinical toxicology, what is the numerical
probability that specific chemicals that tested negative in the RCB actually lack any carcinogenicity to humans?
And third, what is the numerical probability that specific substances that tested positive in the RCB are innately

carcinogenic to humans?

To answer those questions, this thesis expanded and adapted the mathematical framework used in human
medicine to evaluate the sensitivity (SEN), specificity (SPEC), and the predictive value of the results provided by
medical screening tests. As human carcinogens (on which to base the SEN of the RCB), we recognized those
chemicals with sufficient epidemiological evidence of carcinogenicity in humans, according to the evaluations
published by the IARC, the U.S. NTP, or the U.S. EPA. As a result, both the oral and inhalation routes of the RCB
showed more than 95% SEN towards human carcinogens with high genotoxic potency. The inhalation route of
the RCB displayed 88% SEN towards non-mutagenic human carcinogens by inhalation. Toward non-mutagenic
human carcinogens by ingestion, the RCB’s oral route displayed as fewas 65% SEN. As human non-carcinogens
(fromwhich to elucidate the SPEC of the RCB), this thesis recognized those chemicals with sufficient mechanistic
evidence that they lack innate carcinogenicity to humans (e.g., mechanistic evidence in terms of their mechanism

of action, their mechanistic toxicology, or their basic pharmacology).

Thereby, towards non-mutagenic human carcinogens by ingestion, and based only on human non-carcinogens
with scant carcinogenic potential, this thesis estimated a 95% SPEC for the oral route of the RCB. Based on the
SENs and SPEC mentioned before, and through the equations provided by (1) the Bayesian statistics, or (2) the
method developed here and named the probability of verisimilitude, we found the following additional results.
First, a 98% probability that 52 specific chemicals are innately carcinogenic to humans by ingestion or injection,
including several pharmaceuticals of either antineoplastic or non-antineoplastic use in humans. Second, a 96%
probability that 68 other substances lack innate carcinogenicity to humans by ingestion, including various (1) food,
drug, and cosmetic colorants; (2) active ingredients of pesticides, or (3) several pharmaceuticals used in the
treatment of human non-neoplastic diseases. Accordingly, this thesis delivered a large discussion, together with

numerous conclusions and recommendations about (1) the preclinical performance of the RCB, as an animal
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testing method to predict the innate carcinogenicity to humans of chemicals; (2) different configurations for the
RCB, including aspects such as the rodent species, doses, endpoints, or routes of exposure; (3) the future of the
RCB in regulatory policy; (4) the probabilistic approaches used in this thesis, as a mode for translating the clinical
relevance (or insignificance) of specific preclinical findings, and (5) the clinical and regulatory implications of the
predictions placed by this thesis, about the innate carcinogenicity to humans (or the lack of innate carcinogenicity
to humans) of 120 chemicals of either therapeutic or toxicological interest.

Keywords: 2-year carcinogenesis bioassay; Innate carcinogenicity; Chemical carcinogenesis; Regulatory

science; Predictive toxicology; Translational pharmacology.
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VI. Lista de abreviaciones

Abreviatura

Significado

3Rs Principio de las tres erres en la experimentacién con animales (Reemplazo,
Reduccién, y Refinamiento).

ADI Acceptable Daily Intake.

CASRN® Registry number in the Chemical Abstracts Service (CAS) of the American
Chemical Society (ACS).

CCRIS Chemical Carcinogenesis Research Information System (U.S. NLM).

CEBS Chemical Effects in Biological Systems (U.S. NTP).

EFSA European Food Safety Authority.

EURL ECVAM European Centre for the Validation of Alternative Methods to Animal Testing (a
European Union Reference Laboratory).

FAO Food and Agriculture Organization of the United Nations.

FAO/WHO JECFA | Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives.

FAO/WHO JMPR | Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues.

GENE-TOX Genetic Toxicology Data Bank (U.S. NLM).

HSDB Hazardous Substances Data Bank (U.S. NLM).

IARC International Agency for Research on Cancer (World Health Organization).

ICH International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use.

m.c.c. mejor conocido como.

MTD Maximum Tolerated Dose.

NC-RCB Estudios de carcinogénesis quimica en roedores que no cumplieron a cabalidad
con las pautas harmonizadas que hoy dia definen al RCB.

OEL Occupational Exposure Limit.

OoMS Organizaciéon Mundial de la Salud (de la Organizacién de las Naciones Unidas).

ONU Organizacion de las Naciones Unidas.

ONUAA Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura.

PEL Permissible Exposure Limit.

PVN Probabilidad de Verosimilitud Negativa.

PVP Probabilidad de Verosimilitud Positiva.

RCB Bioensayo de carcinogénesis quimica en roedores a 2-afios.

RfD Reference Dose (a concept advanced by the U.S. EPA).

SEN Sensibilidad (de una prueba o bioensayo preclinico)

SPEC Especificidad (de una prueba o bioensayo preclinico)

t.c.c. también conocido como.

TWA Time Weighted Average (permissible airborne exposure in any 8-hour work shift).

(continta)
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Lista de Abreviaturas (continuacion)

Abreviatura

Significado

U.S. ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry (United States of America)
U.S. EPA Environmental Protection Agency (United States of America)

U.S. EPAIRIS Integrated Risk Information System (U.S. EPA)

U.S. FDA Food and Drug Administration (United States of America)

U.S. NLM National Library of Medicine (United States of America)

U.S. NTP National Toxicology Program (United States of America)

usD United States of America Dollar.

VPN Valor Predictivo Negativo.

VPP Valor Predictivo Positivo.

WHO World Health Organization of the United Nations.




XIX

VIl. Nota al lector (Glosario)

Por el bien del entendimiento, esta seccion explica el uso que se dio en esta tesis algunos términos que son
transversales a la farmacologia, toxicologia, y las ciencias farmacéuticas. La intencidn de esta seccién no es
sugerir al lector cuél es el uso méas idéneo para esos términos. Esta tesis reconoce que estos términos tienen
mlltiples usos e interpretaciones en la literatura, la practica médico-farmacéutica, las academias, y en el argot
popular. A continuacion, se presentan las definiciones empleadas en esta tesis para dichos términos.

Droga: Entidad molecular con actividad biolégica. Sustancia quimica pura, que es biolégicamente activa.
Sustancia quimica que, al estar biodisponible, altera (o modifica) vias fisioldgicas o fisiopatolégicas del organismo
(o individuo) involucrado.

Principio activo: Droga (En esta tesis, los términos droga y principio activo se emplearon de forma
intercambiable y equivalente).

Farmaco: Droga aprobada por la autoridad sanitaria (o entidad reguladora de medicamentos) de un pais, para
Su uso terapéutico en el tratamiento de una condicion médica, una dolencia, o enfermedad.

Excipiente: Sustancia generalmente reconocida como biolégicamente inactiva (o biolégicamente inerte), que
acompafia a uno o mas farmacos en un medicamento. (Lo anterior no excluye que algunos excipientes puedan
tener acciones farmacolégicas o toxicolégicas desconocidas para la época. Tampoco excluye que, a ciertas
dosis, por ciertas vias de administracion, o sobre ciertas especies de la fauna o flora, algunos excipientes puedan
actuar como drogas o, alternativamente, como téxicos).

Medicamento: Formulacién farmacéutica que incluye farmacos y excipientes en forma de producto comercial,
ya aprobada por la autoridad sanitaria (o entidad reguladora de medicamentos) de un pais, para su uso en el
tratamiento de una condicién médica, una dolencia, o enfermedad.

Toxico / Toxicante: Sustancia que, en condiciones de exposicion (o tratamiento) lo suficientemente riesgosas,
causa efectos adversos a la salud, la reproduccion, o la vida de un organismo (o individuo). Esta definicion de
toxicante se entendié aqui como compatible con las definiciones de droga, principio activo, farmaco, y, por
extension, de medicamento (segln lo definido mas arriba en esta seccion VII). Es decir, en condiciones de
exposicién peligrosas, y por las implicaciones de sus acciones farmacolégicas, se entendié aqui que tanto las
drogas, los principios activos, los farmacos, como los medicamentos, podrian todos actuar como toxicantes.

Prueba preclinica (Bioensayo preclinico): Experimento de la farmacologia o toxicologia preclinica,
estandarizado y harmonizado internacionalmente, y de aplicacion gubernamental (p. ej., para regular la
comercializacién o usos de sustancias quimicas especificas). En esta tesis, el término prueba preclinica se
empled intercambiablemente con el de bioensayo preclinico. Ademas, en esta tesis, las pruebas de toxicidad se
consideraron un ejemplo especifico de las pruebas preclinicas (o bioensayos preclinicos).

Tumor / Neoplasma: Masa anormal de células (sin arquitectura de tejido), o masa anormal de tejido, que se
forma cuando las células se replican mas de lo que deberian, o cuando no mueren cuando deberian.
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Neoplasia: Replicacién descontrolada de células, o crecimiento anormal de tejido, que dalugar a los tumores o

neoplasmas.

Céancer: Enfermedades caracterizadas por tumores malignos que, sin control alguno, invaden los tejidos
cercanos propagandose a otros érganos o sistemas del cuerpo (u organismo).



1. Introduccidn

Generalmente, se reconoce que la epidemiologia analitica brinda la mejor evidencia sobre los efectos de las
sustancias sobre los humanos (p. ej. efectos terapéuticos; efectos perjudiciales) [1-3]. Sin embargo, la
epidemiologia saca conclusiones después de analizar la distribucién de enfermedades en subpoblaciones
humanas [4]. Por tanto, basarse enla epidemiologia para anticipar el conocimiento sobre los efectos perjudiciales
de las sustancias para los humanos, comprometeria la salud de personas (a saber, de aquellas personas que
fuesen sujeto de estudio en tales investigaciones epidemiolégicas). En consecuencia, (1) para aprobar su ensayo
clinico; (2) autorizar su posible comercializacién, o (3) regular sus usos, las entidades gubernamentales exigen
a los fabricantes (o importadores) de medicamentos, y a los fabricantes (o importadores) de otros tipos de
sustancias (p. ej., pesticidas), consignar los resultados de dichas sustancias en estudios harmonizados de
farmacologia o toxicologia preclinica. Por otra parte, el cancer ocupa el 5to lugar entre las enfermedades no-
transmisibles que mas muertes humanas causan en el mundo [5].

En tal sentido, se sabe que sustancias especificas (incluyendo farmacos, otros principios activos, y otros tipos de
sustancias) pueden incrementar el riesgo de cancer en las personas expuestas a, o tratadas con dichos agentes
quimicos (p. €j., bencidina; benceno; etinilestradiol; tamoxifeno) [6]. Al respecto, el bioensayo de carcinogénesis
en roedores a 2-afios (RCB) es una prueba preclinicade toxicidad, que esta internacionalmente estandarizada y
harmonizada. A nivel preclinico, el RCB busca predecir con acierto la posible carcinogenicidad innata para los
humanos de sustancias especificas [7-9]. Ciertamente, hay en desarrollo marcos de referencia que permitiran
omitir el RCB en varios casos (p. €j., basado en la predictividad ofrecida por la combinaciéon de pruebas de
genotoxicidad, pruebas de toxicidad sub-crénica, y estudios preclinicos hormonales) [10]. No obstante, a nivel
mundial, el RCB sigue siendo el estdndar de referencia para predecir la posible carcinogenicidad innata de las
sustancias para los humanos (incluyendo la posible carcinogenicidad de los farmacos y excipientes de
medicamentos para uso crénico en humanos) [7-11]. En el RCB, la posible carcinogenicidad para los humanos
de una sustancia de interés se somete a prueba mediante el tratamiento crénico, con dicha sustancia, de
individuos de cada sexo de dos especies roedoras (p. €j., ratas y ratones) [7-9].

Desde luego, tal uso regulador (o reglamentario) del RCB presupone que, en las condiciones experimentales de
la prueba, los resultados de carcinogénesis quimica observados en roedores son extrapolables y relevantes para
la salud humana. Ahora bien, es importante contextualizar las desventajas del RCB, incluyendo las siguientes.
Primero, su alto costo monetario. Se estima que la evaluaciéon de una sola sustancia en el RCB cuesta alrededor
de 2 millones doélares estadounidenses (USD) [12]. Segundo, sus prolongados tiempos de entrega de resultados,
que pueden llegar hasta los dos afios y medio (considerando la duracion predeterminada de los tratamientos)
[11]. Tercero, la gran cantidad de vidas animales que requiere. En el RCB, se emplean hasta 800 roedores por
cada sustancia ensayada. Cuarto, el maltrato animal asociado al uso de dosis maximas toleradas (MTDs), que,
dependiendo de la farmacologia o toxicologia de la sustancia de prueba, suelen ser téxicas para los animales
[8,13]. Por esas desventajas, y por el desconocimiento que hay sobre su capacidad predictiva (t.c.c. desempefio
predictivo), el RCB ha sido duramente cuestionado a lo largo de sus (aproximados) 40 afios de historia [14,15].



2 Introduccién

Por todo lo anterior, hay interés internacional en encontrar un adecuado reemplazo para el RCB [10,16].
Reemplazar el RCB por un método mas econémico, que prescindade la experimentacion animal, podria mejorar
el precio al consumidor de diversos productos quimicos y, a su vez, cumplir con mejores estandares de bienestar
animal en el despistaje de la posible carcinogenicidad innata para los humanos de varios tipos de sustancias.
Varios métodos y marcos de referencia han sido desarrollados hasta ahora para reemplazar al RCB, algunos de
los cuales se encuentran en vias de implementacién, ya sea en farmacologia o toxicologia reguladora[10,17-19].
Sin embargo, dichos métodos alternativos han sido validados mediante la demostracion de su alta concordancia
(o correspondencia) con los resultados del propio RCB [10,17-19]. En adicién, algunos de esos métodos
alternativos contemplan todavia la conduccion de RCBs, que, aunque podrian considerarse como reducidos o
refinados (en nomenclatura de las 3Rs), de todas maneras, haran parte del método alternativo [10,17-19].

Aln mas, no esté claro si los actuales métodos alternativos ofrecen un desempefio predictivo mayor o igual al
del RCB. Segun las regulaciones actuales, si que se sabe que los métodos alternativos todavia no han
reemplazado completamente al RCB. Por tanto, se puede inferir que los actuales métodos alternativos al RCB
tendrian un desempefio predictivo inferior al de este. Por ende, (1) la aprobacion gubernamental de la
comercializacion de ciertos agentes quimicos; (2) la regulacion de los usos de varias sustancias, y (3) la gestion
del riesgo de cancer impuesto a los humanos por diversas sustancias potencialmente carcinogénicas para los
humanos (a saber, agentes quimicos carentes de estudios epidemiolégicos), son ambitos que siguen basandose
significativamente en el RCB [2,3,7-9,20,21]. Atendiendo ala necesidad de esclarecer (1) ¢ Cual es el desempefio
predictivo del RCB con respecto de los carcinégenos de humanos?, y (2) ¢ Con qué certeza cuantitativa pueden
las sustancias carcinogénicas en el RCB ser consideradas como carcinogénicas para los humanos?, esta tesis
reporta la investigacion que conduje para encontrar respuestas a dichas preguntas, incluyendo los resultados,

discusiones, conclusiones, recomendaciones, y las publicaciones cientificas derivadas de la misma.

2. Marco Teorico

Las pruebas de toxicidad son experimentos conducidos en diversos sistemas de estudio (p. €j., in chemico, in
vitro, in vivo) con el fin de caracterizar o de predecir la toxicidad de una sustancia sobre determinados seresvivos
[22]. En tal sentido, el bioensayo de carcinogénesis en roedores a 2-afios (RCB) es una prueba de toxicidad
orientada a la salud humana [8,9]. Para la mayoria de los tipos de sustancias a las que aplica, el RCB se conduce
en ratas y en ratones [7-9]. En el RCB, la sustancia de prueba suele suministrarse a los roedores mediante la
ruta de tratamiento mas representativade la exposicién humana a dicho agente. En el RCB, la exposicion diaria
de los animales a las sustancias de prueba tiene unaduracién predeterminada, a saber: (1) 24 meses en el caso
de la rata, y (2) 18 meses en el caso del ratén [7-9]. Alos animales que van muriendo a lo largo de los 2 afios de
exposicién, como aquellos que sobreviven hasta el final del estudio, se les aplica una examinacién veterinaria
post-mortem exhaustiva, incluyendo la examinacién histopatoldgica de un amplio rango de 6rganos y tejidos.

El objetivo de dicha examinacién histopatologica es cuantificar la presencia, y, por tanto, registrar los posibles
cambios en la incidencia de tumores benignos o malignos [7-9]. La deteccidn, clasificacion, y cuantificacion de
los tumores debe ser realizada por un patélogo veterinario con pericia en oncologia de roedores de laboratorio
[13]. Para el RCB, las condiciones de (1) alojamiento; (2) tratamiento médico, y (3) exposicion de los roedores a

la sustancia de prueba, son condiciones que siguen una estandarizacion internacional. La finalidad de dichas
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condiciones estandarizadas es: evitar la potencial interferencia de factores de confusion (p. €j., la co-exposicion
accidental de los roedores a otras sustancias oncogénicas) en los resultados observados, si los animales
expuestos a la sustancia de prueba presentan una mayor incidencia de tumores que el grupo control negativo
concurrente. Los principales resultados reportados en los RCBs son (1) la incidencia de tumores (en cada grupo
de estudio, la incidencia de tumores es la proporcion de animales con un tipo particular de tumor), y (2) el periodo
de latencia (a saber, el tiempo promedio que trascurre desde que inicia la exposicion del animal a la sustancia
de prueba, hasta que se detecta un tipo particular de tumor en dicho roedor) [7-9]. Por cada especie roedora (p.
ej., la rata), el actual disefio del RCB contempla (1) un minimo de cuatro grupos de estudio por cada sexo (es
decir, un grupo control negativo concurrente y tres grupos expuestos a tres dosis diferentes de la sustancia de

prueba), y (2) un minimo de 50 roedores, en cada uno de esos ocho grupos de estudio (por cada especie).

Los datos reportados en los RCBs son analizados mediante las pruebas estadisticas recomendadas para este
bioensayo por estadisticos expertos [23,24]. Gracias al avance de la farmacologia béasica y de la toxicologia
mecanicista, se desarrollaron optimizaciones para interpretar los resultados del RCB, basado en lo que hoy se
conoce como datos mecanicistas. Lo anterior abarca la toma de decisiones gubernamentales que, basadas en
la farmacologia basica (o toxicologia mecanicista) de la sustancia de prueba, evaluaran la pertinencia (o
irrelevancia) respecto de la salud humana, de los resultados entregados por el RCB para esa sustancia [25-27].
En las regulaciones de diversos paises, el RCB es un requisito preclinico necesario para aprobar la
comercializacién (y regular los usos) de diversas sustancias, incluyendo los principios activos y excipientes de

medicamentos para uso crénico en humanos [21,28].

El RCB ha venido aplicando también en la aprobacién y regulacion de (1) los farmacos para uso en animales
productores de alimentos para el consumo humano [29]; (2) los ingredientes activos de productos pesticidas [30];
(3) algunos aditivos alimentarios [31], y (4) algunas sustancias de contacto con los alimentos (p. €j., los quimicos
que podrian fugar desde los empaques hacia los alimentos pre-empacados) [32]. El RCB también ha servido de
apoyo en la gestion del riesgo de cancer humano probablemente impuesto por varias de las sustancias que han
resultado carcinogénicas en el RCB. Por ejemplo, algunos niveles limite de exposicion permisibles (p. €j., ADI;
TWA; RfD) y, por consiguiente, varios niveles maximos de contenido (p. €j., el contenido maximo de un colorante
alimentario que se permite en determinados productos), son aplicaciones que se han establecido basado en los
resultados cuantitativos proporcionados por el RCB [12,33,34]. Asi, el RCB ha apoyado la gestion del riesgo de
neoplasia humana probablemente impuesto por (1) contaminantes quimicos del agua potable; (2) residuos de
drogas pesticidas (es decir, los ingredientes activos de los productos plaguicidas) en alimentos cosechados para

el consumo humano, y (3) por ciertos toxicantes presentes en ambientes laborales u ocupacionales [12,33,34].

Con mas de 40 afios de historia, y con un papel relevante en la farmacologia y toxicologiareguladora, la literatura
muestra varios intentos por dilucidar el desempefio predictivo del RCB, como método para la anticipacion
preclinica de los peligros quimicos de cancer humano. Segin una revision del topico presentada en el Proyecto
de Tesis que origino esta tesis doctoral, el mas antiguo de esos intentos data de 1986, mientras que el méas
reciente data del afio 2003 [35-40]. En la opinion cientificadel presente autor, esos trabajos no dieron respuesta
a las preguntas de investigacion abordadas por esta tesis; por ejemplo, debido a ciertas deficiencias
metodolégicas (previamente explicadas en dicho Proyecto de Tesis), y porque se basaron en un conocimiento
que, ahora, resulta francamente desactualizado para estimar el desempefio predictivo del RCB [35-40]. Dicha
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opinion cientifica habria sido respaldada por la publicacién en revistas toxicologicas de relevancia internacional,
y en calidad de articulos de investigacion (o articulos originales), de los resultados y conclusiones de esta tesis
acerca del desempefio predictivo del RCB [41,42]. En ese sentido, la historia sugiere que el RCB fue incorporado
en la préactica reguladora en ausencia de unavalidacion formal [43]. Presuntamente, una validacion formal (como
las que ahora son rutina en toxicologia reguladora) no se realiz6 antes de otorgar rango reglamentario al RCB
debido a (1) la necesidad urgente por implementar mas pruebas de toxicidad (p. €j., a raiz de la “tragedia de la
talidomida”); (2) el muy escaso nimero de sustancias carcinogénicas para los humanos conocidas para la época
(p- €j., conocidas mediante epidemiologia analitica), desde las cuales estimar la sensibilidad del RCB, y (3) por
la ausencia de un marco conceptual claro para evaluar el desempefio predictivo de las pruebas de toxicidad.
Revisaremos ahora el concepto toxicoldgico conocido como la identificacion de peligros.

En toxicologia, el término peligro menciona la habilidad innata (o connatural) mediante la cual algunas sustancias
pueden causar efectos perjudiciales para la salud o la vida [12]. El término riesgo menciona la probabilidad de
que, bajo condiciones especificas de exposicién a un determinado peligro, se presente una respuesta biologica
adversa en un organismo (p. €j., una enfermedad; la muerte) [12]. Entonces, la identificaciéon de peligros consiste
en detectar la habilidad connatural de algunas sustancias de causar efectos adversos sobre la salud, la
reproduccion, o la vida de una o mas especies bioldgicas [12]. La identificacion de peligros es el primer paso de
un proceso conocido como la evaluacion del riesgo [12]. En toxicologia, la evaluacion del riesgo permite
caracterizar (1) el peligro de; (2) las condiciones de exposicion a, y (3) el riesgo de respuestas téxicas impuesto
por un determinado peligro bajo esas condiciones particulares de exposicién [12].

En términos matematicos simples, el riesgo toxico es producto de la combinaciéon ponderada de: (1) el tamafio
del peligro (a saber, que tan efectiva es la sustancia causando la respuesta téxica), y (2) de la magnitud de la
exposicién (p. €j., la dosis, la duracion de la exposicion). Lo anterior es central para interpretar y gestionar
correctamente el riesgo téxico impuesto por algunas sustancias, incluyendo la consideracion que se pueda dar a
las predicciones de carcinogenicidad innata para los humanos, entregadas por el RCB para diversas sustancias
especificas que resultaron ser carcinogénicas en este bioensayo. En tal sentido, permitame resaltar que esta
tesis investigd al RCB Unicamente como: método preclinico parala identificacion de los peligros quimicos
de cancer humano [41-43]. Por otra parte, con oncogenicidad o carcinogenicidad, nos referimos a la habilidad
connatural de algunas sustancias de incrementar significativamente la probabilidad de neoplasia o cancer,

respectivamente, en las personas expuestas a (o tratadas con) dichas sustancias.

Es importante resaltar que la neoplasia benigna o el cancer, como desenlaces distintos, acontecerian sélo en
condiciones de exposicion lo suficientemente riesgosas a una sustancia que es innatamente carcinogénica para
los humanos. Acerca de las pruebas predictivas de las acciones farmacoldgicas de las sustancias
(alternativamente, pruebas predictivas de las toxicidades de las sustancias), se considera que los elementos que
mejor describen el desempenio predictivo de tales pruebas son la sensibilidad y la especificidad [44,52]. En tal
sentido, la sensibilidad (SEN) de una prueba preclinica indica su grado de habilidad para responder (detectar, o
identificar) a las sustancias que, segun el respectivo estandar de oro, poseen una determinada habilidad o
propiedad (p. €j., una habilidad farmacolégica; una propiedad toxicoldgica) [44,52]. Por su parte, la especificidad
(SPEC) de un bioensayo preclinico indica su grado de habilidad en ignorar (es decir, de no-responder) a las
sustancias que, seguln el respectivo estandar de oro, carecen de una determinada habilidad o propiedad [44,52].
De una prueba de toxicidad de rango reglamentario, se espera que puedan tomarse decisiones confiables
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basadas en los resultados de dicho bioensayo (p. ej., establecer regulaciones basadas en los resultados de la
prueba preclinica). Al respecto, el valor predictivo positivo (VPP) hace referenciaa: « la probabilidad numérica
de que el resultado positivo entregado por un bioensayo preclinico para una determinada sustancia, en efecto,
concuerde con el resultado de esa sustancia en el respectivo estdndar de referencia » [44,52]. Por su parte, el
valor predictivo negativo (VPN) menciona: « la probabilidad cuantitativa de que el resultado negativo
proporcionado por un bioensayo preclinico para una determinada sustancia, efectivamente, coincida con el

resultado de ese agente quimico en el correspondiente estandar de referencia » [44,52].

Si se somete una sustancia a una prueba predictiva de la toxicidad, tipicamente, es porque se desconocen los
resultados de esa sustancia en el estandar de referencia o estandar de oro (los cuales, suelen ser mucho mas
costosos, laboriosos, o prolongados que el bioensayo preclinico en cuestion) [44]. Con estandar de referencia,
nos referimosa (1) el método simulado por el bioensayo preclinico que estamos usando para predecir la toxicidad
de una sustancia, o (2) al método cuyos resultados buscamos predecir mediante el uso de un bioensayo
preclinico. En cambio, por estdndar de oro, se entiende: el método mas aceptado por los expertos como la mejor
técnica para examinar, diagnosticar, o medir un fenémeno [44]. Mientras que todos los estandares de oro podrian
actuar como estandares de referencia, no todos los estandares de referencia pueden ser estandares de oro.

3. Problema de investigacion

El bioensayo de carcinogénesis en roedores a 2-afios (RCB) es unaprueba de toxicidad vigente. Desde hace 40
afios, aproximadamente, los resultados del RCB son requeridos para la comercializaciéon y regulacién de varios
tipos de sustancias, segun las regulaciones de varios paises con distintos niveles de desarrollo. Paraddjicamente,
el desempefio predictivo del RCB ain no se conoce con claridad [14,15]. Como resultado de ese
desconocimiento, y como consecuencia de algunas limitaciones que la farmacologia basica y la toxicologia
mecanicista identificaron en la capacidad predictiva del RCB [25-27], algunos autores plantearon que el RCB
seria invélido, indtil, o innecesario [14,15]. Tener vigente un bioensayo preclinico de alcance reglamentario, en
calidad de estandar de oro preclinico, pero del que se desconoce y desconfia de su capacidad predictiva,
representa un problema para la sociedad. Asi, el primer problema identificado por el proyecto de tesis que dio
origen a esta tesis doctoral, fue: « el desconocimiento que hay sobre la capacidad predictiva del RCB,

especificamente, como método preclinico para identificar los peligros quimicos de cancer humano. »

En el respectivo proyecto de tesis, el segundo problema identificado fue: « el desconocimiento que hay sobre la
probabilidad cuantitativa segin la cual, aquellas sustancias que resultan ser oncogénicas (alternativamente, no-
oncogénicas) en el RCB, efectivamente tendrian (alternativamente, carecerian de) carcinogenicidad innata para
los humanos (esto es, una probabilidad numérica por cada sustancia especifica que resulté carcinogénica o no-
carcinogénica en el RCB) ». Al respecto, la literatura muestra que mas de 700 sustancias han sido ensayadas en
el RCB, incluyendo mas de 287 ingredientes activos de medicamentos (o farmacos) [43,45-47]. Sin embargo, a
nivel mundial, la plausibilidad del peligro de cancer que representarian para los humanos aquellas sustancias
que resultan carcinogénicas en el RCB, es algo que s6lo se comunica mediante probabilidades cualitativas (p.
ej.,, el agente X es posiblemente carcinogénico para los humanos; la sustancia Z es probablemente

carcinogénica para los humanos) [1-3]. Inevitablemente, lo anterior cae en el campo de la arbitrariedad, lo que
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genera cierta controversia (p. €j., ¢,cudl categoria de probabilidad cualitativa elegir para cada sustancia, y, ¢ qué
titulo o nombre colocar a dichas categorias de probabilidad cualitativa?) [48]. De hecho, varios farmacos
resultaron carcinogénicos en el RCB y, sin embargo, se encuentran en comercializacién para indicaciones de la
medicina humana que podrian no justificar los riesgos de neoplasia si, efectivamente, esos farmacos fuesen
innatamente carcinogénicos para los humanos. Dos ejemplos de farmacos comercializados en multiples paises
bajo la figura de venta libre son: loratadina (CASRN® 79794-75-5), y cetirizina (CASRN® 83881-51-0). Tanto
loratadina como cetirizina incrementaron la incidencia de tumores hepaticos en el RCB de 2-especies (es decir,
tanto en ratas como en ratones) [49,50]. Tras reportar la hepato-carcinogénesis causada en el RCB por la

loratadina y la cetirizina, la informacién de prescripcion aprobada por la U.S. FDA para esos farmacos indica que:

“Se desconoce la significacion clinica de esos hallazgos (a saber, la hepato-carcinogénesis causada en el RCB
por la loratadina o cetirizina) durante el uso a largo plazo de la loratadina o cetirizina en humanos” [49,50]. La
hipotética identificacion la loratadina o cetirizina como peligros de cancer para los humanos (p. €j., basado en los
resultados del RCB), en si mismo, no arrojaria luz sobre: ¢ Cuél es el incremento numeral en el riesgo de cancer
humano impuesto por la automedicacion crénica con loratadina o cetirizina? No obstante, en ausencia de
conocimiento epidemiolégico sobre la potencial carcinogenicidad para los humanos de la cetirizina y loratadina,
conocer la probabilidad numérica de carcinogenicidad innata para los humanos de esos farmacos (p. €j., basado
en los resultados del RCB), si podria motivar la realizacién de evaluaciones del tipo riesgo-beneficio por parte de
los reguladores. Dependiendo de sus resultados, los estudios de riesgo-beneficio si podrian promover cambios

en las indicaciones, o en la modalidad de venta de la cetirizina y loratadina.

En su defecto, laidentificacién inequivoca de algunas sustancias como peligros de cancer humano (p. €j., basada
en los resultados del RCB), si podria fomentar la abstencidon voluntaria de (1) la prescripcion médica o
farmacéutica, o (2) de la automedicacién con farmacos carcinogénicos en el RCB, especificamente, en los casos
de innecesaria o injustificada medicacién. Los problemas de investigacion abordados por esta tesis pueden
entonces resumirse asi: (1) el desconocimiento que hay sobre la habilidad del RCB para predecir cuales
sustancias son peligros quimicos de cancer humano, y cuales no; (2) el desconocimiento que hay sobre la
~probabilidad numérica de carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) innata para los humanos~, de
farmacos especificosy otras sustancias particulares que ya fueron ensayadas en el RCB, de las que no hay
certeza epidemiolégica acerca de su carcinogenicidad (o carenciade carcinogenicidad) innata para los humanos.

4. Justificacion

En secciones anteriores, se describid el rol y alcance del RCB en la farmacologia y toxicologia reguladora. La
participacion del RCB en la practica reguladora es tal, que s6lo eso podria justificar la realizacion de
investigaciones dirigidas a solucionar los problemas planteados en el capitulo anterior. Sin embargo, permitanos
revisar otros aspectos que podrian dar mas explicacién sobre la justificacion de esta tesis. En la sociedad, una
parte de la prevencion primaria del cancer inducido por sustancias se ha basado en la capacidad predictiva del
RCB. Por tanto, habria una deuda histérica de responder a la siguiente pregunta: ¢ Durante estos 40 afios, fue
adecuado usar al RCB como estandar preclinico para predecir la carcinogenicidad innata de las sustancias para

los humanos? Ademas, hasta la fecha, mas 700 sustancias han sido ensayadas en el RCB [43,45-47]. Por ello,
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hay el compromiso moral de responder a preguntas tales como: ¢ Se justificaron los mas de 500.000 roedores
sometidos a experimentacion animal, y los mas de 900 millones de délares estadounidenses (USD) empleados
hasta ahora en los RCBs? En tal sentido, se puede contextualizar que cerca de la mitad de ese dinero
(especificamente, el costo de los RCBs realizados en institutos publicos de investigacion) fue pagado por los
contribuyentes via impuestos, mientras que la otra mitad (particularmente, aquella que formo parte del costo de

desarrollo de nuevos medicamentos), pudo elevar el precio de varios medicamentos patentados.

Lo anterior brindaria adicional justificacion a esta tesis porque: resulta muy dificil dar respuestas objetivas a esas
preguntas sin conocer primero cudl es el desempefio predictivo del RCB. El segundo justificativo tendria que ver
con una prominente corriente que hay actualmente en farmacologia y toxicologia preclinica, asi como en
farmacologia y toxicologia reguladora, encaminada a reemplazar y descontinuar cuanto antes al RCB. Como
consecuencia inevitable y deseable del avance de la ciencia y la tecnologia, ciertamente, el RCB sera
reemplazado eventualmente. Sin embargo, los métodos propuestos hasta ahora como reemplazo del RCB tienen
validez porque, para una alta proporcion de las sustancias en las que se basé su validacién, estos entregaron
resultados concordantes con los del RCB. De hecho, algunos de los métodos alternativos plantean al RCB como
Ultimo recurso (es decir, algunos de los métodos alternativos recomiendan la conduccién de RCBs cuando el
marco de referencia falla en entregar una respuesta razonablemente predictiva sobre la carcinogenicidad para

los humanos de la sustancia en cuestion) [10,11,17-19].

Entonces, por ahora, los métodos alternativos al RCB: « se basan completa o parcialmente en la capacidad
predictiva del propio RCB ». Como resultado, mientras se desconozca la capacidad predictiva del RCB, y
considerando que el método alternativo X se valid6 por su alta concordancia con los resultados del propio RCB,
el reemplazo del RCB por el método alternativo X levantaria los siguientes cuestionamientos: (1) ¢ Es realmente
adecuado usar al método alternativo X como estandar preclinico para predecir la carcinogenicidad innata de las
sustancias para los humanos? (2) Exactamente (p. €j., en términos porcentuales), ¢ Es la capacidad del método

alternativo X lo suficiente como para anticipar la carcinogenicidad innata de las sustancias para los humanos?

5. Preguntas de investigacion
Como método preclinico para identificar los peligros quimicos de cancer humano,
(1) ¢Cuadl es la capacidad predictiva del RCB respecto de los carcinégenos de humanos?

(2) ¢Cuadl es la probabilidad numérica de carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) innata para los
humanos de ciertos farmacos, y de otras sustancias especificas ya ensayadas en el RCB?

6. Hipotesis de trabajo

(1) La composicion quimica, la estructura, y los mecanismos de reparacion del ADN son compartidos entre los
mamiferos. Por ende, el desempefio predictivo del RCB respecto de los carcinégenos de humanos de tipo

mutagénico deberiaser alto (p. €j., > 90%). La magnitud exacta de ese desempefio predictivo dependeria
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de las diferencias metabdlicas que hay entre humanos y roedores en relacion con (1) la activacion de pro-
carcindgenos, y (2) la detoxificacion de mutagenos de accion directa.

Entre los mamiferos, los mecanismos de accién carcinogénica de tipo no-mutagénico son diversos. De
hecho, algunos de esos mecanismos pasan por vias fisioldégicas (o patoldgicas) que son disimiles entre
humanos y roedores. Al respecto, se ha reportado hasta 25% de disimilitud entre humanos y roedores en
términos del ADN codificante de proteinas [51]. Presumiblemente, varias proteinas pertenecientes aese 25%
de disimilitud serian las responsables de los mecanismos de accién carcinogénica de tipo no-mutagénico
que operan solamente en humanos, o Unicamente en roedores. « Por consiguiente, respecto de los
carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, el desempefio predictivo del RCB (1) estariaalrededor de

75%, e incluso (2) podria ser insuficiente (p. ej., un desempefio predictivo < 70%). »

Considerando las dos hip6tesis anteriores, como resultado, se puede hipotetizar que: « El RCB presentaria
un desempefio predictivo significativamente diferente para con los carcindgenos de humanos de tipo
mutagénico, en comparacion con los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico. »

Teniendo en cuenta las diferencias histolégicas, farmacocinéticas, y patolégicas que hay entre el sistema
respiratorio y el sistema gastro-intestinal, y, considerando que la composicién, estructura, y la reparacién del
ADN es compartida entre los sistemas respiratorio y gastro-intestinal, se puede entonces hipotetizar que:
« Respecto de los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico, la via oral del RCB ofreceria un

desempefio predictivo distinto al ofrecido por lavia inhalatoria del RCB. »

Hasta 8% de disimilitud se ha reportado entre ratas y ratones en términos de ADN codificante de proteinas
[51]. Presumiblemente, algunas de las proteinas pertenecientes a ese 8% de disimilitud participarian en la
iniciacion, promocion, o progresion de la oncogénesis quimica en estas especies. « Por tanto, y aunque por

una diferenciarelativamente pequefa (p. €j., < 15%), el -RCB de 2-especies- ofreceria un mejor desempefio

predictivo comparado con los -RCBs de 1-especie- (p. €j., el RCB-rata; el RCB-ratén). »

7. Objetivos generales (o direccionales)

Evaluar el grado de validez del bioensayo de carcinogénesis en roedores a 2-afios (RCB), como método
para pronosticar los peligros quimicos de cancer humano (es decir, como método preclinico para predecir la
carcinogenicidad innata* de las sustancias para los humanos).

Estimar la probabilidad numérica de que los resultados entregados por el RCB para un grupo de farmacos o
sustancias especificas, en materia de carcinogenicidad innata*, concuerden con la realidad clinica en

humanos de las mismas.

* Carcinogenicidad innata: En condiciones de exposicién lo suficientemente riesgosas, la habilidad de algunas
sustancias de incrementar el riesgo de cancer en los organismos expuestos a, o tratados con dichas sustancias.



8. Objetivos especificos

Como método preclinico para predecir los peligros quimicos de cancer humano, y, segun la habilidad de los

bioensayos preclinicos de entregar resultados que concuerden con los desenlaces en el estandar de oro clinico:
(1) Evaluar la sensibilidad (o tasa de verdaderos positivos) del RCB.

(2) Evaluar la especificidad (o tasa de verdaderos negativos) del RCB.

Desde los resultados entregados por el RCB para sustancias especificas,

(3) Estimar la probabilidad cuantitativa de carcinogenicidad innata para los humanos de (1) varios farmacos de
la medicina humana; (2) de algunas drogas (o principios activos) de interés para la medicina humana o
veterinaria, y (3) de algunas otras sustancias de interés toxicoldgico. [Lo anterior incluy6 solo a farmacos,

drogas, y otras sustancias especificas con resultados de carcinogénesis quimica en el RCB].

(4) Estimar la probabilidad numérica de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos de (1) algunos
farmacos de la medicina humana o veterinaria; (2) de algunas drogas pesticidas (es decir, ingredientes
activos de productos plaguicidas), y (3) de algunos colorantes autorizados en distintos paises para uso en
alimentos, medicamentos, y cosméticos. [Lo anterior abarc6 sélo a farmacos, drogas, y otras sustancias

especificas con resultados de ausencia de carcinogénesis quimica en el RCB].

9. Metodologia - Parte 1 (Objetivos Especificos #1 y #2)

9.1. Tipo de investigaciony su justificacion

Realizamos una investigacion tedrica paraencontrar respuesta a las preguntas de investigacion, y cumplir asi
con los objetivos especificos de latesis. No realizamos estudios directos sobre personas, ni empleamos métodos
experimentales en animales, sistemas in vitro, 0 sistemas in chemico. La metodologia de esta tesis se baso en
el andlisis de datos y resultados, ya sea observacionales o experimentales, que estan publicados en la literatura.
En particular, analizamos datos y resultados que fueron generados por sus respectivos autores mediante (1) la
examinacion clinicay el analisis epidemioldgico de personas; (2) el uso de animales de laboratorio, o (3) mediante
sistemas in vitro. Las especificaciones de los métodos aplicados por esta tesis se describen en las préximas
secciones de la metodologia (secciones de la 9.3 a la 10.3). Ahora bien, habria dos justificativos para responder
a las preguntas de investigacion de esta tesis mediante una investigacion tedrica. Primero, para un determinado
bioensayo preclinico, la confiabilidad de su capacidad predictiva depende del nimero de sustancias en las que
se basa la evaluacién de su desempefio predictivo [44]. En modo tedrico, esta tesis evalué el desempefio
predictivo del RCB basado en 186 sustancias (es decir, 186 sustancias con resultados disponibles tanto en el
RCB como en su estandar de referencia clinico). Al respecto, los criterios de inclusién para las sustancias en las



10 Metodologia — Tipo de investigacion y su justificacion

gue esta tesis basé su estimacion del desempefio predictivo del RCB, se explican en las secciones —9.3.2—,
-9.3.3-, -9.4.2-, y -9.4.3-. Ahora, de vuelta a la justificacion de haber conducido esta tesis en modo tedrico.
Como el ensayo de una sola sustancia en el RCB (1) cuesta alrededor de dos millones de dolares
estadounidenses (USD), y (2) toma hasta 2 afios de experimentacion [12], evaluar el desempefio predictivo del
RCB mediante el ensayo de 186 nuevas sustancias (3) habria costado cerca de USD 372 millones, y (4) habria
implicado 372 afios de trabajo efectivo (o trabajo concurrente). En cambio, investigar la capacidad predictiva del
RCB mediante una investigacion tedrica basada en 182 sustancias que ya fueron ensayadas en el RCB, evitd

incurrir en tales costos que son inviables para cualquier tesis doctoral del mundo.

Ademas, en una tesis doctoral de tipo experimental, el nUmero de sustancias ensayadas en el RCB seria
insuficiente para alcanzar una evaluacion razonablemente acertada sobre el desempefio predictivo del RCB. Al
contrario, una estimacion basada en 186 sustancias si cuenta con un buen nivel de confiabilidad, por ejemplo,
ante los reguladores de los tipos de sustancias paralas que el RCB ha venido aplicando. Segundo; a juzgar por
los 594 RCBs conducidos (o financiados) por el U.S. NTP [47], s6lo en los Estados Unidos de América (EUA):
(1) mas de USD mil millones (pagados por los contribuyentes de ese pais) habrian sido gastados en RCBs, y (2)

mas de 250.000 roedores habrian sido sometidos a experimentacion animal en ocasion del RCB.

Si incluimos los RCBs conducidos por instituciones publicas fuerade los EUA, asi como los RCBs conducidos
por la industria quimica/farmacéutica mundial, tanto el dinero gastado como la cantidad de roedores utilizados en
el RCB duplicaria las cifras revisadas anteriormente en el caso del U.S. NTP. Por lo tanto, mas de USD 2 mil
millones (pagados por los contribuyentes de distintos paises del mundo), y mas de 500.000 roedores (sometidos
a experimentacion quimica) han sido empleados en los RCBs. En vez de incurrir en mas gasto publico y mayor
experimentacidon animal para investigar la capacidad predictiva del RCB, los resultados de esta tesis tedrica
podrian dar luces acerca de la posible justificacion (o falta de justificacion) del gigantesco y controversial gasto,

historicamente acometido por la industria y los gobiernos en ocasion de los RCBs.

9.2. Materiales bibliograficos y fuentes de informacion

Los resultados de estatesis derivan del analisis de datos que se encuentran publicados en la literatura. Los datos
analizados en esta tesis fueron producidos por los respectivos autores de la literatura mediante (1)
investigaciones epidemioldgicas; (2) experimentacion en animales, o (3) mediante experimentacion in vitro. Para
reconocer los datos o resultados de una determinada sustancia en estudios especificos (p. €j., en estudios de
toxicoepidemiologia; en el RCB; en pruebas de genotoxicidad), esta tesis analizé los materiales bibliograficos
descritos en la Tabla 1. Por su parte, la Tabla 2 especificalas fuentes de informacién, y los motores de busqueda
que fueron consultados aqui para encontrar los materiales bibliograficos descritos en la Tabla 1. En el caso de
los motores de bisqueda, empleamos ecuaciones (de busqueda) basadas en las palabras claves del inglés mas
relacionadas con el material a encontrar (p. €j., keywords; MeSH). Por ejemplo: “nombre de la sustancia (p. €j.,
cyclophosphamide)” AND “nombre de la propiedad toxicolégica o respuesta téxica de interés (p. ej., mutagenicity;

mutagenesis)” AND “tipo de estudio de interés (p. €j., in vitro; Ames test; rodent carcinogenesis).”
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Tabla 1. Materiales bibliogréficos examinados en esta tesis como fuente de datos experimentales

Articulos de investigacién (o articulos originales) de revistas cientificas indexadas.

Articulos de revisién (review article) de revistas cientificas, que describieron los datos o resultados de RCBs.

Reportes técnicos publicados por instituciones internacionalmente reconocidas, que condujeron o
patrocinaron RCBs (p. €j., el U.S. NTP).

La informacion de prescripcion de medicamentos especificos, autorizada por la U.S. FDA.

Monografias, revisiones, y otros documentos publicados por instituciones internacionales especializadas en
la toxicologia de las sustancias (p. ej., Monografias IARC; Revisiones toxicoldgicas de la U.S. EPA; Perfiles
toxicoldgicos de la U.S. ATSDR).

Evaluaciones toxicolégicas de instituciones encargadas de autorizar usos especificos paralas sustancias
quimicas (p. ej., Monografias del FAO/WHO JECFA, Evaluaciones de la FAO/WHO JMPR; Opiniones
cientificas de los comités toxicoldgicos de la Comisién Europea).

Los resultados reportados en bases de datos generalmente reconocidas como fuentes validas (0 expertas) de
informacion toxicologica (p. ej., HSDB; CEBS; CCRIS; EURL ECVAM).

9.3. Evaluacion de la sensibilidad del RCB

9.3.1. Calculo

Para un determinado bioensayo preclinico, la sensibilidad (SEN) menciona su grado de habilidad para responder
(o detectar) a las sustancias que tienen una determinada habilidad o propiedad (p. ej., una habilidad
farmacoldgica), segun lo establecido por el respectivo estandar de referencia (es decir, segun lo establecido por
el método simulado por el bioensayo en cuestion), [4,44,52]. Desde un conjunto de sustancias previamente
ensayadas tanto en la prueba preclinica como en su estandar de referencia, la sensibilidad (SEN) se calcula
como: « La proporcion de sustancias positivas al bioensayo preclinico en el total de sustancias positivas al
respectivo estandar de referencia » [4,44,52]. En tal sentido, lo anterior es un ejercicio comun en farmacologia
translacional y toxicologia predictiva [44,53,54]. Por ejemplo, Suarez-Torresy col. [55] analizaron las bases del
célculo corriente de la SEN, segun lo explicado a continuacion. La SEN de una prueba preclinica puede
plantearse en términos probabilisticos con preguntas como: «¢Cudl es la probabilidad de que el bioensayo

predictivo entregue un resultado positivo dado que la sustancia de prueba es positiva al estandar de referencia?’

Segun la definicién de probabilidad en términos de frecuencia relativa [56], Suarez-Torresy col. [55] plantearon
que, la preguntamencionada arriba, puede plantearse en términos de probabilidad condicional (como se muestra
en la Ecuacion #1). En la Ecuacion #1, (1) el término P(BIOASSAY+ | RS+) expresa: la probabilidad de que la
prueba preclinica entregue un resultado positivo toda vez que la sustancia sometida a la misma es positiva al
estandar de referencia; (2) el término n(BIOASSAY+ N RS+) representa el nimero de sustancias positivas al
estandar de referencia que, a su vez, resultaron positivas en la prueba preclinica, y (3) el término nRS+
representa el nimero total de sustancias positivas al estandar de referencia con resultados disponibles en el
bioensayo preclinico. Ergo, el término nRS+ incluye a los verdaderos positivos y a los falsos negativos que la

prueba preclinica ha entregado para las sustancias que son positivas al estandar de referencia (Figural).
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Tabla 2. Fuentes de informacion, y motores de blsqueda, consultados en esta tesis para conocer los
datos o resultados de determinadas sustancias en el RCB

IARC Monographs on the Identification of
Carcinogenic Hazards to Humans. [57]

EURL ECVAM Genotoxicity and Carcinogenicity
Consolidated Database. [65]

U.S. EPA IRIS Assessments. [58]

Lhasa Carcinogenicity Database. [66]

U.S. NTP 14th Report on Carcinogens. [59]

U.S. FDA Prescribing Information (or Labels). [67].

U.S. NLM - Hazardous Substances Data Bank
(HSDBY). [60]

U.S. FDA Approval Package — Pharmacology
Review. [67]

FAO/WHO JECFA Monographs & Evaluations. [61]

Testing status at the U.S. NTP (search engine). [68]

U.S. NLM - Chemical Carcinogenesis Research
Information System (CCRIS). [62]

Carcinogenic Potency Database (CPDB). [69]

U.S. NLM - Genetic Toxicology Data Bank (GENE-
TOX). [63]

ToxPlanet™. [70]

U.S. NTP - Chemical Effects in Biological Systems
(CEBS). [64]

U.S. NLM PubMed (search engine); Google Scholar
(search engine).

Ahora bien, en la medida que el bioensayo preclinico tenga mayor sensibilidad (SEN), mayor sera la probabilidad
expresada por el término P(BIOASSAY+ | RS+), y viceversa. Por tanto, el término P(BIOASSAY+ | RS+) es
sustituible por (o intercambiable con) la expresién SEN, dando lugar al célculo tipico de la SEN (Ecuacién #2).
En la Ecuacion #2, el simbolo matematico ( =) significa «equivalente a».

n(BIOASSAY + NRS +)
nRS +

P(BIOASSAY + | RS +) ~ 1

n(BIOASSAY + NRS +)
SEN = P(BIOASSAY + | RS +) =~ RS+ =

verdaderos positivos

x100% (2)

verdaderos positivos + falsos negativos

9.3.2. Reconocimiento de las sustancias positivas al estandar de referencia

En esta tesis, la SEN del RCB se calculé como: « el porcentaje de sustancias positivas al RCB dentro del conjunto
de sustancias positivas al estandar de referencia simulado por el RCB » (Ecuacion #2) [41,43]. En el tépico de la
carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias, generalmente, se reconoce a la epidemiologia
analitica como el estdndar de oro clinico [1-3]. Por tanto, se sobreentiende que (1) el RCB simula a la
epidemiologia analitica, y que (2) el RCB busca predecir los resultados entregados por la epidemiologia analitica,
respecto de la posible carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias. Para reunir el mayor numero
posible de sustancias positivas (o0 carcinogénicas) en el estandar de referencia simulado por el RCB, esta tesis
realiz6 una revision exhaustiva de (1) las Monografias de la IARC (la Agencia Internacional de Investigacion sobre
el Cancer) [1]; (2) las Evaluaciones del U.S. EPA IRIS (el Sistema Integrado de Informacién de Riesgos, de la
Agencia de Proteccién Ambiental de los EUA) [2], y (3) del Reporte de Carcindgenos del U.S. NTP (el Programa
Nacional de Toxicologia de los EUA) [3]. Como sustancias que son positivas al estandar de referenciadel RCB,
esta tesis reconoci6 sélo aquellas que, segln la IARC, la U.S. EPA, o el U.S. NTP, son sustancias que cuentan
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con: « suficiente evidencia epidemiolégica de carcinogenicidad en humanos » [1-3]. A su vez, los epidemiélogos
de esas instituciones reconocen que hay suficiente evidencia de carcinogénesis quimica en humanos, cuando el
peso de la evidencia epidemiolégica sefiala una causalidad entre (1) la exposicion a (o el tratamiento con) la
sustancia, y (2) uno o mas tipos de cancer humano [1-3]. Para reconocer un peso de la evidencia de tal magnitud,
los epidemidlogos de dichas instituciones aplican el estado del arte en epidemiologia, descartando asi la potencial
interferenciadel (1) azar; (2) de los factores de confusion, y (3) de los sesgos, sobre el incremento en laincidencia

de cancer humano observado tras la exposicién a la sustancia en cuestion.

En ese sentido, para evaluar el peso de la evidencia epidemiol6gica acerca de la carcinogenicidad para los
humanos de una sustancia, los epidemiélogos de esas instituciones examinan los siguientes tipos de estudios:
(1) estudios prospectivos (t.c.c., estudios de cohortes); (2) estudios de casos y controles (t.c.c., estudios
retrospectivos); (3) ensayos clinicos aleatorizados, en el caso de los farmacos investigativos, y (4) estudios
ecoldgicos [1-3]. Al respecto, las Tablas Al y A4 — A6 (seccidon 17: Anexo A) muestran los distintos farmacos,
drogas, y otras sustancias que esta tesis reconocié como positivas al estandar de oro del RCB (en adelante,
sustancias mencionadas aqui como carcinégenos de humanos). Las Tablas A4 y A5 muestran como los

resultados de los distintos carcinégenos de humanos, fueronincorporados en el célculo de la SEN del RCB.

9.3.3. Reconocimiento de los resultados de las sustancias en el RCB

Para evaluar la SEN del RCB, primero fue necesario reconocer los resultados que entreg6 el RCB para aquellas
sustancias que son positivas al estandar de referencia simulado por este bioensayo preclinico (es decir, los
resultados entregados por el RCB para las sustancias hasta ahora reconocidas como carcindgenos de humanos).
Para reconocer los resultados entregados por el RCB, es importante recordar que este bioensayo puede ser
configurado de tres maneras distintas (entre varias otras configuraciones posibles para el RCB). En el RCB, los
resultados de una determinada sustancia pueden ser reconocidos dependiendo de los sexos (a saber, machos
o0 hembras), y de las especies (a saber, ratas o ratones) empleadas en estos bioensayos. Lo anterior da lugar a
distintas lecturas (o interpretaciones) de los desenlaces observados en los RCBs. Asi, las Figuras 2, 3,y 4
muestran los algoritmos que se aplicaron en esta tesis para reconocer los resultados entregados por el RCB para
los (1) carcindgenos de humanos en los que basamos la evaluacion de la SEN del RCB (seccién 9.3.2), y los (2)

no-carcindgenos de humanos en los que basamos la evaluacion de la SPEC del RCB (seccion 9.4.2).

En las Figuras 2, 3,y 4, el término desenlace se us6 para mencionar el resultado de la sustancia de prueba en
el RCB (p. €j., positivo vs. negativo; carcinogénesis quimica vs. ausencia de carcinogénesis quimica), segun los
datos reportados por los investigadores que condujeron dichos RCBs. En esas mismas figuras, el término lectura
(como equivalente de algoritmo) se usé para indicar la interpretacidon que, en estatesis, se dio a los desenlaces
de las sustancias de prueba en los RCBs. Por ejemplo, una de las posibles lecturas es: « la sustancia X es
negativa al (o0 no-carcinogénica en el) RCB de 2-especies, aunque la sustancia X resulté ser (1) carcinogénica
en ratones, y (2) no-carcinogénicaen ratas (Fig.4: caso #2 - Config.#1) ». La lecturade los desenlaces comenzé
a nivel de los sexos de una determinada especie, como lo explica la Figura 2 para el caso de las sustancias
ensayadas en el RCB-rata, o como lo indica la Figura 3 en el caso de las sustancias ensayadas en el RCB-raton.

Segun los algoritmos mostrados en las Figuras 2 y 3, un resultado negativo en el RCB-rata (0 en el RCB-ratén),



14 Metodologia — Evaluacién de la sensibilidad del RCB

se reconoci6 aqui solo si los datos mostraron ausencia de carcinogénesis quimica tanto en las hembras como
en los machos de la especie en cuestion. Con carcinogénesis quimica, en el caso de los RCBs, nos referimos a
los incrementos estadisticamente significativos en la incidencia de (uno o mas, tipos de) tumores en los grupos
(de roedores) expuestos a una sustancia de prueba, comparado con el grupo control negativo concurrente. Los
algoritmos mostrados en las Figura 2 y Figura 3 se basaron en la susceptibilidad diferencial a la carcinogénesis
guimica que, como se sabe, hay entre los machos y las hembras [71]. Por lo anterior, e independientemente del
desenlace en el otro sexo, la evidenciade carcinogénesis en cualquiera de los dos sexos se interpretd aqui como
un resultado positivo en el RCB-rata (0, alternativamente, en el RCB-ratdn). En el RCB-rata, los resultados de las

sustancias (ensayadas en ratas) se reconocieron aqui segun el algoritmo de la Figura 2.

En el RCB-ratén, los resultados de las sustancias (ensayadas en ratones) se reconocieron aqui siguiendo el
algoritmo de la Figura 3. En ese sentido, como configuraciones separadas, el RCB-rata y el RCB-ratén seran
mencionados en este manuscrito bajo el término de RCBs de 1-especie. Para las sustancias ensayadas tanto en
ratas como en ratones, y para las sustancias ensayadas ya sea en ratas o ratones, sus resultados en el RCB de
2-especies se reconocieron aqui siguiendo los algoritmos de la Figura 4. Al respecto, los algoritmos de la Fig. 4
consideran dos formas distintas de reconocer los resultados que, aunque son igualmente validas, no
necesariamente serian igual de predictivas. Segun la config. #2 del RCB de 2-especies, un resultado negativo
se reconocio sélo si se observo ausenciade carcinogénesis quimica tanto en (los dos sexos de las) ratas
como en (los dos sexos de los) ratones (Fig. 4). La config. #2 del RCB de 2-especies se baso en la hipotesis de
que ratas y ratones tendrian una sensibilidad parcialmente distinta para responder a los carcindégenos de
humanos. Si asi fuese, para una determinada sustancia, la ausencia de carcinogénesis en el RCB-ratéon no

anularia la relevancia para la salud humana de la carcinogenicidad observada en el RCB-rata (y viceversa).

Segun la config. #1 del RCB de 2-especies, un resultado positivo se reconocié aqui solo si se observo
carcinogénesis quimicatanto en (al menos uno de los sexos de las) ratas como en (al menos uno de los sexos
de los) ratones (Fig. 4). Esta configuracion se baso en la hipotesis de otros autores, segun la cual los RCBs
serian considerablemente propensos a entregar resultados del tipo falso-positivo. De ser asi (de ser el RCB un
método inespecifico), entonces, la carcinogenicidad de una sustancia tanto en ratas como en ratones conllevaria
una probabilidad considerablemente menor de tratarse de un falso-positivo (y, por extensién, una probabilidad
significativamente mayor de tratarse de una sustancia realmente carcinogénica para los humanos). Por otra parte,
varios carcindgenos de humanos sélo han sido estudiados en experimentos de carcinogénesis quimica en
roedores que no cumplieron con las pautas (o caracteristicas metodoldgicas) minimas que hoy dia definen al
RCB (en adelante, casos referidos con la abreviatura NC-RCB, para mencionar a los bioensayos de

carcinogénesis quimica en roedores que no cumplieron con las pautas minimas del RCB actual) [41].

Sin embargo, en algunos casos, esta tesis observé que los resultados provenientes de los NC-RCBs pueden
extrapolarse (o atribuirse) correctamente al RCB, segun la base l6gica que se presenta a continuacion. Mediante
fundamentos estadisticos y toxicoldgicos especificos, Suarez-Torresy col. [41] notaron que, en algunos casos,
se puede predecir correctamente que los resultados de un determinado NC-RCB seran replicados por el RCB.
Estos casos son referidos en adelante como los NC-RCBs extrapolables. De cumplirse lo anterior, la evaluacion
de la SEN del RCB puede incluir también aquellos carcingenos de humanos que, circunstancialmente, sélo han
sido estudiados en NC-RCBs extrapolables. Trabajar también con los NC-RCBs extrapolables, se consider6 aqui

como necesario por lo siguiente. De haber trabajado sélo con los carcin6genos de humanos que han sido
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FENOMENO DE LA CARCINOGENICIDAD DE
LA SUSTANCIA EN LA SOCIEDAD HUMANA

DESENLACE DE LA 1]

Carcinogenicidad Carencia de
SUSTANCIA EN EL RCB g carcinogenicidad

Oncoaénesis verdadero falso
B g positivo positivo
l" “  Ausencia de falso verdadero
oncogénesis negativo negativo

Figura 1. Clasificacién de los carcindgenos de humanos (alternativamente, de los no-carcindgenos de
humanos) ensayados en el RCB, a efectos de estimar la sensibilidad o especificidad del RCB

Desenlace (presencia o ausencia de Lectura en
carcinogénesis) por sexo de la rata el RCB-rata

k g ¢

-
Caso 1 = = =
Caso 2 4 = o
Caso 3 & f
Caso 4 + +

Figura 2. Algoritmo empleado en esta tesis para reconocer el resultado de los carcindgenos de humanos
(alternativamente, de los no-carcinégenos de humanos) en el RCB-rata

Desenlace (presencia o ausencia de Lectura en el
carcinogénesis) por sexo del ratén RCB-ratén
Caso 1 - - -
Caso 2 + - T
Caso 3 - + +
Caso4 + + +

Figura 3. Algoritmo empleado en esta tesis para reconocer el resultado de los carcindgenos de humanos
(alternativamente, de los no-carcindgenos de humanos) en el RCB-raton
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Desenlace en Desenlace en Lectura en el RCB de Lectura en el RCB de
el RCB-ratdn el RCB-rata 2-especies (Config. #1) | 2-especies (Config. #2)

YA YK

Caso 1 - - - -
Caso 2 + - - +
Caso 3 - + - +
Caso 4 + + + +

Figura 4. Algoritmos empleados en esta tesis para reconocer el resultado de los carcinégenos de humanos
(alternativamente, de los no-carcindgenos de humanos) en los RCBs de 2-especies

ensayados en el RCB, habriamos contado con un conjunto de carcindgenos de humanos bastante reducido. A
su vez, lo anterior habria disminuido notablemente la confiabilidad de nuestra evaluacion de la SEN del RCB. A
continuacion, resumimos los fundamentos en los que se baso esta tesis para extrapolar los resultados de algunos
NC-RCBs al RCB. Primero, y desde el punto de vista bioldgico, porque los NC-RCBs extrapolables emplearon
las mismas cepas (0 variantes) de roedores que los RCBs, basandose asi en animales con una susceptibilidad
y propension a la carcinogénesis quimica similar a los empleados en los RCBs. Adicionalmente, porque los NC-
RCB extrapolables aplicaron histopatologia para detectar y diagnosticar los tumores, tal como lo hacen los RCBs.
Ademas, los NC-RCBs extrapolables cumplieron con unas condiciones de alojamiento, nutricion, y veterinaria,
gue permiten descartar la potencial interferencia de factores de confusion sobre los resultados, tal como se

esperade los RCBs. Hasta aqui, no parecen haber diferencias criticas entre los NC-RCB extrapolables y el RCB.

No obstante, hay puntos criticos en que los NC-RCBs potencialmente extrapolables al RCB si difieren de los
RCBs, incluyendo (1) el numero de animales (p. €j., menos de la mitad de los 50 animales por especie por sexo
por dosis empleados en los RCBs), y (2) la cantidad de 6rganos sometidos a histopatologia (generalmente,
menos de la mitad de los examinados en los RCBs). Al respecto, algunos NC-RCBs extrapolables si emplearon
tamafios de la muestra mayores a los empleados en los RCBs (p. €j., aigunos NC-RCBs usaron mas de 80
animales por especie por sexo por dosis). Entonces, dependiendo del tamafio de la muestra y del alcance de la
examinacion histopatolégica, esta tesis clasificd a los NC-RCBs potencialmente extrapolables en (1) de menor
poder estadistico que el RCB (a saber, aquellos NC-RCBs con tamafios de la muestra menores a 40, y/o, con
examinaciones histopatologicas de menor alcance que el RCB), o (2) de mayor poder estadistico que el RCB (a

saber, aquellos NC-RCBs con tamafio de la muestra mayor a 60).

Segun la clasificacion anterior, y dependiendo del desenlace observado en los NC-RCB potencialmente
extrapolables (a saber, carcinogénesis quimica vs. ausencia de carcinogénesis quimica), los resultados de estos
estudios se incluyeron en el célculo de la SEN o SPEC del RCB, de acuerdo con los algoritmos de la Tabla 3.
Los algoritmos de la Tabla 3 se basaron en los siguientes razonamientos. Primero (casos #1y #3 de la Tabla 3),
al tener mayor poder estadistico (y, por ende, una sensibilidad potencialmente superior), los RCBs deberian ser

capaces de replicar la carcinogénesis quimica (observada ya sea para los carcinégenos de humanos o los no-
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carcindgenos de humanos) evidenciada en los NC-RCBs de menor poder estadistico (analogia: un microscopio
es capaz de detectar todo lo que detecta una lupa). Segundo (casos #2 y #4 de la Tabla 3), al tener el RCB
mayor poder estadistico (y, por ende, una sensibilidad potencialmente superior), resulta incorrecto asumir que
una sustancia de prueba seria negativa al RCB, basado en la ausencia de carcinogénesis de esa sustancia en
NC-RCBs de menor poder estadistico (analogia: la ausencia de bacterias ante la lupa no implica su ausencia
ante el microscopio). Tercero (casos #5 y #8 de la Tabla 3), al tener el RCB menor poder estadistico (y, por tanto,
una sensibilidad potencialmente inferior), seriaincorrecto concluir que una sustancia de prueba seria positiva al
RCB basado en la observacion de carcinogénesis quimica en NC-RCBs de mayor poder estadistico (analogia:
la observacién de bacterias en el microscopio no implica su evidencia ante la lupa). Sin embargo, en algunos
casos, la magnitud del efecto (o la potencia carcinogénica, en este caso) evidenciada en los NC-RCBs de mayor
poder estadistico puede ser tan alta que, al normalizar dicha incidencia de tumores al tamafio de la muestra de
los RCBs actuales, la incidencia normalizada ain sefiale carcinogénesis quimica después de ser
estadisticamente comparada con la incidencia normalizada del grupo control negativo. En esta tesis, la
carcinogénesis observada en NC-RCBs de mayor poder estadistico se extrapol6é al RCB so6lo si, después de la
normalizaciéon al tamafio de la muestra de los RCBs actuales, las pruebas estadisticas seguian encontrando

diferencias indicativas de carcinogénesis quimica (casos #6 y #9 de la Tabla 3).

Tabla 3. Algoritmos aplicados en esta tesis para extrapolar al RCB los desenlaces de algunos NC-RCBs

Poder Sustancia Caso Desenlace en el NC-RCB Extrapolacién Computacion
estadistico | deprueba al RCB al desempefio
del NC-RCB del RCB

. #1 o o Verdaderos
Carcindgeno Carcinogénesis Positividad o
positivos
Menor poder | de humanos , ————
o #2 Ausencia de carcinogénesis | No extrapolable No computado
estadistico
que el RCB No- #3 Carcinogénesis Positividad Falsos positivos
carcinégeno #4 ] .
de humanos Ausencia de carcinogénesis | No extrapolable No computado

#5 Carcinogénesis, solo por
. ) i No extrapolable No computado
incidencia no-normalizada
Carcinégeno #6 Carcinogénesis, mediante . Verdaderos
o . . Positividad o
de humanos incidencia normalizada positivos
#7 . . L - Falsos
Mayor poder Ausencia de carcinogénesis Negatividad .
L negativos
estadistico e Carcoaénasis o6l N o
arcinogénesis, solo por o computado
que el RCB . g i P No extrapolable : P .
incidencia no-normalizada (No incluido)
No- - —— -
o #9 Carcinogénesis, mediante . .
carcinégeno . . . Positividad Falsos positivos
incidencia normalizada
de humanos
#10 . . L - Verdadero
Ausencia de carcinogénesis Negatividad .
negativo

Incidencia: En un determinado grupo de estudio (de la forma: dosis / sexo / especie), la proporcién de animales con
uno mas neoplasmas de un mismo tipo tumoral; Incidencia normalizada: Laincidencia de un determinado tipo tumoral
proporcionalmente normalizada (o ajustada) a 50 animales por dosis por sexo por especie; Incidenciano-normalizada:
La incidencia bruta (sin modificaciones matematicas) de un determinado tipo tumoral en grupos de estudio con tamafios
de la muestra mayores a 60; No computado: La no inclusién de un determinado carcinégeno de humanos (0 no-
carcinégeno de humanos) en el calculo de la SEN o SPEC del RCB.
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Cuarto (casos #7 y #10 de la Tabla 3), al tener menor poder estadistico (y, por ende, una sensibilidad
potencialmente inferior), los RCBs replicaran la ausencia de carcinogénesis (asociada con los carcin6genos de
humanos o, alternativamente, con los no-carcindgenos de humanos) observadaen los NC-RCBs de mayor poder
estadistico (analogia: lo que es invisible al microscopio también lo es a la lupa). Ademas, la Tabla 3 especificael
esquema de clasificacién de las sustancias (segln la Fig. 1), a efectos de calcular la SEN o SPEC del RCB (p.
ej., falsos positivos; verdaderos negativos). Caso a caso (casos del #1 al #10), la Tabla 3 se lee de izquierda a
derecha, como se ejemplifica a continuacion. Si el desenlace de un no-carcin6geno de humanos en un NC-RCB

de mayor poder estadistico fue la ausencia de carcinogénesis quimica (caso #10 de la Tabla 3), entonces:

Se dedujo aqui que dicha sustancia seria negativa al RCB vy, por ende, dicho no-carcinégeno de humanos se
computd aqui como un verdadero negativo entregado por el RCB, a efectos de calcular la especificidad del RCB
(seccion 9.4.1; Tabla 3). Para que el desenlace observado en un NC-RCB (ya sea este de mayor o de menor
poder estadistico que el RCB) pueda ser extrapolado al RCB, asi como para catalogar determinados estudios de
carcinogénesis enroedores como equivalentes al RCB, estos estudios deben cumplir con una serie de aspectos
metodoldgicos claves que hoy definen a los RCBs. Para simplificar la comunicacion, en adelante, el término
estudios de carcinogénesis quimica en roedores se usé aqui para mencionar inclusivamente tanto a los RCBs
como a los NC-RCBs extrapolables al RCB. La Tabla 4 describe los aspectos metodol6gicos minimos que esta

tesis requirio para considerar un estudio de carcinogénesis en roedores como atribuible y extrapolable al RCB.

Por consiguiente, las sustancias que cayeron enlos casos #1, #3, #6,#7, #9, y #10de la Tabla 3 debieron cumplir
con todos los aspectos metodolédgicos indicados en la Tabla 4 para ser atribuidas al desempefio predictivo del
RCB (p. ej., como verdaderos positivos; falsos negativos, etc.). Por su parte, la Tabla 5 presenta los aspectos
metodoldgicos que, en adicidon a los especificados en la Tabla 4, fueron requeridos aqui para reconocer la
ausencia de carcinogénesis quimica observada en determinados estudios de carcinogénesis en roedores, como
atribuible y extrapolable al RCB. Requerir el cumplimiento de los aspectos metodolégicos de la Tabla 5 tuvo como
objetivo la identificacion de aquellos estudios de carcinogénesis en roedores con suficiente poder estadistico

como para contar con una sensibilidad equivalente a la del RCB.

Lo anterior, ya que solo los estudios de carcinogénesis quimica en roedores con una sensibilidad equivalente a
la del RCB pueden (1) replicar (y, por ende, predecir) la ausencia de carcinogénesis quimica observable en los
RCBs, o (2) ser identificados como equivalentes al RCB, de modo que la ausencia de carcinogénesis observada
en ellos sea atribuible al RCB. Como parte de la metodologia de esta tesis, los requerimientos de las Tablas 4 y
5 fueron seleccionados tras considerar las guias para la adecuada conduccion del RCB, recomendadas por las
instituciones internacionales que son expertas en este bioensayo [7-9,23,24,72]. A continuacion, se mencionan
otras especificaciones de los estudios de carcinogénesis en roedores, en los que esta tesis basé su evaluacion
del desempefio predictivo del RCB. Por ejemplo, se reconocié la presencia de carcinogénesis quimica (o

resultados positivos en el RCB) cuando los estudios cumplieron con cada una de las siguientes condiciones.

Uno. Si, comparado con el grupo control negativo concurrente, uno (o mas) de los grupos expuestos ala sustancia
de prueba presento un incremento estadisticamente significativo en la incidencia de al menos un tipo de tumor
(benigno o maligno). Dicho desenlace se menciona en adelante como: incremento en la incidencia de tumores.
Con tipo de tumor, nosreferimos a la clasificacion histogénica-histopatolégica de tumores revisadapor McConnell

y col. [73], habitualmente empleada tanto en los RCBs como en los NC-RCBs extrapolables. Dos. Si, segun la
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Tabla 4. Los aspectos metodolégicos que fueron requeridos en estatesis para reconocer ciertos estudios de
carcinogénesis quimica en roedores, reportados en la literatura, como atribuibles y extrapolables al RCB

Ser conducidos en ratas (Rattus norvegicus) o ratones (Mus musculus).

No corresponder a estudios del tipo: “iniciacién-promocién; co-exposicién a factores modificantes (p. €j.,
cambios dramaticos comparado con la dieta estandar), o co-exposicion a sustancias carcinogénicas.”

No incurrir en intervenciones quirdrgicas (p. €j., castracion, hepatectomia, histerectomia) sobre un porcentaje
significativo (p. ej., > 5%) de los animales, por ejemplo, como parte de la metodologia usada por los

investigadores para verificar las hipotesis del estudio en cuestion.

Incurrir en tratamiento farmacoldgico (para evitar la enfermedad o muerte de algunos roedores por causas
ajenas a la sustanciade prueba; p. ej., infecciones) sélo con drogas o farmacos que, cuando fueron ensayados

in solo (en solitario) en otros RCBs, resultaron en ausencia de carcinogénesis quimica.

Como vehiculos o solventes para el suministro de la sustancia de prueba a los roedores, haber usado
sustancias generalmente reconocidas como farmacolégicamente inertes.

Contar con un grupo control negativo concurrente y adecuado.

No ser conducidos en animales transgénicos.

Haber transcurrido sin infecciones conocidas por incrementar el riesgo de neoplasia en roedores.

Detectar y diagnosticar los tumores mediante histopatologia oncoldgica.

Aplicar el alimento y el ciclo de luz-oscuridad estandar de las pruebas de toxicologia preclinica.

Tabla 5. Los aspectos metodoldgicos que fueron requeridos en estatesis, para reconocer ciertos estudios de
carcinogénesis en roedores concurrentes con ausencia de carcinogénesis quimica, como atribuibles al RCB

Someter a examinacion histopatoldgica un abundante conjunto de 6rganos (p. j., higado, rifién, pulmén, bazo,
vejiga urinaria, estdbmago, intestino delgado, intestino grueso, tiroides, timo, glandula mamaria, Utero).

Ensayar una dosis maxima tolerada (MTD). Para sustancias de escasa toxicidad, como alternativa a la MTD,
haber ensayado una dosis limite equivalente a: (1) 1 g/kg de peso corporal, para estudios con suministro por
via oral; (2) 5% peso/volumen, para estudios con suministro mediante el agua de beber, o (3) 5% del peso
del alimento, para estudios con suministro de la sustancia de prueba mediante el alimento.

Examinar un numero significativo de animales en riesgo. Esto es, (1) haber iniciado el estudio con al menos
40 roedores por grupo de estudio (es decir, 40 animales por especie por sexo por dosis), y no haber observado

anormalidades en la tasa de supervivencia comparado con el grupo control negativo concurrente, o (2) llegar
al final del estudio con un minimo de 20 roedores vivos en los distintos grupos de estudio.

Tratar a los animales con la sustancia de prueba durante un minimo de (a) 18 meses, en el caso de los
ratones, o (b) 22 meses, en el caso de las ratas.

prueba estadistica Cochran-Armitage Test for Trend, el incremento en la incidencia de tumores estuvo
acompafiado de una tendenciadel tipo dosis-respuesta[41,43]. Tres, silos autores del estudio de carcinogénesis
quimica en roedores, reportaron un incremento estadisticamente significativo en la incidencia de tumores segin
las pruebas estadisticas “Peto” o “Poly-k,” las cuales estan reconocidas como las mas adecuadas para la
interpretacion estadistica de los datos de los RCBs [23,24]. Cuatro. Como alternativa a la condicion anterior, si el
autor de esta tesis verificd un incremento estadisticamente significativo en la incidencia de tumores mediante la
Prueba Exacta de Fisher (de dos colas, y con alfa de 0.05). Por otra parte, y siguiendo la hipétesis de que: « el

RCB presentaria una sensibilidad distinta dependiendo del modo de accion de los carcinégenos », esta tesis
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evalud la SEN del RCB clasificando primero a los carcinégenos de humanos en (a) mutagénicos, o (b) no-
mutagénicos [41,43]. Como mutagénicos, se reconocid aqui a los carcinégenos de humanos que (1) tienen fuerte
evidencia mecanicista de que operan mediante modos de accion genotoxicos, segun las evaluaciones de la IARC,
y que, a su vez (2) cuentan con evidencia de mutagenicidad enlas pruebasde toxicologia genética [76,77]. Como
mutagénicos, también reconocimos a los carcindégenos de humanos que tienen un mecanismo de accién (1) bien
caracterizado en la literatura, y (2) empiricamente asociado con la mutagénesis (p. €j., la aduccién covalente con

el ADN; la inhibicién de topoisomerasas; la unién al surco menor del ADN) [74,75,116-125].

Como no-mutagénicos, esta tesis identificd aquellos carcin6genos de humanos que (1) no cumplieron con
ninguno de los criterios de la Tabla 6 (es decir, aquellos carcinégenos de humanos que, segln la evidencia
experimental, carecen de genotoxicidad), y que (2) segun la evaluacién de los expertos de la IARC [57], tienen
fuerte evidencia mecanicista de que operan mediante modos de accidn no-genotdxicos, tales como los indicados
en la Tabla 7 [76,77]. Siguiendo la hipotesis de que: « el RCB ofreceriauna sensibilidad diferente dependiendo
de la ruta de exposicion de los roedores a las sustancias de prueba », esta tesis estimo6 la SEN del RCB segun
las siguientes vias de exposicion. Uno. Por via oral, juntando en esta categoria diferentes rutas tales como (1) el
agua de beber (a saber, la disolucién o suspensién de la sustancia de prueba en el agua de beber); (2) los
alimentos (a saber, la incorporacion y mezcla de la sustancia de prueba en los alimentos), o (3) la alimentacion

forzada mediante sonda orogastrica (t.c.c. gavage).

Dos. Por via de la inhalaciéon (en adelante, mencionada como la via inhalatoria). Para evaluar la SEN del RCB
segun esas vias de exposicion, primero, fue necesario identificar las vias mediante las cuales se expusieron las
personas (aquellas en las que se encontrd un incremento en la incidencia de céancer atribuible) a las sustancias
reconocidas por la IARC, la U.S. EPA, o el U.S. NTP como carcinégenos de humanos [57-59]. Esas vias de
exposicién se identificaron aqui revisando los estudios epidemioldgicos en los que se basaron esas instituciones
para reconocer que, para dichas sustancias, hay suficiente evidencia epidemiolégica de carcinogénesis quimica
en humanos [41,43]. Para evaluar la SEN del RCB segun la via de exposicién, el numerador y denominador de
la Ecuacion #2 tuvo que corresponder a: los carcindgenos de humanos ensayados en el RCB mediante la misma

via de exposicion para la que, epidemiolégicamente, se observo el incremento en laincidencia de cancer humano.

Para la mayoria de los carcin6genos de humanos en los que basamos la evaluacion de la SEN del RCB segun
la via de exposicion, si hubo concordancia entre las vias de exposicién de los estudios epidemiolégicos en
humanos, y aquellas empleadas en los estudios de carcinogénesis quimica en roedores. Sin embargo, varios
carcinégenos de humanos fueron ensayados en el RCB so6lo mediante vias de exposicién distintas a las
involucradas en la evidencia epidemiolégica de carcinogénesis en humanos. No obstante, la carcinogénesis
quimica observada en roedores mediante vias de exposicion distintas a las involucradas en la evidencia
epidemioldgica de carcinogénesis quimica en humanos, se consideré aqui como: « extrapolable a los RCBs
hipotéticamente conducidos mediante la via de exposicion en humanos », si dicha conclusion esta soportada por

los siguientes casos. Uno, la evidencia empirica del carcinégeno (cualquiera de los criterios de la Tabla 8).

Dos, y en términos de revision de la literatura, si la grande mayoria de las sustancias que han resultado
carcinogénicas en el RCB por una determinada via de exposicién, también resultaron carcinogénicas en el RCB
por la via de exposicion objeto de extrapolacion. Al respecto, las Tablas Al, A5, y A8 constituyen una parte

significativa de tal revision de la literatura. Para los carcindgenos de humanos en los que basamos la evaluacion
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de la SEN del RCB, las Tablas Al y A5 muestran (1) la ruta de exposicion mediante la que se observé
carcinogénesis quimica en el RCB, asi como (2) la via de exposicion involucrada en el aumento de la incidencia
de cancer humano. De ese modo, las Tablas Al y A5 permiten identificar los casos (es decir, los carcinégenosy
las rutas de exposicién involucradas) en los que realizamos una extrapolacion de carcinogénesis quimica, entre

distintas rutas de exposicion del RCB.

Tabla 6. Criterios empleados en esta tesis para identificar la mutagenicidad de los agentes quimicos

Criterio Descripcidn

Evidencia de Mutagenicidad in vitro o in vivo (al menos, mediante 1 bioensayo in vitro o in vivo) +
No. 1 Evidencia de Clastogénesis o Dafio al ADN in vivo (al menos, mediante 2 bioensayos distintos que
cubran cualquiera de estos dos modos de accioén; p. €j., 2 bioensayos de clastogénesis in vivo).

Evidencia de Mutagenicidad in vitro o in vivo (al menos, mediante 1 bioensayo in vitro o in vivo) +
Evidencia de Clastogénesis o Dafio al ADN in vitro (al menos, mediante 2 bioensayos distintos
No. 2 qgue cubran cualquiera de los dos modos de accion; p. €j., 1 bioensayo de clastogénesis in vitro y
1 bioensayo de dafio al ADN in vitro) + Evidencia de Clastogénesis o Dafio al ADN in vivo (al
menos, mediante 1 bioensayo in vivo dedicado a cualquiera de esos dos modos de accion).

Evidencia de Mutagenicidad in vitro (al menos, mediante 1 bioensayo) + Evidencia de
No. 3 Mutagenicidad in vivo (al menos, mediante 1 bioensayo) + Evidencia de Clastogénesis o Dafio al
ADN in vivo (al menos, mediante 1 bioensayo dedicado cualquiera de los dos modos de accion).

Evidencia de Clastogénesis y Dafio al ADN in vivo (al menos, mediante 3 bioensayos distintos
No. 4 | que, en conjunto, abarquen esos dos modos de accion; p. €j., 2 bioensayos de clastogénesis in
vivo + 1 bioensayo dafio al ADN in vivo).

Evidencia de Mutagenicidad in vitro o in vivo (al menos, mediante 2 bioensayos; Ejemplo #1: 1
bioensayo in vitro y 1 bioensayo in vivo; Ejemplo #2: 2 bioensayos in vitro) + Evidencia de
Clastogénesis o Dafio al ADN in vivo (al menos, mediante 1 bioensayo dedicado a cualquiera de
esos dos modos de accién)

No. 5

Nota: Los bioensayos aceptados para cumplir con los criterios de la Tabla 6 se especifican enla Tabla A2 (Apéndice).

Los modos de accién aludidos en esta Tabla 6 son (1) mutagénesis; (2) clastogénesis; y (3) rotura multiple del ADN.

Tabla 7. Modos de accién carcinogénica de los carcindgenos no-mutagénicos. [76,77]

Accién farmacologica sobre receptores de membrana o | Proliferacion celular (independiente de, o no
receptores nucleares (p. €j., agonismo, antagonismo). asociada con la citotoxicidad).

Inflamacion cronica. Inmortalizacion celular.

Inmunosupresion. Mitogénesis (o Hiperplasia) regenerativa.

Alteraciones epigenéticas que (1) favorezcan la mitogénesis (p. €j., el encendido de proto-oncogenes), o (2)
que desfavorezcan la apoptosis (p. €]., el apagado de genes supresores de tumores).

Por otro lado, con frecuencia, una misma sustancia ha sido ensayada en mas de un estudio de carcinogénesis
quimica en roedores, incluyendo al RCB (a saber, estudios conducidos ya sea por el mismo grupo de
investigacion, o por grupos de investigacion diferentes). En esos casos, estatesis reconocio el desenlace final (o
el resultado global) de las sustancias en el RCB, segun la suma algebraica entre (1) el nimero de estudios

adecuados con resultado positivo (o de carcinogénesis quimica), y (2) el nimero de estudios adecuados con
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Tabla 8. Criterios para extrapolar la carcinogenicidad de una sustancia, observada en los RCBs mediante una
via de exposicidn, a otras vias de exposicion por las que esa sustancia ain no ha sido ensayada en el RCB

Biodisponibilidad oral en humanos o roedores >10% (Nota #1: Este criterio se aplicé so6lo en el caso de
extrapolaciones desde las vias inhalacion o inyeccion parenteral, hacia la via oral. Nota #2: Este criterio se
considerd valido, de acuerdo con los datos revisados en Suarez-Torresy col. [84]. Los datos revisados por
dichos autores muestran que: una biodisponibilidad >10% basta para que, a dosis suficientes, los
carcindgenos con suficiente potencia inflijan la carcinogénesis quimica [84].

La sustancia es un farmaco autorizado para uso médico por la via de exposicion objeto de la extrapolacion;
lo que sugiere que, mediante esa via de tratamiento, la sustancia (1) tiene considerable biodisponibilidad; (2)
es biolégicamente activa, y, por ende, (3) tiene carcinogenicidad innata (entre otras propiedades
farmacoldgicas que esta puedatener por dicha via), si la sustancia se trata de un carcinégeno.

Si, de acuerdo con la literatura, se observaron respuestas bioldgicas estadisticamente significativas (p. €j.,
respuestas terapéuticas; respuestas toxicas) mediante la via objeto de extrapolacién. Lo anterior implicaria
gue, en condiciones de exposicién suficientes, la carcinogenicidad de esta sustancia sera concurrente con
las otras respuestas bioldgicas ya observadas en los mencionados estudios.

Nota: Estos criterios se aplicaron sobre la base sustancia por sustancia (es decir, caso a caso)

resultado negativo (o de ausencia de carcinogénesis quimica). Esta tesis considerd dicha aproximacion como:
« menos propensa a sesgos sobre la posible carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) en el RCB, de
una determinada sustancia de prueba ». Ademés, dicha aproximacién buscé considerar la inevitable influencia
de la desconocida repetibilidad y reproducibilidad del RCB, sobre la SEN y SPEC de este bioensayo preclinico.
Por ejemplo, si la repetibilidad y reproducibilidad del RCB fuese significativamente menor a 100%, entonces, se
encontrarian resultados tanto positivos como negativos después de someter una misma sustancia de prueba a
multiples RCBs. En tal sentido, dicha aproximacién concordd con el enfoque de evaluacion conocido como el
peso de la evidencia (Weight of Evidence), empleado, por ejemplo, por la FAO/WHO JMPR para discernir la
posible carcinogenicidad para los humanos por ingestion, de aquellas drogas pesticidas (ingredientes activos de

productos plaguicidas) que fueron ensayadas en multiples estudios de carcinogénesis quimica en roedores [78].

9.4. Estimacion de la especificidad del RCB

9.4.1. Céalculo

La especificidad (SPEC) de un bioensayo preclinico describe su grado de habilidad en ser insensible (es decir,
de no-responder) a las sustancias que carecen de una determinada habilidad o propiedad, segun lo establecido
por el estandar de referenciasimulado por el bioensayo [4,44,52]. Desde un conjunto de sustancias ensayadas
tanto en el bioensayo predictivo como en su estandar de referencia, tipicamente, la SPEC se calcula como: « la
proporcion de sustancias que resultaron negativas en el bioensayo predictivo del total de sustancias que son
negativas al respectivo estandar de referencia » [4,44,52-54]. Al respecto, Suarez-Torresy col. [55] revisaron la
base matemética del célculo corriente de la SPEC, segun lo explicado a continuacion. La especificidad (SPEC)
de un bioensayo preclinico puede plantearse en términos probabilisticos partiendo de preguntas como: « ¢ Cual

es la probabilidad de que el bioensayo preclinico entregue un resultado negativo dado que la sustancia de prueba
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es negativa al estandar de referenciasimulado por dicho bioensayo? ». Segun la definicion de probabilidad en
términos de frecuencia relativa [56], Suarez-Torres y col. [55] plantearon que esa pregunta puede formularse en
términos de probabilidad condicional [56], como se muestra en la Ecuacién #3. En la Ecuacién #3, (1) el término
P(BIOASSAY- | RS-) expresa: la probabilidad de que el bioensayo predictivo entregue un resultado negativo
toda vez que la sustancia de prueba es negativa al respectivo estandar de referencia; (2) el término
n(BIOASSAY- N RS-), representa el niumero de sustancias que resultaron negativas tanto en el bioensayo
preclinico como en su estandar de referencia, y (3) el término nRS—, representa el nimero total de sustancias
negativas al estdndar de referencia que, a su vez, cuentan con resultados disponibles en el bioensayo
correspondiente. Ergo, para las sustancias que son negativas al respectivo estandar de referencia, el término
nRS- incluye alos verdaderos negativos y a los falsos positivos entregados por el bioensayo. En la medida que
el bioensayo preclinico tenga mayor especificidad (SPEC), mayor seré la probabilidad expresada por el término
P(BIOASSAY- | RS-), y viceversa. Por consiguiente, en la Ecuacion #3, el término P(BIOASSAY- | RS-) es

intercambiable con (y equivalente a) la expresion SPEC, lo que da lugar al célculo tipico de la especificidad:

n(BIOASSAY — N RS—)

P(BIOASSAY — | RS —) = 3

( I ) RS = 3)

SPEC = P(BIOASSAY— |RS —) n(BIOASSAY — N RS—) _ verdaderos negativos 100% (4
= —IRS =)= nRS — "~ verdaderos negativos + falsos positivos % 6@

9.4.2. Reconocimiento delas sustancias negativas al estandar de referencia

En esta tesis, la especificidad del RCB se evalué como: « el porcentaje de sustancias negativas al RCB dentro
de un conjunto de sustancias identificadas aqui como negativas al estandar de referencia simulado por el RCB »
(Ecuacién #4) [42,43]. Previamente (seccion 9.3.2), se argumenté que la farmacoepidemiologia y
toxicoepidemiologia estan generalmente reconocidas como los estandares de referencia, cuyos resultados busca
predecir el RCB. Ahora bien, esta tesis no encontro evaluaciones (p. €j., trabajos académicos, evaluaciones de
instituciones gubernamentales) basadas en estudios epidemiolégicos que, en el plano toxicolégico de la
identificaciéon de peligros, muestren la carencia de carcinogenicidad innata para los humanos de sustancias
especificas. Lo anterior, podriadeberse a (1) la titanica dificultad de probar un negativo (o la negatividad), como
fendmeno de la naturaleza, y, en particular (2) a la enorme dificultad de probar que algunas sustancias carecen
de carcinogenicidad innata mediante la epidemiologia. Entonces, estatesis opto por descartar a la epidemiologia

como herramienta para identificar a las sustancias carentes de carcinogenicidad innata para los humanos.

En consecuencia, ideamos un método alternativo a la epidemiologia para examinar la posible carencia de
carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias. Al respecto, (1) basado en lo avanzado del
conocimiento que hay sobre los mecanismos de accion fisiolégica, farmacolégica, o toxicologica de las
sustancias, y (2) con base en el poder del razonamiento humano para resolver interrogantes desde los datos, fue
que planteamos la siguiente hipotesis: « que, mediante la corriente de evidencia conocida en toxicologia
reguladora como los datos mecanicistas [1,79], seria posible identificar a las sustancias carentes de

carcinogenicidad innata para los humanos con confianzay aceptacién internacional » [42,43]. Asi, divisamos una
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serie de caracteristicas mecanicistas que, sobre la base caso por caso, pueden justificar la clasificacion de una
determinada sustancia como carente de carcinogenicidad innata para los humanos (en adelante, sustancias
mencionadas aqui como los no-carcinégenos de humanos) [42,43]. En tal sentido, la Tabla 9 recoge las
caracteristicas mecanicistas usadas en esta tesis para identificar a los no-carcindégenos de humanos (a saber,
no-carcindgenos de humanos sobre los cuales basar la evaluacion de la SPEC del RCB). Ahora bien, por si sola,
ninguna de las caracteristicas de la Tabla 9 se propuso aqui como suficiente evidencia para justificar el
reconocimiento de una sustancia como no-carcindgenos de humanos. Sobre la base sustancia por sustancia,
esta tesis interpret6 diferentes combinaciones de las caracteristicas mecanicistas de la Tabla 9, como indicativo

de la carencia de carcinogenicidad innata para los humanos de sustancias especificas [42,43].

Para cada no-carcindgeno de humanos en los que basamos la evaluacién de la SPEC del RCB, la Tabla A7
especifica los datos mecanicistas mediante los que identificamos dichas sustancias como no-carcinégenos de
humanos [42,43]. Las distintas combinaciones de datos mecanicistas empleadas aqui para identificar a los no-
carcindgenos de humanos, apuntaron sélidamente hacia la carencia de carcinogenicidad innata para los
humanos de la sustancia en cuestion (Tabla 9; Tabla A7). Como ejemplo de lo anterior, resumiremos el caso de
una de las 92 sustancias identificadas aqui como no-carcinégenos de humanos [42,43]. La glicerina (t.c.c.
glicerol) fue identificada aqui como un no-carcinégeno de humanos, considerando que la glicerina es (1) una
molécula nutricional presente en una diversidad de alimentos de origen animal y vegetal; (2) ubicuaen el cuerpo
humano, por ser esqueleto de triglicéridos y fosfolipidos; (3) un metabolito endégeno del cuerpo humano, y (4)

carente de mutagenicidad y genotoxicidad en distintas pruebas de toxicologiagenética [42,43].

En ese sentido, (1) debido a la insignificante preocupacion por carcinogenicidad que despiertan las sustancias
que cumplen con caracteristicas de la Tabla 9, sumado a (2) lo costoso y prologando de los RCBs, la gran
mayoria de los no-carcinégenos de humanos nunca seran ensayados en el RCB. Considerando lo anterior,
enfocamos la busquedade los no-carcinégenos de humanos en aquellas sustancias (1) con alta propension a la
carencia de carcinogenicidad innata, y (2) que, por imposicién gubernamental, si hubiesen sido ensayadas en el
RCB (p. €j., como requisito para su comercializacién). Figuramos entonces que, en su enorme mayoria, los no-
carcinogenos de humanos ensayados en el RCB serian aditivos alimentarios, excipientes de medicamentos, o
ingredientes de productos cosmeéticos. Para conocer la mayor cantidad de potenciales no-carcinbgenos de
humanos, posiblemente ensayados en el RCB, esta tesis consulté las bases de datos de la Tabla 10.

Tabla 9. Caracteristicas mecanicistas empleadas en esta tesis como indicativo parcial de la carencia de
carcinogenicidad innata para los humanos de sustancias especfificas

En el caso de las sustancias que son una mezcla de distintas entidades moleculares, estar compuestas en
Su gran mayoria por sustancias nutricionales de origen natural (p. €j., carbohidratos, proteinas, aminoacidos)

Ser una molécula (o entidad molecular) nutricional de origen natural (p. €j., la sucrosa).

Ser una vitamina o, alternativamente, el precursor de una vitamina (p. €j., el beta-caroteno).

Ser un intermediario del metabolismo humano (p. ej., el acido citrico).

Estar extensivamente presente en las dietas humanas tradicionales.

Ser sustantivamente metabolizada en sustancias nutricionales.

En proporciones significativas, ser constituyente de frutas y vegetales comestibles.

(continGa)
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Tabla 9. Caracteristicas mecanicistas empleadas en esta tesis como indicativo parcial de la carencia de
carcinogenicidad innata para los humanos de sustancias especificas (continuacion)

Ser sustantivamente metabolizada a intermediarios del metabolismo fisioldgico humano.

Ser sustantivamente metabolizada a subproductos del metabolismo fisiolégico humano.

No ser metabolizada (en ningun grado) tras (1) ser absorbida, y (2) tras estar sistémicamente biodisponible.

Experimentar insignificante o irrelevante absorcién oral (p. €j., < 1%).

Carecer de mutagenicidad y genotoxicidad.

Ser sustantivamente metabolizada a sustancias bioldgicamente inertes (es decir, a sustancias de minuscula
o diminuta toxicidad; p. ej., el &cido hipurico).

No haber incrementado la incidencia de lesiones histopatolégicas (incluyendo tanto a las lesiones no-
neoplasicas como a las lesiones pre-neopléasicas) en estudios de toxicidad crénica en perros y primates.

No haber incrementado la incidencia de lesiones pre-neoplasicas en el RCB.

Carecer de los mecanismos de accion asociados a la mutagénesis u otras formas de genotoxicidad (p. €j.,
aduccion covalente al ADN; inhibicion de las topoisomerasas; inhibicion de ADN-polimerasas; inhibicion de
la polimerizacion de los microtubulos).

Tabla 10. Bases de datos consultadas en esta tesis para encontrar potenciales no-carcinégenos de
humanos ya ensayados en el RCB

U.S. FDA Inactive Ingredient Search for Approved Drug Products.

U.S. FDA GRAS Substances (SCOGS) Database.

U.S. FDA GRAS Notices Inventory.

U.S. FDA Summary of Color Additives for Use in the United States in Foods, Drugs, Cosmetics, and
Medical Devices.

Evaluations of the FAO/WHO JECFA (Functional class: Food additives).

Cosling: the European Commission Database on Cosmetic Substances and Ingredients.

9.4.3. Reconocimiento de los resultados de las sustancias en el RCB

Aplicamos la metodologia descritaen la seccién 9.3.3 (incluyendo los criterios de las Tablas 4 y 5) para reconocer
los resultados en el RCB (a saber, carcinogénesis quimica vs. ausencia de carcinogénesis quimica) de las
sustancias identificadas aqui como no-carcinégenos de humanos (Tabla A7). Por otra parte, todos los no-
carcindgenos de humanos en los que basamos la especificidad (SPEC) del RCB, son sustancias que s6lo fueron
ensayadas por via oral en los respectivos estudios de carcinogénesis quimica en roedores (Tabla A7). Esta tesis
no encontro (ni estuvo al tanto de) argumentos que justifiquen laextrapolacion de los resultados observados por
la via oral del RCB, a las otras vias de exposicion empleadas en este bioensayo. Como lo muestra la Tabla A7,
casi todas las sustancias identificadas aqui como no-carcin6genos de humanos, son sustancias que cuentan con
evidencia empirica de carencia de genotoxicidad. Como consecuencia, en materia de SPEC, esta tesis sélo
evaluo: «la SPEC de la via oral del RCB hacia los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico ».
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10. Metodologia (Parte 2: Objetivos Especificos #3 y #4)

10.1. Célculos (valores predictivos y probabilidades de verosimilitud)

El valor predictivo positivo (VPP) es un concepto que menciona: « la probabilidad cuantitativa de que el resultado
positivo entregado por un bioensayo preclinico para una determinada sustancia, concuerde (y, por ende, de que
correctamente prediga) el resultado de esa misma sustancia en el respectivo estandar de referencia (simulado
por dicho bioensayo) » [55]. El VPP también puede expresarse como: « la probabilidad de que el resultado
positivo entregado por un bioensayo predictivo para una determinada sustancia, se trate de unverdadero positivo
(y no de un falso positivo) » [55]. Por su parte, el valor predictivo negativo (VPN) menciona: « la probabilidad
numeérica de que el resultado negativo entregado por una prueba preclinica para una sustancia, coincida (y
correctamente prediga) el desenlace de esa misma sustancia en el respectivo estandar de referencia » [55]. Por
ende, el VPN también puede interpretarse como: « la probabilidad de que el resultado negativo entregado por

una prueba preclinica para una sustancia, se trate de un verdadero negativo (y no de un falso negativo) » [55].

Segun lo explicado en las secciones 2 y 9.3.2, en el caso del RCB, el VPP corresponde a: « la probabilidad
numérica de que la sustancia de prueba (que resulté positiva en el RCB) sea connaturalmente carcinogénica
para los humanos ». Del mismo modo, en el caso del RCB, el VPN corresponde a: « la probabilidad numérica de
gue la sustancia de prueba (que resulté negativa en el RCB) carezca de carcinogenicidad innata para los
humanos ». Desde un conjunto de sustancias examinadas tanto en el bioensayo preclinico como en su estandar
de referencia, (1) el VPP se calcula como: « la proporcidn de sustancias positivas al estandar de referencia del
total de sustancias positivas en el bioensayo predictivo » [55], mientras que, (2) el VPN se calcula como: « la
proporcion de sustancias negativas al estandar de referencia del total de sustancias negativas en el respectivo
bioensayo » [55]. Al respecto, Suarez-Torresy col. [55] revisaron las bases del célculo corriente de los VPP y
VPN, segun lo explicado a continuacién. Para una sustancia particular, el VPP del resultado (positivo) entregado
por un determinado bioensayo, puede plantearse en términos probabilisticos con preguntas tales como: «¢ Cual
es la probabilidad de que la sustancia de prueba sea positiva al respectivo estandar de referencia dado que dicha

sustancia resulté positiva en el bioensayo preclinico correspondiente?» [55].

Semejantemente. Para una determinada sustancia, el VPN del resultado (negativo) entregado por un bioensayo
particular puede plantearse en términos probabilisticos desde preguntas como: «¢ Cual es la probabilidad de que
la sustancia de prueba sea negativa en el respectivo estandar de referencia dado que la sustancia resultd
negativa en el bioensayo predictivo que simula dicho estandar de referencia?». Segin la definicion de
probabilidad en términos de frecuencia relativa [56], Suarez-Torres y col. [55] revisaron que dichas preguntas
pueden formularse en términos de probabilidad condicional (Ecuaciones #5 y #7) [55,56]. En la Ecuacion #5, (1)
el término P(RS+ | BIOASSAY+) expresa: la probabilidad de que la sustancia de prueba sea positiva al estandar
de referencia dado que dicha sustancia resultd positiva en el respectivo bioensayo; (2) el término n(RS+HN
BIOASSAY+) representael niumero de sustancias que resultaron positivas tanto en el bioensayo preclinico como
en su estandar de referencia (esto, por definicion, corresponde a los verdaderos positivos), y (3) el término

nBIOASSAY+ expresa el niUmero de sustancias positivas al bioensayo preclinico con resultados disponibles en
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el estandar de referencia. Ental sentido, el término nBIOASSAY+ abarca a los verdaderos positivos y a los falsos
positivos que la prueba preclinica ha entregado para distintas sustancias que son positivas 0 negativas a su
estandar de referencia (p. €j., ver Fig. 1), el. Por definicién, el VPP equivale a la probabilidad denotada por el
término P(RS+ | BIOASSAY+) [55]. Por ende, en la Ecuacion #5, el término P(RS+ | BIOASSAY+) es sustituible

por (y equivalente al) el término VPP, lo que deriva en el calculo corriente del valor predictivo positivo:

n(RS + N BIOASSAY +)

P(RS + | BIOASSAY +) = 5
( | ) nBIOASSAY + ®
n(RS + N BIOASSAY +) verdaderos positivos
VPP = P(RS + | BIOASSAY +) = = — — X 100% (6)
nBIOASSAY + verdaderos positivos + falsos positivos

Suarez-Torres et al. [55] también revisaron que, segun la definicién de probabilidad en términos de frecuencia
relativa [56], la pregunta mencionada arriba acerca del valor predictivo negativo (VPN) puede formularse en

términos de probabilidad condicional, como se muestra en la Ecuacion #7.

n(RS — N BIOASSAY —)
P(RS— | BIOASSAY —) ~ nBIOASSAY — @

En la Ecuacion #7, (1) el término P(RS—- | BIOASSAY=-) expresa: la probabilidad de que la sustancia de prueba
sea negativa al estdndar de referenciatoda vez que esta sustancia resulté negativa en el respectivo bioensayo
predictivo; (2) el término n(RS—-N BIOASSAY-) representa el nimero de sustancias que resultaron negativas
tanto en el bioensayo preclinico como en su estandar de referencia (es decir, los verdaderos negativos
entregados por el bioensayo), y (3) el término nBIOASSAY- expresa el nimero de sustancias que resultaron
negativas en el bioensayo preclinico con resultados disponibles en el respectivo estandar de referencia. En ese
sentido, el término nBIOASSAY- abarca tanto a los verdaderos negativos como a los falsos negativos que la
prueba preclinica ha entregado para distintas sustancias que ya fueron examinadas en el respectivo estandar de
referencia (Fig. 1) [55]. Segun lo revisado al comienzo de esta seccion 10.1, conceptualmente, el VPN equivale
al término P(RS—| BIOASSAY-) [55]. Por tanto, en la Ecuacion #7, el término P(RS- | BIOASSAY-) es sustituible

por el término VPN, lo que conduce al célculo corriente del valor predictivo negativo (VPN):

n(RS — N BIOASSAY —) verdaderos negativos

= x 100% (8)
nBIOASSAY — verdaderos negativos + falsos negativos 6 (

VPN = P(RS — | BIOASSAY —) =

Ahora bien. Suarez-Torres y col. [55] razonaron que, mediante las Ecuaciones #6 y #8, la estimacion de los
valores predictivos es correcta si, y solo si, el conjunto de sustancias ya examinadas tanto en el bioensayo
preclinico como en su estandar de referencia, corresponde a: «una agrupacion consistente de sustancias
claramente similares (0 semejantes) a la sustancia de la que estamos estimando el valor predictivo del resultado
entregado por un determinado bioensayo preclinico (p.ej., sobresaliente semejanza en términos fisicoquimicos,
quimicos, farmacoldgicos, o toxicolégicos)». Dichos autores denominaron a la estimacion de los valores

predictivos via Ecuacion #6 o Ecuacion #8, el Pronéstico Directo (the Straightforward forecasting) [55].
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Los autores también plantearon que, para que la sobresaliente semejanza (entre el conjunto quimico y la
sustancia de prueba) sea relevante, la similitud deberia ser en términos de atributos (p. ej., farmacoforos;
mecanismos de accion farmacolégica) con notable influencia sobre el punto final (o endpoint) examinado por el
estandar de referenciarespectivo [55]. En ciertos casos, sin embargo, no se sabe con certeza si las sustancias
ya examinadas tanto en el bioensayo predictivo como en su estandar de referencia (en adelante, sustancias
mencionadas aqui como el conjunto quimico) son claramente similares, semejantes, o representativas de la
sustancia de prueba (Caso #1). En otros casos, no se logra con certeza identificar una clase (o categoria) a la
cual atribuir a la sustancia de prueba (p. €j., en términos de clase quimica, farmacoldgica, etc.), lo que impide

evaluar si hay sobresaliente semejanza entre el conjunto quimico y la sustancia de prueba (Caso #2).

En otras instancias, la cantidad de quimicos de la misma clase (o categoria) que la sustancia de prueba, ya
examinados tanto en el bioensayo preclinico como en el estandar de referencia que este simula, resulta
insuficiente como para soportar la idoneidad en el uso de las Ecuaciones #6 y #8 (debido a que, si el conjunto
guimico es muy pequefio, hay una importante probabilidad de que el mismo no sea lo suficientemente
representativo de la sustancia de prueba) (Caso #3) [55]. Esto tltimo (el Caso #3), ilustra como la confiabilidad
y relevancia de los valores predictivos (p. €j., el VPP) depende del tamafio del (es decir, de la cantidad de
sustancias contenidas en el) conjunto quimico, en el que se basa la respectiva estimacion. En casos como los
mencionados anteriormente (Casos del #1 al #3), seria deseable contar con otro procedimiento que permita
aproximarnos a los valores predictivos de la manera menos dependiente posible con respecto de: la semejanza

entre el conjunto quimico y la sustancia de prueba.

A continuacion, se resume la aproximacion matematica propuesta por esta tesis para tales casos. En el caso de
los bioensayos preclinicos, el cociente de verosimilitud positiva (LR+) expresa: « cuantas veces mas probable es
que la prueba preclinica entregue resultados positivos para las sustancias que son positivas al respectivo
estandar de referencia, comparado con las sustancias que son negativas a dicho estandar de referencia »
(Ecuacion #9) [55,80,81]. Por su parte, el cociente de verosimilitud negativa (LR-) denota: « cuantas veces mas
probable es que el bioensayo entregue resultados negativos para las sustancias que son negativas al respectivo
estandar de referencia, comparado con las sustancias que son positivas a dicho estandar de referencia »
(Ecuacion #10) [55,80,81]. De acuerdo con la estadistica, tanto el numerador como el denominador de los

cocientes de verosimilitud corresponde a probabilidades condicionales [55,80,81]. En tal sentido, lademostracion

P(BIOASSAY + | RS +)

LROH = 5 BI0ASSAY + IRS —) )
LR(2) = P(BIOASSAY — | RS —) 10
"~ P(BIOASSAY — | RS +) (10)
P(BIOASSAY +|RS+)  SEN a1
P(BIOASSAY + |RS—) ~ 1 —SPEC )
P(BIOASSAY — | RS —) SPEC
~ (12)

P(BIOASSAY — |RS+) ~ 1—SEN
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matematica planteada en Suarez-Torresy col. [55] muestra que las Ecuaciones #11 y #12 son matematicamente
correctas, asi como el origen de dichas ecuaciones. A su vez, la incorporacion (1) de la Ecuacion #11 en la
Ecuacion #9, y (2) la incorporacion de la Ecuacion #12 en la Ecuacion #10, resulta en: « que los cocientes de
verosimilitud asociados a los resultados de una prueba predictiva, pueden ser estimados desde el conocimiento

disponible acerca de la sensibilidad y especificidad de dicho bioensayo predictivo » [55], a saber:

LR(+) = SEN 13
~ 1—SPEC 13)
LR(-) ~ SPEC 14

1 —SEN (14)

Al ser razones (t.c.c. ratios), los cocientes de verosimilitud (p. ej., el LR+) no son ni probabilidades (t.c.c.
probabilities) ni chances (t.c.c. odds) [p. ej., examinar la Ecuacion #9]. Sin embargo, el Prof. Goodman [81]
desarrollé una matematica que permite traducir los cocientes de verosimilitud al campo de las probabilidades, lo
cual, segln esta tesis doctoral (ver abajo), permite traducir los cocientes de verosimilitud en términos de valores
predictivos (es decir, traducir los cocientes de verosimilitud en probabilidades de concordancia entre los
resultados de un bioensayo predictivo y los de su estandar de referencia). Goodman [81] mostré que el inverso
de cada cociente de verosimilitud puede traducirse en términos del valor-p (t.c.c., p-value). A continuacién, esta
tesis aplica el planteamiento de Goodman [81] al caso de los bioensayos preclinicos. Segun Goodman [81]:

P(BIOASSAY + | RS —) AT
= e
P(BIOASSAY + | RS +)

(15)

P(BIOASSAY — | RS +)
P(BIOASSAY — | RS—)

ZX1Z
= e 3D (16)

En las Ecuaciones #15 y #16, el término Z representa: el nimero de desviaciones estandar por las que una
determinada observacion se desvia de la media del fendmeno en estudio (lo anterior, asumiendo que dicho
fendmeno sigue una distribucion normal o gaussiana). Sustituyendo las Ecuaciones #9y #10 en las Ecuaciones

#15y #16, respectivamente, se obtiene que:

1 YA 17
= 2
LR ¢ a7)
1 AT A 18
- = 2
LR(—) ¢ (18)

Como resultado del despeje matemético de Z en las Ecuaciones #17 y #18, tenemos que:

1
Z= |-2X1In (m) (19)

Z= |-2xIn( ) (20)

1
LR(=)
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Entonces, conociendo la puntacion Z correspondiente a un determinado cociente de verosimilitud (a saber,
mediante la Ecuacién #19 o Ecuacion #20), es posible calcular el valor-p (para hipétesis de dos colas) asociado
a dicha puntacion Z (p. ej., mediante calculadoras estadisticas, hojas de célculo, o tablas de la distribucion
normal). Ahora bien, como se conoce actualmente, el valor-p se puede interpretar como: (1) la probabilidad de
que acontezca un resultado como el observado, asumiendo que la hipétesis nula es verdadera (dependiendo de
la magnitud del valor-p, algunos re-interpretan esto como la probabilidad de veracidad o falsedad de la hipétesis
nula), o (2) como la probabilidad de errar al rechazar la hipotesis nula, en caso que esta sea verdadera [82].
Basado en la matematica de Goodman [81], en el caso de los bioensayos predictivos, Suarez-Torresy col. [55]

dedujeron que la hip6tesis nula plantea lo siguiente.

Para una determinada sustancia de prueba, (1) el bioensayo preclinico fallara, entregando asi un resultado falso
(o sea, un resultado que no predice el comportamiento de esa sustancia en el estandar de referencia)
(Interpretacién #1), o (2) que el resultado entregado por la prueba preclinica no concuerda con el resultado de
esa sustancia en el respectivo estandar de referencia (Interpretacién #2). Para una determinada sustancia,
mediante el valor-p correspondiente al respectivo cociente de verosimilitud, es posible estimar (1) la probabilidad
de que ocurra un resultado como el observado en el bioensayo preclinico, asumiendo que este bioensayo
entregaria un resultado falso (Interpretacion #1); o (2) la probabilidad de errar al asumir como verdadero el
resultado del bioensayo preclinico, en el caso que dicho resultado sea falso (Interpretacion #2.1), o (3) la
probabilidad de errar al asumir que hay concordancia entre el resultado del bioensayo predictivo y el resultado
de su estandar de referencia, en caso que, realmente, no haya tal concordancia (Interpretacion #2.2). Segun la
magnitud del término [1 — valor-p], la Interpretacidn #1 podria parafrasearse como: « la probabilidad de que la
hip6tesis nula sea falsa 'y, por ende, como la probabilidad de que el resultado entregado por la prueba predictiva

(para una determinada sustancia) sea verdadero ».

Segun la magnitud del término [1 — valor-p], las Interpretaciones #2 y #3 podrian parafrasearse como: « la
probabilidad de acertar al asumir que el resultado entregado por el bioensayo preclinico (para una determinada
sustancia) es verdadero (es decir, concordante con el resultado del estandar de referencia) ». Resulta Gtil
visualizar que, en términos probabilisticos, esas tres interpretaciones van de la mano con el significado de los
valores predictivos. Por ende, en el caso del RCB, el término [1 — valor-p] se aproxima a la ~probabilidad de
carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) innata para los humanos~ de determinadas sustancias. Para
las sustancias blanco de los objetivos especificos #3 y #4, en adicién a los valores predictivos calculados via
Pronéstico Directo (p. €j., Ecuacion #6), esta tesis estimo los valores predictivos de los resultados entregados
por el RCB con base en los respectivos cocientes de verosimilitud, de acuerdo con las siguientes ecuaciones. La
Ecuacion #21: para calcular el valor predictivo de un resultado positivo entregado por el RCB, basado en el LR(+)

correspondiente; lo cual hemos llamado la probabilidad de verosimilitud positiva (PVP) [55].

La Ecuacion #22: para calcular el valor predictivo de un resultado negativo entregado por el RCB, basado en el
respectivo LR(-); lo cual Suarez-Torresy col. [55] llamaron la probabilidad de verosimilitud negativa (PVN) [55].
En la Ecuacion #21, el término [1 — valor-p; LR+] representala contraparte del valor-p, contraparte que resulta
de traducir el respectivo cociente de verosimilitud positiva (LR+) (p. €j., via Ecuacion #19). En la Ecuacion #22,
el término [1 — valor-p; LR-] representa la contraparte del valor-p que resulta de traducir el correspondiente
cociente de verosimilitud negativa (LR-) (p. €j., via Ecuacién #20). Los respectivos autores, plantearon que las

probabilidades de verosimilitud (p. ej., Ecuacién #21) no son totalmente dependientes del grado de semejanza



Metodologia — Calculos (valores predictivos y probabilidades de verosimilitud) 31

entre el conjunto quimico y la sustancia de prueba; como si lo es el Pronéstico Directo (cuya validez depende por
completo de la sobresaliente similitud entre el conjunto quimico y la sustancia de prueba) [55]. Suarez-Torresy
col. [55] plantearon que los cocientes de verosimilitud no son totalmente dependientes de una sobresaliente
semejanza entre el conjunto quimico y la sustancia de prueba, porque estos (los cocientes de verosimilitud) estan
expresados en los términos genéricos representados por la SEN y SPEC del bioensayo en cuestion [55]. Al
respecto. La SEN y SPEC de un bioensayo pueden ser estimadas desde un conjunto quimico que carezca de
sobresaliente semejanza con la sustancia de prueba, y, mediante el procedimiento probabilidad de verosimilitud,
podemos usar la predictividad proporcionada por tal SEN y SPEC para aproximarnos al valor predictivo del
resultado entregado por dicho bioensayo para una determinada sustancia [55]. Para que las probabilidad de
verosimilitud tenga relevancia predictiva, debe cumplirse que: « el conjunto quimico en el que se basa el cociente

de verosimilitud, al menos, sea moderadamente representativo de la sustancia de prueba » [55].

PVP = (1— valorp;LR+) x 100% (21)

PVN

(1 —valor p;LR=) X 100% (22)

10.2. Estimacion de la probabilidad de carcinogenicidad innata para los
humanos de varios farmacos, drogas, y otras sustancias de interés

10.2.1. Seleccion de los agentes quimicos

Para estimar los valores predictivos positivos (VPPs), y las probabilidades de verosimilitud positiva (PVPs) de los
resultados entregados por el RCB para las sustancias del objetivo especifico #3, seleccionamos sustancias que
cumpliesen con las siguientes caracteristicas. Primero, haber resultado positivas (1) en el RCB, o (2) en los NC-
RCBs extrapolables, segun los criterios especificados en la seccién 9.3.3. Segundo, ser clasificables como
mutagenos (es decir, poseer mutagenicidad). Tercero, (1) poseer limitada o inadecuada (ambas son insuficiente)
evidencia epidemioldgica de la posible carcinogenicidad de la sustancia en humanos, segun las evaluaciones de
la IARC, el U.S. NTP, o la U.S. EPA, o (2) ser una sustancia aun no evaluada por dichas instituciones. La
mutagenicidad menciona la habilidad connatural de algunas sustancias de, en condiciones de exposicion lo
suficientemente riesgosas, incrementar laincidencia de mutaciones envarios de los mamiferos expuestos a estos

mutagenos (p. €j., ratas, ratones, lagomorfos, otros animales de laboratorio, y humanos).

Para estimar la probabilidad numérica de carcinogenicidad innata paralos humanos de las sustancias del objetivo
especifico #3, entonces, seleccionamos a la mutagenicidad como Unico criterio toxicoldgico de inclusién. Por lo
tanto, trabajamos con una sola clase toxicoldgica (la de los mutagenos) para cumplir con el objetivo especifico
#3. Sin embargo, trabajando sdélo con mutagenos, esta tesis abarcé los siguientes tipos de sustancias para
cumplir con el objetivo especifico #3: (1) varios farmacos de la medicina humana; (2) algunos farmacos de la
medicina veterinaria; (3) varias drogas de potencial interés en medicina humana o veterinaria, y (4) algunas otras
sustancias de interés toxicoldgico (Tabla 17; Tabla 19). Restringir el objetivo especifico #3 a los mutagenos, se
aplicd aqui con la finalidad de (1) desplegar mayor eficiencia, cubriendo asi el mayor nimero de sustancias

relevantes para la sociedad en el tiempo disponible para finalizar esta tesis, y (2) porque la mutagenicidad es un
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modo de accién carcinogénica ampliamente aceptado como operante (u operativo) en humanos [76,77]. Al
trabajar sélo con sustancias mutagénicas para cumplir con el objetivo especifico #3, esta tesis evitd incurrir en
extrapolaciones relacionadas con la relevancia (o insignificancia) para la salud humana de los otros modos de
accion carcinogénica distintos a la mutagenicidad; en referenciaa las sustancias que resultaron carcinogénicas

en el RCB, pero de las que se desconoce su carcinogenicidad para los humanos en términos epidemiolégicos.

Extrapolar sobre la relevancia (o insignificancia) para la salud humana de los otros modos de accion
carcinogénica distintos a la mutagenicidad, habria impuesto niveles adicionales de complejidad y controversia
alrededor de esta tesis. Niveles adicionales de controversiafueron considerados aqui como indeseables, ya que
el indagar sobre la toxicidad de las sustancias mediante valores predictivos o probabilidades de verosimilitud, no
hace parte del paradigma actual en ninguna de las éreas directamente relacionadas con esta tesis (p. €j., la
toxicologia preclinica, la toxicologia predictiva, o la toxicologia reguladora). Por lo anterior, esta tesis optd por
introducir dichas aproximaciones probabilisticas (p. €j., el uso de los valores predictivos) mediante sustancias
gue, cualitativamente, ya son consideradas por la comunidad toxicoldgica como potencialmente carcinogénicas
para los humanos. Realizamos una blsqueda libre (es decir, no-sistematica, y de ruta no registrada) para
identificar la mayor cantidad de mutagenos con resultados positivos en el RCB relevantes para la sociedad.

10.2.2. Identificacién de la mutagenicidad de las sustancias

En la actualidad, existe una constelacion de sustancias (incluyendo farmacos autorizados, y otros principios
activos aun no-aprobados) ampliamente estudiadas en términos de (1) carcinogénesis quimica en humanos
(segun la epidemiologia analitica); (2) carcinogénesis quimica en roedores (mediante el RCB o los NC-RCBs
extrapolables), y (3) en materia de mutagénesis quimica, ya sea en humanos o roedores (p. €j., mediante las
pruebas validadas de toxicologia genética). Actualmente, dicha constelacién es lo suficientemente grande como
para que la toxicologia moderna haya identificado un nutrido subconjunto de sustancias que son tanto
mutagénicas como carcinogénicas en los humanos. Precisamente, dicho subconjunto de sustancias fue la base
sobre la cual esta tesis estimod la sensibilidad del RCB por los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico
(Tabla 16; Tabla Al, y Tabla A4). En la comunidad toxicol6gica, las sustancias que hacen parte de ese
subconjunto quimico son actualmente consideradas como carcindgenos de humanos de tipo mutagénico (o,

alternativamente, mutagenos carcinogénicos para el ser humano) [41,43,57-59,74,75].

Para identificar con confianza criterios que permitiesen reconocer la mutagenicidad de las sustancias elegibles
para cumplir con el objetivo especifico #3, buscamos patrones en el comportamiento (es decir, en los resultados)
de los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico en las distintas pruebas de genotoxicidad a las que han
sido sometidos en la literatura (Tabla A2). Para ello, tabulamos los resultados de los carcinégenos de humanos
de tipo mutagénico (hasta ahora conocidos mediante epidemiologia analitica) en las pruebas mas aceptadas de
la toxicologia genética (Tabla A2). Para reconocer el resultado binario (p. ej., positivo vs. negativo; clastogénico
vs. no-clastogénico) de un determinado carcinégeno de humanos en una prueba de genotoxicidad particular, se
sigui6 una aproximacion del tipo peso de la evidencia (WoE), como se explicé en la seccion 9.3.3. Al respecto, la
Tabla 12 presenta las fuentes de informacion consultadas por esta tesis para conocer los desenlaces de los

carcindgenos de humanos de tipo mutagénico en las pruebas de genotoxicidad consideradas en la Tabla A2.
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Una vez construida la Tabla A2, visualmente, identificamos en ella distintos patrones de comportamiento (o de
resultados) para los carcin6genos de humanos de tipo mutagénico en dichas pruebas de genotoxicidad (Tabla
6). Determinando la prevalencia (proporcion, o frecuenciarelativa) de los distintos patrones de comportamiento
genotdxico en el conjunto de los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico, estatesis indag6 sobre lavalidez
de dichos patrones como criterios para identificar la mutagenicidad de las sustancias (Tabla 11). Segin dicha
validacién (Tabla A3), como sustancias mutagénicas (o mutagenos), estatesis identificé aquellas que cumplieron
con al menos uno de los siguientes criterios de la Tabla 11: Criterio #1; Criterio #2. En tal sentido, las Tablas A8
y A9 presentan los resultados, tanto en las pruebas de genotoxicidad como en el RCB, de las sustancias que

fueron seleccionadas aqui en ocasion del objetivo especifico #3 (Tabla 17).

Tabla 11. Prevalencia* de los criterios usados aqui para reconocer la mutagenicidad de los quimicos (Tabla 6)

Criterio Descripcion Prevalencia

Evidencia de Mutagenicidad in vitro o in vivo (al menos, mediante 1 bioensayo in
vitro o in vivo) + Evidencia de Clastogénesis o Dafio al ADN in vivo (al menos,
No. 1 . ) o i L 92% (34)
mediante 2 bioensayos distintos que cubran cualquiera de los dos modos de accién;

p. €j., 2 bioensayos de clastogénesis in vivo).

Evidencia de Mutagenicidad in vitro o in vivo (al menos, mediante 1 bioensayo in
vitro o in vivo) + Evidencia de Clastogénesis o Dafio al ADN in vitro (al menos,
mediante 2 bioensayos distintos que cubran cualquiera de los dos modos de accion;
p. €j., 1 bioensayo de clastogénesis in vitro y 1 bioensayo de dafio al ADN in vitro)
+ Evidencia de Clastogénesis o Dafio al ADN in vivo (al menos, mediante 1
bioensayo in vivo dedicado a cualquiera de los dos modos de accién).

No. 2 84% (31)

Entre paréntesis: el nimero de carcinégenos de humanos de tipo mutagénico con resultados de toxicologia genética
consistentes con el criterio en cuestion. *Prevalencia: proporciénde los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico
que presentan el patron de genotoxicidad (es decir, el criterio de identificacion de la mutagenicidad) en cuestion.

Tabla 12. Fuentes de informacion consultadas para conocer los resultados de determinadas sustancias
en las pruebas de toxicologia genética (t.c.c. pruebas de genotoxicidad)

IARC Monographs on the identification of U.S. NTP Chemical Effects in Biological Systems

carcinogenic hazards to humans. [57] (CEBS). [64]

U.S. NTP 14th Report on Carcinogens. [59] EURL ECVAM Genotoxicity and Carcinogenicity
Consolidated Database. [65]

(contintia)



34 Metodologia — Estimacion de la probabilidad cuantitativa de carcinogenicidad para los humanos

Tabla 12. Fuentes de informacion consultadas para conocer los resultados de determinadas sustancias
en las pruebas de toxicologia genética (t.c.c. pruebas de genotoxicidad) (continuacién)

U.S. NLM Hazardous Substances Data Bank. [60] U.S. FDA Prescribing Information (or Labels). [67].

U.S. NLM Chemical Carcinogenesis Research U.S. FDA Approval Package — Pharmacology
Information System (CCRIS). [62] Review. [67]

U.S. NLM Genetic Toxicology Data Bank (GENE-TOX). [63]

10.2.3. Computacion (de los VPPs y de las PVPs)

Esta tesis se plante6 como tercer objetivo especifico: « Estimar la probabilidad de carcinogenicidad innata para
los humanos de sustancias especificas que resultaron carcinogénicas en el RCB ». Para las sustancias
seleccionadas en ocasién del objetivo especifico #3 (Tabla 17), la probabilidad de carcinogenicidad innata para
los humanos se estimé aqui mediante dos aproximaciones distintas (1) el valor predictivo positivo (VPP; seccion
10.1), y (2) la probabilidad de verosimilitud positiva (PVP, seccion 10.1). El VPP se calculé aplicando la Ecuacién
#6. En tal sentido, dependiendo de: « en cual configuracion del RCB (p. €j., el RCB-ratén) fueron ensayados los
agentes quimicos aqui seleccionados para cumplir con el objetivo especifico #3, fue como determinamos cuales
cifras emplear para computar la Ecuacion #6 ». Por ejemplo, en el caso de las sustancias del objetivo especifico
#3 que fueron ensayadas so6lo en el RCB-rata: de 39 carcinégenos de humanosde tipo mutagénico, 39 resultaron
positivos en el RCB-rata (Tabla Al). Para efectos de la Ecuacion #6, lo anterior aporté un total de 39 verdaderos
positivos. Por su parte, la Tabla A7 muestra 4 no-carcindgenos de humanos que resultaron positivos a

carcinogénesis quimica en el RCB-rata, aportando a la Ecuacion #6 un total de 4 falsos positivos.

Para los 52 mutagenos blanco del objetivo especifico #3, en la Ecuacion #6, se aplicaron entonces los siguientes
datos (a) 39, como numerador (es decir, 39 verdaderos positivos), y (b) 43, como denominador (es decir, 39
verdaderos positivos + 4 falsos positivos). Segun dicha aproximacion, el valor predictivo (VPP) del resultado
positivo entregado por el RCB para los 52 agentes quimicos del objetivo especifico #3, es igual a 90.6%. Esta
tesis consideré dicho VPP incorrecto, porque, segun el siguiente argumento, los 4 falsos positivos mencionados
anteriormente no son representativos de las 52 sustancias blanco del objetivo especifico #3. A saber, mientras
que esos 4 falsos-positivos tienen suficiente evidencia de que carecen de genotoxicidad (Tabla A7), las 52
sustancias del objetivo especifico #3 tienen suficiente evidencia de que son genotdéxicas (Tabla A9).
Adicionalmente, aplicar la Ecuacion #6 se complico debido al desconocimiento acerca de: « la existencia de
mutagenos que carezcan de carcinogenicidad innata para los humanos, y, que por lo tanto, hayan resultado en

falsos-positivos entregados por el RCB ».

En ese punto, esta tesis visualizd dos opciones (1) en la Ecuacién #6, asumir 0 falsos-positivos (sin suficiente
evidencia empirica o tedrica de esto), lo que habria derivado en un VPP igual a 100%, o (2) apelar a una opcién
estadistica mas precisa. Respecto de la segunda opcién, Suarez-Torres y col. [55] analizaron las bases que
permiten concluir que: « la inferencia Bayesiana optimiza la floja (o laxa) predictividad deducible (via valores
predictivos) cuando (1) el conjunto quimico (desde el cual identificar a los verdaderos positivos, falsos negativos,
etc.) carece de sobresaliente semejanza con la sustancia de prueba, y (2) el desempefio predictivo del bioensayo

preclinico sélo se puede estimar desde un conjunto quimico que carece de destacada similitud con dicha
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sustancia de prueba ». Basado en la demostracion matematica presentada por Suarez-Torres y col. [55], la
inferencia Bayesiana propone a las Ecuaciones #23 y #24 como alternativas matematicamente validas para
calcular el VPP. A esta otra alternativa al Prondstico Directo (seccion 10.1), la hemos llamado el Pronéstico
Bayesiano [55]. En la Ecuacién #24, la laxa (o floja) predictividad* proporcionada por la SEN y SPEC del
bioensayo (p. €j., la SEN y SPEC estimadas desde conjuntos quimicos que carecen de sobresaliente semejanza
con la sustancia de prueba) es matematicamente optimizada por la predictividad que se obtiene al considerar
también el comportamiento histérico (es decir, los resultados histéricos), en el estdndar de referencia (simulado
por el bioensayo preclinico), de otros agentes quimicos francamente similares a la sustancia de prueba [55].

ODDS (RS + | BIOASSAY +)

VPP Bayesiano = P(RS+|BIOASSAY +) = 1= R e BIOASSAY +)

(23)

Donde,

SEN o P(RS+)
1-SPEC "~ 1-P(RS+)

ODDS (RS + | BIOASSAY +) ~ (24)

En la Ecuacion #24, el comportamiento previo (es decir, los resultados ya conocidos) en el estandar de referencia
de los andlogos de la sustancia de prueba, es expresado por el término P(RS+) (Nota: los analogos de la
sustancia de prueba, son quimicos francamente similares a dicha sustancia de prueba). Precisamente, en la
Ecuacion #24, el término P(RS+) expresa: « la probabilidad, independiente tanto de la predictividad como de los
resultados del bioensayo preclinico, de que la sustancia de prueba sea positiva al respectivo estandar de
referencia » [55]. Al respecto, el término P(RS+) se puede estimar como: la prevalencia (o proporcién) de
positividad al respetivo estandar de referencia, en una categoria (0 conjunto quimico) con sobresaliente
representatividad hacia la sustancia de prueba [55]. La Tabla A2 muestra que: de 39 sustancias (1) con los
patrones de genotoxicidad #1 o #2 (Tabla 11), y (2) con adecuada evidencia epidemioldgica acerca de su posible

carcinogenicidad innata para los humanos, el 100% de esos 39 agentes quimicos son carcindgenos de humanos.

Ademés, la Tabla A9 muestra que las 52 sustancias del objetivo especifico #3 presentaron los patrones de
genotoxicidad #1 o #2 (Tabla 11). Lo anterior permite estimar que, para los agentes quimicos del objetivo
especifico #3, el término P(RS+) equivale a 1 (0 100%) [74,75]. Sin embargo, bajo la presuncion de que algunos
mutagenos con mindscula potencia mutagénica podrian carecen de carcinogenicidad innata para los humanos,
arbitrariamente, el término P(RS+) de la Ecuacion #24 se aproximé aqui a 0.99 (0 99%). En adicién, permitame
aclarar que: en la Ecuacion #21 (para el célculo de la PVP), y en la Ecuacion #24 (para el célculo del VPP

bayesiano), aplicamos la cifrade la SEN del RCB por los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico [74,75].

Especificamente, en el caso de las sustancias del objetivo especifico #3 (que han sido) ensayadas sélo en el
RCB-rata (Tabla A8), en las Ecuaciones #13 y #24, aplicamos (1) 97.3% de SEN (Tabla 16), y (2) 95.2% de
SPEC (Tabla 16). En el caso de las sustancias del objetivo especifico #3 ensayadas en el RCB de 2-especies o,
alternativamente, ensayadas s6lo en el RCB-raton, aplicamos (1) 97.2% de sensibilidad (Tabla 16), y (2) 99.0%
de especificidad (Tabla 16). Ahora, algunas aclaraciones al respecto. En el caso de las sustancias del objetivo
especifico #3 (que fueron) ensayadas en el RCB de 2-especies, esta tesis aplico las cifras de desempefio

*Predictividad: Grado en el que algo es predictivo, es decir, el grado en el que algo es un predicto acertador.
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predictivo (p. €j., la SEN; la SPEC) del RCB-raton porque, de las 4 cifras de desempefio predictivo disponibles (a
saber, las del RCB-rata; las del RCB-ratdn; las del RCB de 2-especies Config. #1;y las del RCB de 2-especies
Config. #2; Figs. 2 - 4), las cifras del RCB-ratén se consideraron aqui como los mas predictivas de las cuatro
(Tabla 16) (ademas, considerando que la utilidad predictiva del VPP y PVP depende principalmente de la SPEC).
Para las sustancias ensayadas en el RCB de 2-especies, acabamos de mencionar 4 opciones de SEN y SPEC
disponibles porque, en materia probabilistica, los resultados de un mismo bioensayo preclinico pueden
interpretarse de X formas alternativas (cada una con una utilidad predictiva potencialmente distinta), si
conocemos el desempefio predictivo de las X configuraciones alternativas de ese bioensayo preclinico (si bien

este es un razonamiento cuya validez pretendemos demostrar en un futuro trabajo académico).

En el caso de las sustancias del objetivo especifico #3 ensayadas en el RCB de 2-especies, 0 ensayadas solo
en el RCB-raton, en las Ecuaciones #13y #24 se aplico 99.0% de SPEC (en vez del 100% de SPEC observada
aqui para el RCB-ratdon; Tabla 16): (1) para ajustar la especificidad del RCB-rat6on a una cifra que brinde
predicciones méas realistas, y (2) porque las Ecuaciones #13 y #24 resultan matematicamente incalculables
cuando la SEN o SPEC toman valores iguales a 100%. En el caso de las sustancias del objetivo especifico #3
ensayadas so6lo en el RCB-rata por via oral, en las Ecuaciones #13y #24, aplicamos 97.3% de SEN (es decir, la
SEN de la combinacién de las dos vias de exposicion; Tabla 16), particularmente, para ajustar la SEN de la via
oral del RCB-rata a una ciframas realista. Lo anterior porque, al estar estimada segun el doble de carcindgenos
de humanos de tipo mutagénico que la SEN de la via oral del RCB-rata, la SEN observada aqui para la
combinacién de las dos vias de exposicion nos aproximaria mejor a la real SEN de la via oral del RCB-rata.

En el caso de las sustancias del objetivo especifico #3 ensayadas en el RCB de 2-especies, 0 sélo en el RCB-
raton, también se aplicé aqui la SEN (hacia los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico) de lacombinacion
de las dos vias de exposicion, precisamente, por los motivos recién comentados para el caso de las sustancias
del objetivo especifico #3 ensayadas sélo en el RCB-rata. Es importante resaltar que las distintas cifras de
especificidad (SPEC) aplicadas en las Ecuaciones #13 y #24 correspondieron a: « la especificidad del RCB por
los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla 16; Tabla A7) ». En tal sentido, hasta ahora, esta
seccidon 10.2 ha cubierto la metodologia empleada por esta tesis estimar la probabilidad numérica de
carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias (del objetivo especifico #3) identificadas en esta
tesis como mutagénicas. Con razon, el lector podria entonces preguntarse lo siguiente: en las Ecuaciones #13y

#24, ¢ Por qué no aplicar la especificidad del RCB por los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico?

En las Ecuaciones #13 y #24, no fue posible aplicar la SPEC del RCB hacia los carcinégenos de humanos de
tipo mutagénico, porque no pudimos calcular dicha SPEC (Ecuacion #4). No pudimos calcular dicha SPEC,
porque todas las sustancias identificadas aqui como no-carcindgenos de humanos carecen de mutagenicidad y
genotoxicidad (Tabla A7). De ese modo, esta tesis no encontré mutagenos que carezcan de carcinogenicidad
innata para los humanos (p. ej., desde los cuales identificar a los falsos-positivos, etc.; Ecuacién #4). Ahora bien,
se sabe que los carcindgenos de tipo mutagénico (1) suelen actuar mediante mecanismos de accion
carcinogénica que operan en multiples especies de mamiferos, y (2) generalmente, tienen una mayor potencia
carcinogénica que los carcindgenos de tipo no-mutagénico [83,84]. Como los carcin6genos de tipo mutagénico
suelentener mayor potencia carcinogénica, y unamayor amplitud de especies susceptibles que los carcindgenos
no-mutagénicos [83,84], se consider6 aqui mucho menos probable que los mutagenos positivos al RCB

carezcan de carcinogenicidad innata para los humanos, comparado con los no-mutédgenos positivos al RCB.
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Entonces, resulta razonable esperar que el RCB entregue una mayor tasa de falsos-positivos por cuenta de los
“no-carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico,” en comparacion con los “no-carcinégenos de
humanosdetipo mutagénico.” Asi, estatesis anticipé que la “SPEC del RCB hacia los carcindgenos de humanos
de tipo no-mutagénico” seria menor o igual (<) que su “SPEC hacia los carcinégenos de humanos de tipo
mutagénico” [74,75]. Considerando que, para el RCB, esta tesis estimé una elevada “SPEC hacia los
carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico” (asaber, una SPEC > 95%; Tabla 16), estatesis asumidé que:
« la“SPEC del RCB por los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico” puede usarse como un sustituto

funcional y predictivo de la “SPEC del RCB por los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico” [74,75].

10.3. Estimacion de la probabilidad de carencia de carcinogenicidad
innata para los humanos de varias drogas y sustancias de interés

10.3.1. Seleccion delos agentes quimicos

Para cumplir con el objetivo especifico #4, esta tesis selecciond sustancias que cumpliesen con las siguientes
caracteristicas. Primero, no haber resultado carcinogénicas en estudios de carcinogénesis quimica en roedores
(a saber, en RCBs 0 NC-RCBs extrapolables) conducidos de acuerdo con los criterios especificados en la seccion
9.3.3. Segundo, ser atribuibles a una misma categoria toxicoldgica que las sustancias identificadas aqui como
no-carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla A7). El requerimiento de la segunda caracteristica
se debid a que, en el céalculo de los valores predictivos y probabilidades de verosimilitud (seccion 10.1), la
adecuacién de las Ecuaciones #8 y #22, respectivamente, depende de haya moderada o sobresaliente
semejanza entre: (1) los conjuntos quimicos en los que se basa el desempefio predictivo del RCB, y (2) la

sustancia de prueba de laque se quiere figurar el VPN o PVN del resultado (negativo) entregado por el RCB [55].

Acerca de las sustancias en las que esta tesis basd la SPEC del RCB (Tabla A7), sus mas principales
caracteristicas se pueden agrupar de la siguiente manera: (1) carecen de mutagenicidad y genotoxicidad (Criterio
#1), y (2) poseen robusta evidencia mecanicista de que carecen de carcinogenicidad innata para los humanos
(Criterio #2) (seccioén 9.4.2). En principio, cualquiera de esos dos criterios pueden ser usados para seleccionar a
las sustancias del objetivo especifico #4 de esta tesis. Con respecto del primer criterio (a saber, Mutagenicidad
y/lo Genotoxicidad), actualmente, existe un nutrido nimero de bioensayos que, en conjunto y con razonable

confianza, permiten identificar (o descartar) la genotoxicidad de los agentes quimicos.

En cambio, para cumplir con el objetivo especifico #4 (a saber, estimar la probabilidad numérica de carencia de
carcinogenicidad innata para los humanos de varias sustancias especificas), la aplicacién del Criterio #2 (es
decir, “robusta evidencia mecanicista de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos”) resultd
inconveniente porque, segun la metodologia de la seccion 9.4.2, las sustancias que cumplen con el Criterio #2
ya puede ser reconocidas como no carcinogénicas para los humanos, sin necesidad de recurrir a su ensayo en
el RCB, ni a la técnica de los valores predictivos o probabilidades de verosimilitud. Después de descartar el
Criterio #2 para la seleccion de las sustancias blanco del objetivo especifico #4, estatesis reconocio la existencia

de varias sustancias que (1) son relevantes para la sociedad (p. ej., farmacos de la medicina humana; colorantes
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de alimentos, medicamentos, y cosméticos; drogas pesticidas); (2) que resultaron negativas a carcinogénesis
guimica en el RCB; (3) que poseen razonable evidencia de que carecen de mutagenicidad y genotoxicidad, y (4)
de las que hay insuficiente evidencia mecanicista como para ser automaticamente reconocidas como no-
carcinogenos de humanos. Esta tesis consideré que, figurar la probabilidad de carencia de carcinogenicidad
innata para los humanos de estas sustancias (Tabla A10), representaria una mayor contribuciéon comparado con
continuar identificando méas sustancias con suficiente evidencia mecanicista de carencia de carcinogenicidad para

los humanos, aparte de los 92 no-carcin6genos de humanos yaidentificados mediante ese criterio (Tabla A7).

10.3.2. Categorizacion de las sustancias

Esta tesis hipotetizod que: « La ausencia de (incrementos estadisticamente significativos en la incidencia de)
lesiones histopatolégicas de tipo pre-neoplasico en RCBs », seria otro excelente indicador de una significativa
semejanza entre (1) el conjunto quimico en el que basamos la SPEC del RCB, y (2) las sustancias seleccionadas
para cumplir con el objetivo especifico #4 (Tabla A10). Por su exhaustiva y sistematica examinacion
histopatolégica que (1) es efectuadaen todoslos roedores de, por lo menos, el grupo control negativo concurrente
y el grupo expuesto a la mayor dosis, y (2) que incluye un largo catdlogo de lesiones no-neoplésicas (abarcando
varios tipos de lesiones pre-neopléasicas) en un amplio rango de 6rganos, el RCB es el método preclinico con la
mayor sensibilidad para detectar los posibles cambios en la incidencia de las lesiones pre-neoplésicas, infligidas
por las sustancias con tal habilidad [8,9,13,72]. Pusimos a pruebala mencionada hip6tesis mediante la siguiente
validacion. Esta tesis revis6 primero las publicaciones que reportaban el ensayo en el RCB, de las sustancias
identificadas aqui como no-carcind6genos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla A7). Encontramos asi que,
de 64 sustancias (1) identificadas aqui (mediante toxicologia mecanicista) como no-carcinégenos de humanos
de tipo no-mutagénico (identificacién independiente de sus datos de histopatologia en pruebas de toxicidad
cronica en animales de laboratorio, incluyendo al RCB) (Tabla 13; Tabla A7), y (2) ensayadas en estudios de
carcinogénesis quimica en roedores con suficiente poder estadistico como para detectar incrementos

significativos en la incidencia de lesiones pre-neoplasicas, solo uno de ellas suscit6 tal incremento (Tabla 13).

Tabla 13. Estimacién de la sensibilidad del criterio ~Ausencia de Lesiones Pre-neoplésicas en RCBs~ hacia las
sustancias identificadas aqui como no-carcindgenos de humanos (identificacion independiente de los datos de
histopatologia en pruebas preclinicas de toxicidad cronica, incluidos los RCBs)

# No-carcinégeno | Lesion | Identificable 4 No-carcin6geno | Lesiones | Identificable
de humano PN como NCH ¥ de humanos PN como NCH ¥
1 | Acacia gum No Si 33 | D-Sorbitol No Si
5 A_cetylated No Si 34 Starch sodlu.m No Si
distarch glycerol octenyl succinate

3 | Adipic acid No Si 35 | Sucrose No Si
Sucrose acetate

4 | Alginic acid No Si 36 | . No Si
isobutyrate

5 | Ascorbic acid No Si 37 | S-170 (Ryoto™) No Si

6 | Aspartame No Si 38 | S-570 (Ryoto™) No Si

(continta)
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Tabla 13. Estimacién de la sensibilidad del criterio ~Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en RCBs~ hacia las
sustancias identificadas aqui como no-carcinégenos de humanos (identificacion independiente de los datos de

histopatologia en bioensayos preclinicos de toxicidad crénica, incluidos los RCBs) (continuacion)

4 No-carcinégeno Lesiéon | Identificable 4 No-carcinégenos | Lesion | Identificable
de humano PN como NCH ¥ de humanos PN como NCH ¥
7 | Caramel No Si 39 | Tamarind seed gum No Si
8 | Carob gum No Si 40 | Taragum No Si
9 | beta-Carotene No Si 41 | alpha-Tocopherol No Si
Carrageenan
10 . g No Si 42 | Tragacanth gum No Si
(native)
Trigl ides of fatt
11 | Citric acid No si 43 | ngYeerdesotialy 4y, si
acids
12 | C.l. Food Orange 6 No Si 44 | Trimethylglycine No Si
13 | beta-Cyclodextrin No Si 45 | L-Tryptophan No Si
14 | Diacylglycerol No Si 46 | Xylitol No Si
Ethyl methyl ; ;
15 No Si 47 | D-Xylose No Si
cellulose
Acetylated distarch
16 | Gellan gum No Si 4g | MeeVYRieddIStarc No Si
phosphate
17 | L-Glutamic acid No Si 49 | Benzyl acetate No Si
18 | Glycerine No Si 50 | Benzyl alcohol No Si
19 | Guargum No Si 51 | Cocoa powder No Si
H
oq | Hydrogenated No si 52 | Emulsifier YN No si
starch hydrolysates
Hydroxypropyl Hydroxypropyl
21 | YArOXyPIopy No Si 53 | | YOroxypropy No Si
distarch phosphate distarch glycerol
Hyd I
22 yeroxypropy No Si 54 | Isomalt No Si
methyl cellulose
23 | Lactose No Si 55 | Lactic acid No Si
24 | Lecithin No Si 56 | Lactitol No Si
25 | Methyl cellulose No Si 57 | Lithocholic acid No Si
26 | Oxystearin No Si 58 | Maltitol No Si
27 Polyglycerol esters No Si 59 | D-Mannitol Si Si
of fatty acids
og | Polvglycerol No si 60 | Neosugar® No Si
polyricinoleate
29 | Propionic acid No Si 61 Phosphated distarch No Si
phosphate
30 | Propyl gallate No Si 62 | all-trans-Retinol No Si
Starch acetate
31 | Propylene glycol No Si 63 No Si

(Acetylated starch)

(continta)
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Tabla 13. Estimacién de la sensibilidad del criterio ~Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en RCBs~ hacia las
sustancias identificadas aqui como no-carcinégenos de humanos (identificacion independiente de los datos de
histopatologia en bioensayos preclinicos de toxicidad crénica, incluidos los RCBs) (continuacion)

# No-carcindégeno | Lesién | Identificable # No-carcinégeno | Lesiones | Identificable
de humano PN como NCH ¥ de humanos PN como NCH ¥
32 | Sorbic acid No Si 64 | Triphosphate No Si

Validacion (Nota: s6lo RCBs conducidos empleando la ruta oral de administracién de las sustancias)

Sensibilidad = Nimero de no-carcin6genos de humanos con datos de histopatologia pre-neoplasica
negativa + Numero total de no-carcindgenos de humanos con datos de histopatologia pre-neoplésica
disponibles = 63/64 = 0.984 x 100% = 98.4%

¥ NCH: De acuerdo a los datos mecanicistas mostrados en la Tabla A7, y al método explicado enla seccién9.4.2, la
sustancia en cuestion fue identificada en esta tesis como no-carcinogénica para humanos [dicha identificacion no se
baso en datos de toxicidad cronica (p. €j., lesiones histopatolégicas) de la sustancia en animales de experimentacion];
§ Lesion PN: Incremento estadisticamente significativo de la incidencia de lesiones (histopatol6gicas) pre-neoplasicas
en el RCB, alternativamente, ausencia de cambios estadisticamente significativos en la incidencia de dichas lesiones
en el RCB; Numero total de no-carcinébgenos de humanos con datos de histopatologia pre-neopléasica
disponibles: Total de sustancias (1) identificadas en esta tesis como no-carcin6genos de humanos (identificacion
independiente de los resultados histopatoldgicos de esas sustancias en bioensayos preclinicos de toxicidad cronica), y,
asuvez (2) sustancias que fueron ensayadas en RCBs en los que se realizd una exhaustiva examinacion histopatologica
en buscade lesiones pre-neopléasicas; NUmero de no-carcin6genos de humanos con datos de histopatologia pre-
neoplasica negativa: Nimero de sustancias (1) identificadas en esta tesis como no-carcinégenos de humanos de tipo
no-mutagénico (identificacién independiente de los resultados histopatoldgicos de esas sustancias en pruebas
preclinicas de toxicidad crénica), y, a su vez (2) sustancias cuyo ensayo en el RCB concurrié con la ausencia de
incrementos estadisticamente significativos en laincidencia de lesiones pre-neoplasicas.

Para el criterio Ausencia(deincrementos estadisticamente significativos en laincidencia) de Lesiones Pre-
neopléasicas en el RCB, lo anterior resultd en un excelente 98.4% de sensibilidad hacia los no-carcinégenos de
humanos de tipo no-mutagénico (Tabla 13). Luego, aterrizd la pregunta: « Aunque la~Ausencia de Lesiones Pre-
neoplésicas en el RCB~ se mostré aqui como un criterio claramente sensible para con los no-carcinégenos de
humanos, ¢ Es la especificidad de la ~Ausencia de Lesiones Pre-neopléasicas en el RCBs~ lo suficientemente alta
como para ser este un criterio confiable para optimizar la predictividad de los resultados negativos entregados
por el RCB? ». Para abordar dicha pregunta, esta tesis revisé las publicaciones que reportaban el ensayo en el
RCB de las sustancias identificadas aqui como carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico (a saber, las

sustancias en las que esta tesis baso6 la SEN del RCB hacia ese tipo de carcinégenos de humanos) (Tabla A5).

Encontramos que, de 39 sustancias (1) identificadas aqui (mediante epidemiologia analitica) como carcinégenos
de humanos de tipo no-mutagénico, particularmente, mediante una identificacion independiente de los datos de
histopatologia en pruebas preclinicas de toxicidad crénica (incluyendo al RCB), y (2) ensayadas en estudios de
carcinogénesis quimica en roedores con suficiente poder estadistico como para detectar incrementos
estadisticamente significativos en la incidencia de lesiones pre-neoplasicas, sélo cuatro (es decir, el 10.3%) de
ellas concurrieron con la ausencia de lesiones pre-neoplasicas en el RCB (Tabla 14). Para el criterio ~Ausencia
de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB~, lo anterior resulté en un aceptable 89.7% de especificidad hacia los
no-carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla 14). A nuestro juicio, el desempefio del criterio
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Tabla 14. Estimacion de la especificidad de la ~Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB~ hacia las
sustancias identificadas en esta tesis como no-carcinégenos de humanos (identificacién independiente de los
datos de histopatologia en bioensayos preclinicos de toxicidad crénica, incluidos los RCBs)

Carcindgeno de

Incrementos estadisticamente significativos en laincidenciade

# | humanos detipo de lesiones pre-neoplésicas en el
no-mutagénico RCB-rata RCB-rat6n
RCBs conducidos empleando la ruta oral de administracion de las sustancias
1 | Sodium arsenite - (sin aumentos en la incidencia)
2 | Sodium arsenate - (sin aumentos en la incidencia)
3 | Lead arsenate - (sin aumentos en la incidencia)
4 | Chrysotile asbestos - (sin aumentos en la incidencia)
5 | Diethylstilbestrol Adenosis cervical §
6 Ethiny_lestradiol * Foco de alteracion (eosinofilica) hepatocelular
Drospirenone
7 Quinestrol + Metaplasia escamosa y atipia celular en glandula
Quingestanol mamaria
8 | Estradiol Adenosis cervical §
9 | Ethinylestradiol Metaplasia escamosa y atipia celular mamaria
10 | Mestranol Foco de alteracion hepatocelular
11 | Tamoxifen Metaplasia escamosa y atipia celular en el Gtero
RCBs conducidos empleando la ruta inhalatoria de administracion de las sustancias
12 | Gallium arsenide Metaplasia e hiperplasia atipica en los pulmones - (sin aumento)
13 | Amosite asbestos Hiperplasia adenomatosa y metaplasia pulmonar
14 | Anthophyllite asbestos Metaplasia a célula cuboidal en los pulmones
15 | Chrysotile asbestos Metaplasia a célula cuboidal en los pulmones
16 | Crocidolite asbestos Metaplasia a célula cuboidal en los pulmones
17 | Tremolite asbestos Hiperplasia adenomatosa (atipica) en pulmones
18 | Metallic beryllium Metaplasia escamsja])(/):eescélula cuboidal en
19 | Beryllium dihydroxide Metaplasia de célulapc;z](zgzlsy célula columnar en
20 Zi:zlrl]l;g:;zlfate Metaplasia del epitelio alveolar (en pulmones)
21 | Cadmium dichloride Hiperplasia adenomatosa (atipica) en pulmones
22 | Crystalline silica Metaplasia escamosa pulmonar
23 | Erionite Metaplasia en el mesotelio pleural
24 | Lindane Hiperplasia atipica
hepatocelular
25 | Nickel monoxide Hiperplasia atipica pulmonar Metaplzsj\lla;((;il(:‘:’epltello
26 | Nickel subsulfide Hiperplasia atipica pulmonar — (sin aumento)

(continua)
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Tabla 14. Estimacién de la especificidad de la ~Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB~ hacia las
sustancias identificadas en esta tesis como no-carcinégenos de humanos (identificacion independiente de los
datos de histopatologia en bioensayos preclinicos de toxicidad crénica, incluidos los RCBs) (continuacion)

Carcinégeno de Incrementos estadisticamente significativos en laincidenciade
# humanos de tipo de no- lesiones pre-neoplasicasen el
mutagénico RCB-rata RCB-ratén

RCBs conducidos empleando la ruta inhalatoria de suministro de las sustancias

27 | Nickel sulfate hexahydrate Metaplasia escamosa pulmonar - (sin aumento)

28 | Pentachlorophenol Foco de alteracion (eosinofilicay basofilica) Metaplasia dgl epitelio
hepatocelular olfatorio

29 | PCB-118 Metaplasia escamosa pulmonar; Foco de

30 | PCB-126 alteracion (eosinofilica o mixta) hepatocelular

31 | PCB-153

32 | Aroclor 1016

33 | Aroclor 1242 Foco de alteracion (eosinofilica) hepatocelular

34 | Aroclor 1254
35 | Aroclor 1260

Colangiofibrosis (incluye metaplasia de célula

36 | Kanechlor 400 caliciforme) en ductos biliares del higado

Foco de alteracion (eosinofilica o basofilica)

37 | Kanechlor 500 hepatocelular

Tetrachlorodibenzo-p- Metaplasia del epitelio pulmonar; Hiperplasia .
38 L P ap P d ” perp - (sin aumento)
dioxin adenomatosa hepética
39 | Trichloroethylene Metaplasia escamosa uterina - (sin aumento)
Validacion

Especificidad = Numero de carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico con datos de histopatologia
pre-neoplasica negativa + Numero total de carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico con datos de
histopatologia pre-neopléasica disponibles = 35/39 = 0.894 = 89.7%

Nota #1: Las celdas en blanco correspondieron con una ausencia de datos en la literatura; Nota #2: Las referencias de
los datos compilados en esta tabla estan disponibles en el material suplementario de Suarez-Torres y col. [42,43];
Numero total de carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico con datos de histopatologia pre-neoplésica
disponibles: Total de sustancias (1) reconocidas en esta tesis como carcindégenos de humanos de tipo no-mutagénico
y, a su vez, (2) sustancias que fueron ensayadas en RCBs en los que se realizd una exhaustiva examinacion
histopatolégicaen busca de lesiones pre-neoplasicas; Nimero de carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico
con datos de histopatologia pre-neoplasica negativa: Nimero de sustancias (1) identificadas en esta tesis como
carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico y, a su vez, (2) sustancias cuyo ensayo en el RCB concurrié con una
ausencia de incrementos estadisticamente significativos en la incidencia de alguna de las lesiones pre-neoplésicas
especificadas en estatabla. § Adenosis cervical: metaplasia del epitelio del cuello uterino (lesién pre-neoplasica).

~ Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB ~ es razonablemente eficaz como método para identificar
las sustancias pertenecientes ala misma categoria toxicoldgica que aquellas en las que esta tesis baso la SPEC
del RCB (Tabla A7). Asi, para cumplir con el objetivo especifico #4, esta tesis selecciond sustancias que
cumpliesen con las siguientes caracteristicas: (1) ausencia de carcinogénesis quimica en el RCB; (2) evidencia

de carencia de mutagenicidad y genotoxicidad, especificamente, basado en sus resultados en pruebas validadas
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de toxicologia genética; (3) ausencia de incrementos estadisticamente significativos en la incidencia de lesiones
pre-neoplésicas en el RCB, y (4) relevancia para la sociedad (p. €j., por estar autorizadas en diversos paises
como colorantes para uso en medicamentos de la medicina humana). Para las sustancias (del objetivo especifico
#4) cuya probabilidad de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos fue objeto de estudio en esta
tesis, la Tabla A10 muestra (1) sus resultados en las pruebas de genotoxicidad; (2) sus resultados en el RCB, en
relacion con posibles cambios en la incidencia de tumores; (3) sus resultados en el RCB, conrespecto de posibles
cambios en la incidencia de lesiones pre-neoplasicas, y (4) sus usos en la sociedad. Para conocer los posibles
incrementos (estadisticamente significativos) en la incidencia de lesiones pre-neopléasicas en el RCB por cuenta
de (1) los no-carcindgenos de humanos especificados en la Tabla 13; (2) los carcinégenos de humanos de
tipo no-mutagénico indicados en la Tabla 14,y (3) las sustancias del objetivo especifico #4 (Tabla 18), esta tesis

reviso las publicaciones referenciadas en las distintas fuentes de informacion de la Tabla 15.

Tabla 15. Fuentes de informacion consultadas en esta tesis para conocer los resultados de genotoxicidad, y en
el RCB (respecto de la carcinogénesis quimica y de las lesiones pre-neoplasicas), de las sustancias
seleccionadas aqui para cumplir con el objetivo especifico #4

FAO/WHO JECFA Monographs & Evaluations. [61] | FAO/WHO Joint Meeting on Pesticide Residues.
[85,86]

EFSA Scientific Opinions and Re-evaluations on Toxicology/Carcinogenicity bioassays conducted,

Food Additives. [87] sponsored, or contracted by the U.S. NTP. [88]

10.3.3. Computacion (de los VPNs y de las PVNSs)

Esta tesis se plante6 como objetivo especifico #4: estimar la probabilidad numérica de carencia carcinogenicidad
innata paralos humanos de sustancias especificas que han resultado negativas (o0 no-carcinogénicas) en el RCB.
Para las sustancias blanco del objetivo especifico #4 (Tabla 18), en principio, intentamos estimar su probabilidad
de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos mediante dos aproximaciones diferentes: (1) el valor
predictivo negativo (VPN; seccién 10.1), y (2) la probabilidad de verosimilitud negativa (PVN, seccion 10.1). Para
calcular el VPN, aplicamos la Ecuacion #8. Dependiendo de, en cuales configuraciones del RCB (Fig. 2, 3,y 4)
fueron ensayadas las sustancias del objetivo especifico #4, determinamos cuales cifras emplear para computar
las Ecuaciones #8 o0 #22. En el caso de las sustancias del objetivo especifico #4 ensayadas s6lo en el RCB-rata,
notamos que: de 84 no-carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico ensayados en el RCB-rata, 80

concurrieron con unaausencia de carcinogénesis quimica en dicha configuracion del RCB (Tabla A7).

Para efectos de la Ecuacién #8, lo anterior aport6 un total de 80 verdaderos negativos. Por otra parte, la Tabla
A5 muestra que 11 carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico resultaron negativos a carcinogénesis
quimica en el RCB-rata. Respecto de la Ecuacion #8, lo anterior aportd un total de 11 falsos negativos. Para las
68 sustancias blanco del objetivo especifico #4 (Tabla 18), enla Ecuacion #8, se aplicaron entonces los siguientes
datos: (a) 80, como numerador (es decir, los 80 verdaderos negativos), y (b) 91, como denominador (es decir,
los 80 verdaderos negativos + los 11 falsos negativos). Segun lo anterior, via Ecuacion #8, el VPN del resultado
(negativo) entregado por el RCB-rata para las respectivas sustancias del objetivo especifico #4, seria igual a
87.9%. Considerando lo siguiente, esta tesis considero6 dicho VPN impreciso. De los 11 falsos-negativos
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mencionados anteriormente, 8 tienen datos disponibles en la literatura acerca de la incidencia de lesiones pre-
neoplésicas. De esos 8 falsos-negativos, 4 concurrieron con un incremento estadisticamente significativo en la
incidencia de lesiones pre-neoplasicas en el RCB (Tabla A5; Tabla 14). En cambio, ningunade las 68 sustancias
del objetivo especifico #4 incremento la incidencia de lesiones pre-neoplasicas en el RCB (Tabla A10). Por lo
tanto, el conjunto quimico disponible para (1) aplicar el Pronéstico Directo alas sustancias del objetivo especifico
#4,y (2) para estimar el desempefio predictivo del RCB concerniente a las sustancias del objetivo especifico #4,
es un conjunto quimico que carece de sobresaliente semejanza con dichas sustancias de prueba. Por lo anterior,
para las sustancias delobjetivo especifico#4, estatesis consideré la Ecuacion #8 (es decir, el Prondstico Directo)
una via inadecuada para estimar los VPNs de los resultados entregados por el RCB. Como alternativa al
Prondstico Directo, esta tesis apeld al Prondstico Bayesiano (explicado en la seccion 10.2.3).

El Prondstico Bayesiano propone a la Ecuacion #25 como alternativa mateméticamente valida para estimar el
valor predictivo negativo (VPN), cuando el conjunto quimico disponible: no refleja con exactitud la prevalencia
del atributo examinado (o de la cualidad atribuida) por el respectivo estandar de referencia (simulado por el
bioensayo preclinico correspondiente) en la categoriaa la que la sustancia de prueba pertenece en lanaturaleza
[55]. En la Ecuacion #26, la predictividad proporcionada por el desempefio predictivo del bioensayo (en este caso,
la SEN y SPEC estimadas desde conjuntos quimicos que carecen de sobresaliente semejanza con la sustancia
de prueba) es mateméticamente optimizada mediante la predictividad que se halla en el comportamiento previo

(es decir, en los resultados previos) en el estandar de referencia, de los analogos de la sustancia de prueba [55].

ODDS (RS — | BIOASSAY —)
1 4 ODDS (RS — | BIOASSAY —)

VPN Bayesiano = P(RS — | BIOASSAY —) = (25)

Donde,

SPEC P(RS -)
X
1-SEN =~ 1-P(RS-)

0DDS (RS — | BIOASSAY —) ~ (26)

En la Ecuacion #26, el comportamiento en el estandar de referencia de los andlogos de la sustancia de prueba,
son resultados que vienen expresados en el término P(RS-). En la Ecuacion #26, el término P(RS-) expresa la
probabilidad de que los agentes quimicos que tienen sobresaliente semejanza con la sustancia de prueba (es
decir, agentes quimicos de la misma clase o categoria que la sustanciade prueba) sean negativos en el estandar
de referencia de interés [55]. Segun la definicion de probabilidad en términos de frecuenciarelativa [56], Suarez-
Torres y col. [55] plantearon que el término P(RS-) puede estimarse como: la prevalencia (o proporcién) de
negatividad al respectivo estandar de referencia, en un conjunto de sustancias francamente similares a la
sustancia de prueba. Las Tablas 13 y 14 muestran que: « de 67 sustancias positivas al criterio Ausencia de
Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB, 63 son no-carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico ». En
consecuencia, para las sustancias positivas al criterio Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB
(incluyendo las 68 sustancias del objetivo especifico #4), el término P(RS-) de la Ecuacion #26 resulta ser
equivalente a 94.0% (63/67 x 100%). Al examinar la Ecuacion #14 (referente al calculo de la PVN, via Ecuacion
#22)y la Ecuacion #26 (referente al célculo del VPN Bayesiano, via Ecuacién #25), cabe preguntarse: Para las
sustancias del objetivo especifico #4 ¢ Cual sensibilidad (SEN) y especificidad (SPEC) se aplico en esas
ecuaciones? Como la adecuacion de las Ecuaciones #22 y #25 depende parcialmente de la representatividad de

los conjuntos quimicos (desde los cuales se estima el desempefio predictivo del bioensayo preclinico) por las
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sustancias de prueba [55], y porque las sustancias del objetivo especifico #4 (1) estan reconocidas como no-
mutagénicas (TablaA10), y (2) ademas fueron ensayadas en el RCB por via oral (Tabla A10), en las Ecuaciones
#22 y #25 aplicamos los siguientes pardmetros: (1) la SEN de la via oral del RCB-rata hacia los carcin6genos de
humanos por ingestion de tipo no-mutagénico, y (2) la SPEC de la via oral del RCB-rata, basada en los no-
carcindgenos de humanos por ingestion de tipo no-mutagénico. Para las sustancias del objetivo especifico #4
ensayadas en el RCB de 2-especies, 0 ensayadas sélo en el RCB-rata, en las Ecuaciones #14 y #26 aplicamos
las siguientes cifras: (1) 65% de SEN (Tabla 16), y (2) 95.2% de SPEC (Tabla 16). En el caso de las sustancias
(del objetivo especifico #4) ensayadas en el RCB de 2-especies, esta tesis decidi6 computar (los VPNs vy las
PVNs) con las cifras de desempefio predictivo del RCB-rata, porque, segun lo discutido en la secci6n 13.1.1
(Discusién): « en el caso de los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, la evaluacidon del desempefio
predictivo del RCB-raton (y, por consiguiente, de las dos configuraciones del RCB de 2-especies) realizada por
esta tesis se considerd aqui una evaluacion fallida, inadecuada para orientar el célculo de valores predictivos o
probabilidades de verosimilitud por su alta imprecisién (seccion 13.1.1; Discusidn). No obstante, las Tablas A5 y
A6 sugieren que, hacia los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico, el desempefio predictivo de la via
oral del RCB-raton seria similar al de la via oral del RCB-rata. Por consiguiente, para las sustancias del objetivo
especifico #4 ensayadas so6lo en el RCB-raton (a saber, alpha-Cypermethrin y Esfenvalerate; Tabla A10), los
VPNs y PVNs se computaron aqui aplicando las cifras de SEN y SPEC de la via oral del RCB-rata (Tabla 16).

11. Resultados

Los resultados de estatesis se presentan en la Tabla 16, Tabla 17,y Tabla 18. La Tabla 16 reporta el desempefio
predictivo, en términos de sensibilidad (%) y especificidad (%), evaluado aqui para el bioensayo de
carcinogénesis en roedores a 2-afios (RCB). En la Tabla 16, la sensibilidad del RCB se reporté segun (1) las
posibles configuraciones de este bioensayo, en términos de las especies roedoras participantes (Figuras 2, 3, y
4); (2) algunas de las vias de exposicion (o tratamiento) empleadas en los RCB, y (3) segun los dos grandes
marcos de accion carcinogénica de las sustancias (a saber, mutagénico vs. no-mutagénico). En la Tabla 16, se
reporté la especificidad de la via oral del RCB hacia los carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico. Para
el RCB, por ejemplo, un 50% de sensibilidad implica que: « de todos los carcinégenos de humanos hasta ahora
identificados por la epidemiologia, el RCB respondi6 a la mitad de ellos con un resultado (falso) negativo.
Asimismo, en el caso del RCB, un 50% de especificidad significa que: « de todos los no-carcindgenos de
humanos hasta ahora identificados, el RCB respondié a la mitad de ellos con un resultado (falso) positivo ».

Para las 52 sustancias del objetivo especifico #3,la Tabla 17 reporta los valores predictivos positivos Bayesianos
(VPPs), y las probabilidades de verosimilitud positiva (PVPs), estimados aqui para los resultados de
carcinogénesis quimica entregados por el RCB para dichas sustancias. Para las 68 sustancias del objetivo
especifico #4, la Tabla 18 reporta los valores predictivos negativos Bayesianos (VPNSs), y las probabilidades de
verosimilitud negativa (PVNs), estimados aqui para los resultados (de ausencia de carcinogénesis quimica)
proporcionados por el RCB para dichas sustancias. Por ejemplo, para un agente quimico resulté ser
carcinogénico enel RCB por via oral, un VPP Bayesiano (alternativamente, una PVP) de 80% tendriala siguiente
implicacion epidemiol6gica: « para condiciones de exposicién (o tratamiento) lo suficientemente riesgosas, hay

80% de probabilidad de que la sustancia en cuestion sea connaturalmente carcinogénica para los humanos por
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Ingestidn ». Para una sustancia que resulte negativa (es decir, no-carcinogénica) en el RCB por via oral, un VPN
Bayesiano (alternativamente, una PVN) de 40% implica que: « incluso para condiciones de exposicion (0
tratamiento) demasiado riesgosas, hay 40% de probabilidad de que dicha sustancia carezca de carcinogenicidad
innata para los humanos por ingestion ». En adicion, la Tablas 17, 18, 19, y 20 reportan algunas informaciones
utiles sobre las sustancias cuya ~probabilidad numérica de carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad)
innata para los humanos~ fue objeto de estudio de esta tesis. Esas informaciones incluyen (1) el uso de la
sustancia en la sociedad (p. ej., colorante de alimentos y medicamentos; principio activo de productos
plaguicidas); (2) la clase quimica o farmacolégica de la sustancia (p. €j., piretroides; fluoroquinolonas); (3) si la
droga (t.c.c. principio activo) en cuestion esta autorizada como farmaco de la medicina humana, ya sea en los
EUA, Canada, o la Unién Europea; (4) la indicacién (enfermedad humana, o condicion médica) para la cual esta
autorizada la droga en cuestion, y (5) las vias de exposicion (o tratamiento) en humanos a las que aplican los

valores predictivos y probabilidades de verosimilitud estimados por esta tesis.

En tal sentido, las Tablas 19 y 20 no contienen resultados de este trabajo académico. Sin embargo, dichas tablas
brindan informacién relevante para discutir los resultados de esta tesis. Acerca de las vias de exposicion (o
tratamiento) en humanos a las que aplican las probabilidades de verosimilitud y valores predictivos estimados
por esta tesis, las Tablas 17 y 18 clasificaron dichas rutas en primarias (“Via#1”) o secundarias (“Via#2"). Como
primarias (“Via #17), las Tablas 17 y 18 reportaron aquellas vias de tratamiento (o exposicion) que son
directamente extrapolables a los humanos, basado en la carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) de la
sustancia en el RCB mediante esa misma via (seccidn 13.4.2: Discusion). Como secundarias (“Via #2”), las
Tablas 17 y 18 reportaron aquellas vias de exposicion (o tratamiento) que serian extrapolables a los humanos,
conforme con lo discutido en la seccién 13.4.2. Por vias de exposicion o vias de tratamiento, estatesis se refirid
a las formas generales de exposicién a (o tratamiento con) los agentes quimicos, incluyendo (1) la ingestion; (2)

la inhalacién; (3) la inyeccion o el implante, y (4) el contacto dérmico.

12. Datos

12.1. Descripcioén y referenciacion de los datos

Mediante la divulgacion de los datos en los que se basé esta tesis, los autores de este trabajo adherimos a la
politica de mayor transparencia y reproducibilidad en las ciencias farmacéuticas, y ciencias biomédicas en
general. Lafinalidad de esta seccion esreportar los datos que, mediante los métodos explicados en las secciones
10.1, 10.2, y 10.3, dieron lugar a los resultados de este trabajo académico (Tablas 16, 17, y 18). Debido a la
cantidad y diversidad de los datos, se consideré aqui que (1) para aquellos que quisieren poner a prueba las
hipotesis de esta tesis; (2) para aquellos que quisieran verificar la veracidad de los resultados y conclusiones de
esta tesis doctoral, o (3) para quienes formen parte del jurado de esta tesis, seria de utilidad encontrar una
seccion como la presente, dedicada sélo a la explicacion y referenciacion de dichos datos. Al respecto, los datos
en los que se bas6 esta investigacion se especifican en diez tablas ubicadas en el Anexo A (seccion 17).
Brevemente, la Tabla 21 explica de qué trata cada una de las tablas de datos (Tablas Al ala A10; Anexo A), asi

la relacion de esas tablas con los objetivos especificos y metodologia de esta tesis.



Tabla 16. (Resultados). Evaluacion del desempefio predictivo del RCB como método para predecir los peligros quimicos de cancer para los humanos

Parametro (descriptor del desempefio Datos que soportan la RCB de 1-especie RCB de 2-especies
predictivo del RCB) respectiva estimacion

RCB-rata ‘ RCB-ratén Config. #1 | Config. #2

Sensibilidad por los mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestion
Sensibilidad de la via oral del RCB Tablas Aly A4 94.4% (18) ‘ 100% (16) 93.7% (16) | 100% (18)

Sensibilidad por los mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalacion
Sensibilidad de la via inhalatoria del RCB Tablas Aly A4 100% (20) 95.0% (20) 94.7% (19) 100% (21)

Sensibilidad por los mutadgenos carcinogénicos en humanos ya sea por ingestion o inhalacion

Sensibilidad compuesta del RCB (incluyendo Tablas Aly A4 97.3% (38) 97.2% (36) 94.2% (35) 100% (39)
las vias oral e inhalatoria)

Sensibilidad por los no-mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestion

Sensibilidad de la via oral | Tabla A5 | 65.0% (20) I Inadecuada ¢ | 61.1% (18) | Inadecuada ¢

Sensibilidad por los no-mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalacion

Sensibilidad de la via inhalatoria | Tabla A5 | 88.8% (36) I Inadecuada ¥ | Inadecuada ¥ | 97.1% (35)

Sensibilidad por los no-mutagenos carcinogénicos en humanos ya sea por ingestion o inhalacion

Sensibilidad compuesta del RCB (incluyendo Tabla A5 80.3% (56) Inadecuada ¥ Inadecuada ¥ 94.4% (54)
las vias oral e inhalatoria)

Sensibilidad por los no-mutagenos carcinogénicos en humanos ya sea por ingestion o inhalacién (analisis restringido aquellas sustancias que han sido
ensayadas tanto en el RCB-rata como en el RCB-ratén)

Sensibilidad compuesta del RCB Tabla A6 79.3% (29) 82.7% (29) 72.4% (29) 89.6% (29)

Especificidad, de acuerdo con las sustancias identificadas en esta tesis como no-carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico

Especificidad de la via oral del RCB Tabla A7 95.2% (84) 100% (57) 100% (89) 92.4% (53)

Config: Configuracion de RCB (Figuras 2, 3,y 4). Inadecuada ¢: Inapropiada para ser comparada con la sensibilidad del RCB-rata, debido a cuatro carcindgenos de humanos de
tipo no mutagénico de baja potencia carcinogénica que fueron ensayados en el RCB-rata pero no en el RCB-ratén (sodium arsenite, sodium arsenate, lead arsenate, y chrysotile
asbestos; Tabla A5). Inadecuada ¥: Inapropiada para ser comparada con la sensibilidad del RCB-rata, ya que el nimero de carcindégenos de humanos de tipo no-mutagénico
ensayados en el RCB-ratén represento solo el 57% del nimero de carcinégenos de humanos ensayados en el RCB-rata (Tabla A5). Nota #1: Las Tablas de la Al ala A10 se
ubican en la seccion 17: Anexo A.
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Tabla 17. (Resultados). Estimacién de la probabilidad de carcinogenicidad innata para los humanos de varios farmacos y otras sustancias de interés

# | Sustancia (nombre genérico) CASRN® VPP PVP Via No. 1 ¥ ViaNo.2 § | Clase quimica o farmacoldgica
Farmacos varios, y otras drogas de uso o interés para la medicina humana o veterinaria
1 | Amsacrine 51264-14-3;54301-15-4 99.9% 95.3% inyeccion A ingestién Intercaladores del ADN A
. ingestion, .
2 | Bendamustine 3543-75-7;16506-27-7 99.9% 98.9% . . Agentes alquilantes
inyeccion
3 | Benznidazole 22994-85-0 99.9% 98.9% inyeccion ingestion Nitroimidazoles
4 | Bleomycin 9041-93-4; 11056-06-7 99.9% 95.3% inyeccion Antibioticos glicopéptidos
5 | Carbadox 6804-07-5 99.9% 95.3% ingestion inyeccion Diéxidos de la benzopirazinas
6 | Carmustine 154-93-8 99.9% 98.9% inyeccién ingestion Nitrosoureas
7 | Chloral hydrate 302-17-0; 2218-68-0 99.9% 98.9% ingestion inyeccion Clorhidrina
8 | Chlorozotocin 54749-90-5 99.9% 95.3% inyeccion Nitrosoureas
9 | Cisplatin 15663-27-1 99.9% 95.3% Agentes alquilantes
inyeccién ingestion
10 | Cytembena 21739-91-3 99.9% 95.3% Citostatico, Antineoplasico
. 98.9% ingestion, ]
11 | Dacarbazine 4342-03-4;17925-90-5 99.9% . . Agentes alquilantes
inyeccién
12 | Dactinomycin 50-76-0 99.9% 98.9% inyeccion
. P : > Intercaladores del ADN A (e
13 | Danthron 117-10-2 99.9% 98.9% ingestion inyeccion C .
inhibidores de topoisomerasas)
14 | Daunorubicin 20830-81-3; 23541-50-6 99.9% 98.9% inyeccién
15 | Desoxycarbadox 55456-55-8 99.9% 95.3% ingestion inyeccion Benzopirazinas
16 | Dexrazoxane (ICRF-187) 24584-09-6; 149003-01-0 99.9% 98.9% inyeccion Inhibidor de topoisomerasas
o 23214-92-8; 25316-40-9; 95.3%
17 | Doxorubicin 99.9% ) . Intercaladores del ADN A (e
inhibidores de topoisomerasas)
18 | Epirubicin 56390-09-1; 56420-45-2 99.9% 95.3%
19 | Furazolidone 67-45-8 99.9% 98.9% ] ) ] ] ]
- ingestion inyeccion Nitrofuranos
20 | Furylfuramide 3688-53-7 99.9% 98.9%
21 | Hydralazine 86-54-4; 304-20-1 99.9% 98.9% ingestion inyeccion Ftalazinas
22 | Hydroxyurea 127-07-1 99.9% 95.3% inyeccion ingestion Antimetabolito

(continua)



Tabla 17. (Resultados). Estimacién de la probabilidad de carcinogenicidad innata para los humanos de varios farmacos y otras sustancias de interés (continuacién)

# | Sustancia (nombre genérico) CASRN® VPP PVP Via No. 1 ¥ ViaNo.2 § | Clase quimicao farmacoldgica
Farmacos varios, y otras drogas de uso o interés para la medicina humana o veterinaria
23 | Ifosfamide 3778-73-2 99.9% 98.9% inyeccion ingestion Agentes alquilantes
24 | Irinot 97682-44-5; 100286-90- 99.9% 95.3% . . . 6 Inhibidor de tonoi
rinotecan 6: 136572-09-3 .9% .3% inyeccién ingestion nhibidor de topoisomerasas
25 | Lomustine 13010-47-4 99.9% 98.9% inyeccion ingestion Nitrosoureas
26 | Mechlorethamine 51-75-2; 55-86-7 99.9% 98.9% inyeccion Mostaza nitrogenada
27 m idazol 443-48-1; 13182-82-6; 99.9% 98.9% ) . . . Nitroimidazol
etronidazole 69198-10-3 .9% ingestion inyeccién itroimidazoles
28 | Mitomycin C 50-07-7 99.9% 98.9% inyeccion Agentes alquilantes
29 | Mitoxantrone 65271-80-9; 70476-82-3 99.9% 98.9% inyeccion Intercaladores del ADN A
30 | Mequindox 13297-17-1 99.9% 98.9% ingestion inyeccion Dioxidos de la benzopirazinas
.99 ingestion,
31 | Nifurtimox 23256-30-6 99.9% 98.9% . g e
inyeccién
Nitrofuranos
) . 54-87-5; 67-20-9; 17140- 98.9% . - . o
32 | Nitrofurantoin 81-7 99.9% ingestion inyeccion
33 | Olaquindox 23696-28-8 99.9% 98.9% ingestion inyeccion Diéxidos de la benzopirazinas
34 | Oxcarbazepine 28721-07-5 99.9% 98.9% ingestion inyeccion Dibenzazepinas
35 | Phenazopyridine 94-78-0; 136-40-3 99.9% 98.9% ingestion inyeccion Azo-aroméaticos
.99 ingestion, .
36 | Phenoxybenzamine 59-96-1; 63-92-3 99.9% 98.9% . g . Blogueadores alfa-adrenérgicos
inyeccién
37 | Procarbazine 366-70-1;671-16-9 99.9% 98.9% ingestion inyeccion Agentes alquilantes
38 | Razoxane (ICRF-159) 21416-67-1 99.9% 98.9% inyeccion Inhibidor de topoisomerasas
39 | Streptozotocin 18883-66-4 99.9% 98.9% inyeccion ingestion Nitrosoureas
40 | Temozolomide 85622-93-1 99.9% 95.3% Agentes alquilantes
- - ingestion inyeccion
41 | Triethylenephosphoramide 545-55-1 99.9% 95.3%
42 | Triethylenemelamine 51-18-3 99.9% 98.9% inyeccién
(contintia)
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Tabla 17. (Resultados). Estimacion de la probabilidad de carcinogenicidad innata para los humanos de varios farmacos y otras sustancias de interés (continuacion)

# | Sustancia (nombre genérico) CASRN® VPP PVP Via No. 1 ¥ ViaNo.2 8 | Clase quimicao farmacoldgica
Farmacos varios, y otras drogas de uso o interés para la medicina humana o veterinaria
43 | Triaziquone 68-76-8 99.9% 95.3% inyeccién Agentes alquilantes
44 | Trichlormethine 555-77-1;817-09-4 99.9% 95.3% inyeccién Mostaza nitrogenada
Tri-fenil-metanos con potencial antimicrobiano
ara-Magenta (C.l. Basic Red 98.9%
1 P g ( 479-73-2; 569-61-9 99.9% °
9) ingestion inyeccion Tri-fenil-metanos
2 | Leucomalachite Green 129-73-7 99.9% 98.9%
Nitro-fenilos (o Nitro-bencenos) de interés toxicolégico
1 | 1-Chloro-2-nitrobenzene 88-73-3 99.9% 98.9%
2 | 1-Chloro-4-nitrobenzene 100-00-5 99.9% 98.9%
1-Methoxy-2-nitrobenzene (2- 98.9% . L, . i
3 . . 91-23-6 99.9% ingestion inyeccion
Nitroanisole)
— Nitrofenilos — Nitrobencenos
4 | 1-Methyl-2,4-dinitrobenzene 121-14-2 99.9% 98.9%
5 | 2-Methyl-1,3-dinitrobenzene 606-20-2 99.9% 95.3%
. ) » ingestion,
6 | 4-Nitrobenzene 98-95-3 99.9% 98.9% inhalacién . i
inyeccién

A Acoplado ala inhibicion o envenenamiento de topoisomerasas; CASRN®: Numero de registro de las sustancias quimicas en el Servicio de Resimenes Quimicos (Chemical
Abstract Service) de la Sociedad Quimica Americana (American Chemical Society); VPP Bayesiano: Valor predictivo positivo (es decir, la probabilidad numérica de
carcinogenicidad paralos humanos, de acuerdo alo argumentado en la seccién 10.1); PVP: Probabilidad de verosimilitud positiva derivada del respectivo cociente de verosimilitud
(es decir, otra aproximacién matematica a la probabilidad de carcinogenicidad para los humanos, de acuerdo a lo argumentado en la seccion 10.1); Inyeccién: Introduccién en el

cuerpo mediante aguja y jeringa (incluye las rutas subcutanea, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intrauretral, entre otras). ¥ Via No. 1: Via de exposicion (o tratamiento)
a la cual es directamente extrapolable la probabilidad de carcinogenicidad para los humanos estimada en esta tesis, ya que, por esa misma via de tratamiento, se observo en el
RCB la carcinogénesis quimica asociada a la sustancia en cuestién. § Via No. 2: Via de exposiciénala cual, en adicién a la “Via No. 17, podria extrapolarse hipotéticamente la

probabilidad de carcinogenicidad para los humanos estimada en esta tesis para la sustancia en cuestion, de acuerdo a (1) lo planteado en la seccion 11, y (2) discutido en la

seccion 13.4.2.



Tabla 18. (Resultados). Estimacion de la probabilidad de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos de varias sustancias de interés

# Sustancia (nombre genérico) CASRN /PubChem CID VPN PVN Via No. 1 ¥ ViaNo.2 § Clase ¢
Principios activos de productos pesticidas (no excluye el que algunas de estas drogas hagan parte de medicamentos de la medicina veterinaria)
1 | Bioresmethrin 28434-01-7 ingestion
2 | Bifenthrin 82657-04-3
3 | Cyfluthrin 68359-37-5
4 | beta-Cyfluthrin (trans-Cyfluthrin) 86560-94-3
5 | Cyhalothrin 68085-85-8 _ )
6 | lambda-Cyhalothrin 91465-08-6 idem A Piretroides
7 | Cypermethrin 52315-07-8
8 | alpha-Cypermethrin 67375-30-8
9 | zeta-Cypermethrin ANR
10 | Deltamethrin 52918-63-5 96.:2% ro4%
11 | Ethofenprox 80844-07-1 idem A Fenoxis; Piretroides
12 | Fenvalerate 51630-58-1
13 | Esfenvalerate 66230-04-4 i
Idem A Piretroides
14 | Flumethrin 69770-45-2
15 | Permethrin 52645-53-1
16 | Milbemectin ANR
17 | Milbemycin A3 51596-10-2 idem A Lactonas macrociclicas
18 | Milbemycin A4 51596-11-3
Farmacos antimicrobianos de uso en medicina humana o veterinaria
1 | Abamectin 71751-41-2
2 | Avermectin Bla 65195-55-3 ingestion Lactonas macrociclicas
3 | Avermectin B1lb 65195-56-4 96.2% 73.1%
4 | Apramycin 37321-09-8;65710-07-8 {dem A Aminoglucésidos
5 | Avilamycin 71674 Q idem A Ortosomicinas
(continta)
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Tabla 18. (Resultados). Estimacion de la probabilidad de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos de varias sustancias de interés (continuacion)

# Sustancia (nombre genérico) CASRN /PubChem CID VPN PVN ViaNo.1¥ | ViaNo.2 § Clase ¢
Farmacos antimicrobianos de uso en medicina humana o veterinaria
6 | Chlortetracycline 57-62-5; 64-72-2 ingestion Tetraciclinas
7 Ciprofloxacin 85721-33-1; 86393-32-0 .
- Idem A Fluoroguinolonas
8 Danofloxacin 112398-08-0
9 Doramectin 117704-25-3 idem A Lactonas macrociclicas
10 | Emamectin 119791-41-2; 155569-91-8
11 | Emamectin Bla 11549937 Q idem A Lactonas macrociclicas
12 | Emamectin Blb 15279960 Q
13 | Enrofloxacin 93106-60-6 idem A Fluoroquinolonas
14 | Eprinomectin 123997-26-2
15 | Eprinomectin Bla 133305-88-1 idem A Lactonas macrociclicas
16 | Eprinomectin B1b 133305-89-2
17 | Erythromycin 114-07-8; 134-36-1 idem A Macrélidos
96.2% 73.1%
18 | Ivermectin 70288-86-7
19 | Ivermectin Bla 71827-03-7
20 | lvermectin Blb 70209-81-3 .
Idem A Lactonas macrociclicas
21 | Milbemycin oxime 129496-10-2
22 | Milbemycin A3 5-oxime 91617476 Q
23 | Milbemycin A4 5-oxime 91617829
24 | Moxidectin 113507-06-5 {dem A Lactonas macrociclicas
25 | Natamycin (Pimaricin) 7681-93-8 idem A Macrélidos
26 | Nemadectin 6436124 Q fdem A Lactonas macrociclicas
27 | Neomycin 66-86-4; 1405-10-3 i
Idem A Aminoglucoésido
28 | Neomycin B (Framycetin) 119-04-0; 4146-30-9
29 | Oxytetracycline 79-57-2; 2058-46-0 idem A Tetraciclinas

(continGa)



Tabla 18. (Resultados). Estimacion de la probabilidad de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos de varias sustancias de interés (continuacion)

# Sustancia (nombre genérico) CASRN /Colour Index VPN PVN Via No.1 ¥ ViaNo.2 § Clase ¢
Farmacos antimicrobianos de uso en medicina humana o veterinaria
30 | Spinosad 168316-95-8 ingestion Macrélidos
31 | Spinosyn A 131929-60-7 i )
- Ildem A Macrélidos
32 | Spinosyn D 131929-63-0
33 [ Spiramycin 8025-81-8; 68880-55-7 96.2% 73.1% idem A Macrolidos
34 | Tetracycline 60-54-8; 64-75-5 {dem A Tetraciclinas
Thiamphenicol 15318-45-3 i
35 Idem A Anfenicoles
Thiamphenicol glycinate 2393-92-2;2611-61-2
Colorantes autorizados en diversos paises para uso en alimentos, medicamentos, y/o cosméticos
Amaranth 915-67-3
1 ingestion
Amaranth, Aluminum Lake 12227-62-2 ]
- Azo-aromaticos
Azorubine 3567-69-9 i
2 Idem A
Azorubine, Aluminum Lake 84238-07-3
3 | Brown HT 4553-89-3 idem A Azo-arométicos
4 | Carminic acid 1260-17-9 )
Idem A Antraquinonas
5 Carmine 1390-65-4
D&C Yellow No. 10 8004-92-0 B
6 96.2% 73.1% Idem A Quinolinas
D&C Yellow No. 10 Aluminum Lake 68814-04-0
FD&C Blue No. 1 3844-45-9 ’
7 Idem A Tri-fenil-metanos
FD&C Blue No. 1 Aluminum Lake 68921-42-6
FD&C Blue No. 2 860-22-0 .
8 Idem A Indigos
FD&C Blue No. 2 Aluminum Lake 16521-38-3
FD&C Green No. 3 2353-45-9 .
9 - ldem A Tri-fenil-metanos
FD&C Green No. 3 Aluminum Lake C.1. 42053:1 (Colour Index)
10 | FD&C Red No. 40 25956-17-6 idem A Azo-aromaticos
(continta)
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Tabla 18. (Resultados). Estimacion de la probabilidad de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos de varias sustancias de interés (continuacion)

# Sustancia (nombre genérico) CASRN® VPN PVN ViaNo.1 ¥ ViaNo.2 § Clase ¢
Colorantes autorizados en diversos paises para uso en alimentos, medicamentos, y/o cosméticos

10 | FD&C Red No. 40 Aluminum Lake 68583-95-9 ingestién Azo-arométicos
FD&C Yellow No. 5 1934-21-0

11
FD&C Yellow No. 5 Aluminum Lake 12225-21-7 i

Idem A Azo-aroméaticos

FD&C Yellow No. 6 2783-94-0

12
FD&C Yellow No. 6 Aluminum Lake 15790-07-5
Patent Blue V, Calcium Salt 3536-49-0 96.2% 73.1%

13 | PatentBlue V, Sodium Salt 20262-76-4 idem A Tri-fenil-metanos
Patent Blue V, Aluminum Lake 86510-75-0

14 | PatentBlue VF (Blue VRS), Sodium Salt 129-17-9 idem A Tri-fenil-metanos
Ponceau 4R 2611-82-7

15 ingestion Azo-arométicos
Ponceau 4R Aluminum Lake 12227-64-4

¢ Categoria quimica o farmacoldgica (p. €j., en términos de: estructura quimica, mecanismo de accion); A idem: igual a lo anterior, es decir, a la celda de encima; CASRN®:
Numero de registro de las sustancias quimicas en el Servicio de Resimenes Quimicos (Chemical Abstract Service) de la Sociedad Quimica Americana (American Chemical
Society); VPN: Valor predictivo negativo (es decir, la probabilidad de carencia de carcinogenicidad para los humanos, de acuerdo a lo argumentado en la seccion 10.1); PVN:
Probabilidad de verosimilitud negativa derivada del respectivo cociente de verosimilitud (es decir, otra aproximacién matematica a la probabilidad de carencia de carcinogenicidad
para los humanos, de acuerdo a lo argumentado en la seccion 10.1); Inyeccién: Introduccion en el cuerpo mediante aguja y jeringa (incluye las rutas subcutanea, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, entre otras). ¥ Via No. 1: Via de exposicién (o tratamiento) a la cual es directamente extrapolable la probabilidad de carcinogenicidad para los
humanos estimada en estatesis, ya que, por esa misma via de tratamiento, se observo en el RCB la carcinogénesis quimica asociada a la sustancia en cuestion.



Tabla 19. Farmacos actualmente aprobados en la Union Europea, los EUA, o Canad4, con limitada o inadecuada evidencia epidemiolégica de carcinogenicidad, para
los que esta tesis estimé un 98.1% (o més) de probabilidad de carcinogenicidad innata para los humanos (por las vias de exposicion especificadas en la Tabla 17)

Farmaco Evidenciaepidemioldgicade PVP § Indicaciones A
(de uso en humanos) CASRN® carcinogenicidad (Institucion)
No-antineoplasicos (drogas aprobadas para enfermedades humanas distintas al cancer)
Benznidazole 22994-85-0 No evaluada (IARC; NTP) 99.6% Enfermedad de Chagas pediatrico (de 2 a 12 afios de edad)
Danthron 117-10-2 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Estrefiimiento en pacientes terminales
Dexrazoxane 24584-09-6 No evaluada (IARC; NTP) 99.6% Cardiomiopatia asociada a la cardiotoxicidad de la doxorubicina
Hydralazine 86-54-4 evidencia Inadecuada (IARC) 99.6% Hipertensién severa; Hipertension esencial
Metronidazole 443-48-1 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Endocarditis bacteriana; Infecciones ginecoldgicas; Meningitis bacteriana, etc.
Nifurtimox 23256-30-6 No evaluada (IARC; NTP) 99.6% Enfermedad de Chagas pediatrico (recién nacidos hasta 17 afios de edad)
Nitrofurantoin 67-20-9 evidencia Inadecuada (IARC) 99.6% Infecciones del tracto urinario sin complicaciones
Oxcarbazepine 28721-07-5 No evaluada (IARC; U.S. NTP) 99.6% Convulsiones de inicio focal
Phenazopyridine 94-78-0 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Irritacion de la mucosa del tracto urinario inferior
Phenoxybenzamine 59-96-1 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Hipertensién maligna; Hipertensién asociada a feocromocitomas
Antineoplasicos (drogas aprobadas para el tratamiento del cancer humano)
Amsacrine 51264-14-3 evidencia Inadecuada (IARC) 98.1% Leucemia aguda en adultos
Bendamustine 3543-75-7 No evaluada (IARC; NTP) 99.6% Leucemia linfocitica crénica; Linfoma no-Hodgkin
Bleomycin 9041-93-4 evidencia Inadecuada (IARC) 98.1% Tumores malignos varios (p. €j., carcinomas de células escamosas)
Carmustine 154-93-8 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Tumores malignos varios (p. €j., linfoma de Hodgkin; linfoma no-Hodgkin)
Cisplatin 15663-27-1 evidencia Inadecuada (NTP) 98.1% Céncer de ovario; Céancer testicular; Cancer de vejiga
Dacarbazine 4342-03-4 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Melanoma; Linfoma de Hodgkin
Dactinomycin 50-76-0 evidencia Inadecuada (IARC) 99.6% Canceres varios (p. €j., sarcoma de Ewing; tumor de Wilms)
Daunorubicin 20830-81-3 No evaluada (IARC; NTP) 99.6% Leucemia linfocitica aguda; Leucemia no-linfocitica
Doxorubicin 23214-92-8 evidencia Inadecuada (NTP) 98.1% Cénceres varios (p. €j., leucemia mieloblastica aguda)
Epirubicin 56390-09-1 No evaluada (IARC; NTP) 98.1% Céncer de seno con metastasis al nodulo linfatico axilar
Hydroxyurea 127-07-1 evidencia Inadecuada (IARC) 98.1% Leucemia mieloide crénica; Carcinomas de células escamosas
(contintia)
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Tabla 19. Farmacos actualmente aprobados en la Union Europea, los EUA, y/o Canad4, con limitada o inadecuada evidencia epidemiolégica de carcinogenicidad, para
los que esta tesis estim6 un 98.1% (o mas) de probabilidad de carcinogenicidad innata para los humanos (vias de exposicién segin Tabla 17) (continuacion)

Farmaco Evidenciaepidemioldgicade PVP § Indicaciones (segunDrugBank o la U.S. FDA) A
(de uso en humanos) CASRN® carcinogenicidad (Institucién)
Antineopléasicos (drogas aprobadas para el tratamiento del cAncer humano)
Ifosfamide 3778-73-2 evidencia Inadecuada (IARC) 99.6% Variedad de canceres (p. €j., cancer testicular; cancer de cuello uterino)
Irinotecan 97682-44-5 No evaluada (IARC; NTP) 98.1% Carcinoma de colon o recto metastésico
Lomustine 13010-47-4 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Tumores cerebrales; Linfoma de Hodgkin
Mechlorethamine 51-75-2 evidencia Limitada (NTP) 99.6% Leucemia linfocitica cronica; Leucemia mielocitica crénica
Mitomycin C 50-07-7 evidencia Inadecuada (IARC) 99.6% Carcinoma urotelial; Adenocarcinoma pancreatico (o gastrico) metastasico
Mitoxantrone 65271-80-9 evidencia Limitada (IARC) 99.6% Leucemia aguda no-linfocitica en adultos; Cancer de prostata refractario
Procarbazine 366-70-1 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Linfoma de Hodgkin
Streptozotocin 18883-66-4 evidencia Inadecuada (NTP) 99.6% Carcinoma neuroendocrino
Temozolomide 85622-93-1 No evaluada (IARC; NTP) 98.1% Glioblastoma multiforme; Astrocitoma anaplasico refractario

IARC: International Agency for Research on Cancer; 8§ PVP: Segln los resultados de esta tesis, la probabilidad de verosimilitud positiva, es decir, la probabilidad de
carcinogenicidad innata sobre los humanos por las vias de exposicion especificadas en la Tabla 17 (seccion 10.1); U.S. EPA: United States of America Environmental Protection
Agency; U.S. FDA: United States of America Food and Drug Administration; U.S. NTP: United States of America National Toxicology Program; A Segun lo contenido en las
informaciones de prescripciénde la U.S. FDA, o de acuerdo con los reportado por el portal DrugBank 5.0 [144]. Nota: La autorizacién para uso terapéutico en humanos de la
Union Europea, los EUA, o Canada, se report6é aqui como una referencia de la significativa presencia de estos farmacos en el mercado mundial, sin desconocer que la presencia
en el mercado de cada pais del mundo, incluida Colombia, es importante.



Tabla 20. Otras informaciones relevantes acerca de los farmacos actualmente aprobados en la Unién Europea, los EUA, o Canada, blanco del objetivo especifico #3

Fa SRR Clasificacion respecto de Boxed Warnings or Mensaje més diciente sobre la carcinogenicidad del farmaco, en
armaco carcinogenicidad Q Warning A Precautions 8§ la informacion de prescripciéon autorizada por la U.S. FDA ¥
No-antineoplasicos (drogas aprobadas para enfermedades humanas distintas al cancer)
. Probable “Se desconoce si el benznidazol esta asociado con carcinogénesis
Benznidazole 22994-85-0 Ausente . L R
carcinogenicidad en humanos.” (2017)
Carcinogénesis “El tratamiento oral experimental de ratas y ratones con la dantrona
Danthron 117-10-2 RAHC (NTP); G-2B (IARC) . . . » S,
enroedores caus6 tumores intestinales y hepaticos en ambas especies.” (EMC)
Dexrazoxane 24584-09-6 Ausente Ausente “Dexrazoxano es mutagénico y clastogénico.” (2017)
Hvdralazi 86-54-4 G-3 (IARC A A “El tratamiento oral experimental de ratas y ratones con hidralazina
ydralazine T -3( ) usente usente caus6 tumores pulmonares o hepaticos en ambas especies.” (2015)
. “Se mostrd que el metronidazol es carcinogénico en ratas y ratones.
Metronidazole 443-48-1 RAHC (NTP); G-2B (IARC) Presente Ausente . . . »
El uso innecesario de esta droga debe ser evitado.” (2020)
o Probable “Se desconoce si el nifurtimox esté asociado con carcinogénesis en
Nifurtimox 23256-30-6 Ausente . . R
carcinogenicidad humanos.” (2020)
. . “Se desconoce la significacién de la carcinogenicidad en roedores,
Nitrofurantoin 67-20-9 G-3 (IARC) Ausente Ausente . . . »
respecto del uso terapéutico de la nitrofurantoina en humanos.
. “El tratamiento oral experimental de ratas y ratones con
Oxcarbazepine 28721-07-5 Ausente Ausente . , P L. y .,
oxcarbazepina causo tumores hepéticos en ambas especies.
L “No hay estudios epidemiolégicos adecuados sobre la posible
Phenazopyridine 94-78-0 RAHC (NTP); G-2B (IARC) Ausente Ausente L s . »
asociacion entre la fenazopiridina y la neoplasia humana.” (2001)
. “Se conocen reportes de casos de carcinoma en humanos, después
Phenoxybenzamine 59-96-1 RAHC (NTP); G-2B (IARC) Ausente Ausente . . .,
del tratamiento a largo-plazo con fenoxibenzamina.” (2008)
Antineoplasicos (drogas aprobadas para el tratamiento del cAncer humano)
Amsacrine 51264-14-3 G-2B (IARC) Ausente Ninguno (EMC) (2020)
. Probable “Hay reportes de enfermedades malignas (subsecuentes) en
Bendamustine 3543-75-7 Ausente . . . o
carcinogenicidad pacientes que fueron tratados con bendamustina.” (2018)
. “Se desconoce el potencial carcinogénico de la bleomicina en
Bleomycin 9041-93-4 G-2B (IARC) Ausente Ausente P » 9
humanos.” (2010)
) ) . “La terapia con nitrosoureas, tales como la carmustina, tiene
Carmustine 154-93-8 RAHC (NTP); G-2A (IARC) Ausente Carcinogenicidad . . L. ”
potencial carcinogénico en humanos.” (2017)
(continta)
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Tabla 20. Otras informaciones acerca de los farmacos aprobados en la Unién Europea, los EUA, o Canada, blanco del objetivo especifico #3 (continuacion)

E CASRN® Clasificacion respecto de Boxed Warnings or Mensaje mas diciente sobre la carcinogenicidad del farmaco,
armaco carcinogenicidad Q Warning A Precautions § en lainformacion de prescripcion autorizada por U.S. FDA ¥
Antineoplasicos (drogas aprobadas para el tratamiento del cAncer humano)
. ) Probable “Se hareportado el desarrollo de leucemia aguda como (posible)
Cisplatin 15663-27-1 | RAHC (NTP); G-2A (IARC) Ausente . . . . . »
carcinogenicidad efecto secundario al uso del cisplatino en humanos.
. “Los efectos carcinogénicos de la dacarbazina son detectables en
Dacarbazine 4342-03-4 RAHC (NTP); G-2B (IARC) Ausente ) g . »
los sistemas experimentales de prueba.
) . ) ; ) “El tratamiento con dactinomicina incrementa el riesgo de
Dactinomycin 50-76-0 G-3 (IARC) Ausente Carcinogénesis . . »
desarrollar cancer secundario (o colateral).” (2018)
. “Se mostré que la daunorubicina tiene propiedades carcinogénicas
Daunorubicin 20830-81-3 Ausente Ausente . ”
en modelos experimentales de prueba.” (2008)
. . L “El riesgo de leucemia aguda secundaria (o colateral), se
Doxorubicin 23214-92-8 | RAHC (NTP); G-2A (IARC) Presente Carcinogénesis . . . o
incrementa después del tratamiento con doxorubicina.” (2019)
- ) L “La leucemia aguda secundaria (o colateral) tiene una incidencia
Epirubicin 56390-09-1 Presente Carcinogénesis , . o
mas alta en los pacientes tratados con epirubicina.
Hydroxyurea 127-07-1 G-3 (IARC) Presente Carcinogenicidad “La hidroxiurea es un carcinégeno de humanos.” (2021)
) “En ratas, la administracion intravenosa de irinotecan resulté en un
Irinotecan 97682-44-5 Ausente Ausente . L . . B
incremento de la incidencia de tumores uterinos.
. . L “Cancer secundario (o colateral) ocurre por el uso a largo-plazo de
Lomustine 13010-47-4 | RAHC (NTP); G-2A (IARC) Ausente Carcinogénesis ( ). » P go-p
la lomustina.” (2016)
. . o “Los riesgos por la exposicion colateral (o no terapéutica) a la
Mechlorethamine 51-75-2 RAHC (NTP); G-2A (IARC) Ausente Carcinogénesis L . »
clormetinaincluyen al cancer.” (2020)
Mitomycin C 50-07-7 G-2B (IARC) Ausente Ausente “Se encontré que la mitomicina es carcinogénica en roedores.”
. ) 3 ) “La terapia con mitoxantrona incrementa el riesgo de desarrollar
Mitoxantrone 65271-80-9 G-2B (IARC) Presente Carcinogénesis . . »
leucemia aguda secundaria (o colateral).” (2010)
b bazi 366-70-1 RAHC (NTP): G-2A (IARC A ‘ A ‘ “Un considerable nimero de estudios reportaron la carcinogenicidad
rocarbazine e (NTP); G-2A( ) usente usente de la procarbazina en ratas y ratones.”
. . - “Tras ser suministrada parenteralmente, se encontr6 que la
Streptozotocin 18883-66-4 | RAHC (NTP); G-2B (IARC) Presente Carcinogenicidad

estreptozotocina es carcinogénica en algunos roedores.”

(continda)




Tabla 20. Otras informaciones acerca de los farmacos aprobados en la Unién Europea, los EUA, o Canad4, blanco del objetivo especifico #3 (continuacion)

F4 ARG Clasificacion respecto Boxed Warnings or Mensaje mas diciente sobre la carcinogenicidad del farmaco,
armaco de carcinogenicidad Q Warning A Precautions § en lainformacidn de prescripcion autorizada por U.S. FDA ¥
Antineoplasicos (drogas aprobadas para el tratamiento del cancer humano)
. Ausente Probable “Se han observado casos de cancer secundario (o colateral) en
Temozolomide 85622-93-1

carcinogenicidad

humanos, después del suministro de la temozolomida.”

Q Categoria cualitativa en la que la sustancia esta clasificada porla IARC o el U.S. NTP, respecto de su carcinogenicidad innata para los humanos. Q RAHC: Clasificada porel U.S.

NTP como razonablemente pronosticada de ser un carcinégeno de humanos. Q G-2A: Clasificada por la IARC como probablemente carcinogénica para los humanos. Q G-2B:
Clasificada por la IARC como posiblemente carcinogénica para los humanos. Q G-3: Clasificada porla lARC como no clasificable en cuanto a su carcinogenicidad para los humanos.

8§ En la seccion de Advertencias y Precauciones de la informacion de prescripcion, autorizada porla U.S. FDA para el farmaco en cuestion, la existencia de una advertencia acerca

de (1) que el farmaco tiene carcinogenicidad innata sobre los humanos (referido en esta Tabla 20 como “Carcinogenicidad”); (2) del conocido incremento en el riesgo de cancer
secundario (o colateral) por el consumo del farmaco en humanos, observado clinicamente, y establecido epidemiolégicamente (referido en esta Tabla 20 como “Carcinogénesis”),

0 (3) lapresuncion de carcinogenicidad innata para los humanos, basada en que hay cierta (mas insuficiente) evidencia epidemioldgica en humanos, o, basado en que hay suficiente
evidencia de carcinogénesis quimica en animales de laboratorio (referido en esta Tabla 20 como “Probable carcinogenicidad”).

A Segln lo explicado en el parrafo anterior, advertencia relacionada con (1) la carcinogenicidad para los humanos; (2) la carcinogénesis en humanos, o (3) la probable

carcinogenicidad paralos humanos del farmaco en cuestién, ubicada en el cuadro de advertencias (o boxed warnings) de la informacién de prescripciéon autorizada porla U.S. FDA
para el farmaco (este cuadro aparece al inicio de la lera. pagina de la informacién de prescripcion, elevando asi el chance de que el facultativo no ignore los efectos perjudiciales

del farmaco sobre la salud o vida del paciente). EMC: Electronic Medicines Compendium, una fuente de informacién autorizada por la Agencia Reguladora de las Medicinas y
Productos parala Salud del Reino Unido (UK MHRA), que reporta en la internet la informacion de prescripcion aprobada porla UK MHRA para el farmaco en cuestion. De acuerdo
con el EMC, las informaciones de prescripciéon de la UK MHRA no contienen un cuadro de advertencias (0 boxed warnings), como es el caso dela U.S. FDA.
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60 Descripcion y referenciacion de los datos
Tabla 21. Descripcién y referenciacion de los datos en los que se basoé la presente tesis
. Metodologiaaplicada | Objetivo especifico de
Titulo Datos o
sobrelos datos la tesis vinculado
Desenlace binario en el RCB, y mecanismo Célculo dela o .

i . L . Objetivo especifico #1.
de accidén carcinogénica, de los sensibilidad del RCB (Evaluacion la
carcinégenos de humanos de tipo hacia los -

'g_ . P ) o sensibilidad del RCB

Tabla A1 | mutagénico reconocidos en estatesis. carcindgenos de o
. . por los carcinégenos
(Incluye las rutas de exposicion por las humanos de tipo .
o - L de humanos de tipo
cuales se ensayaron estos carcinégenos de | mutagénico (seccién .
mutagénico).
humanos en los RCBs). 9.3).
Desenlace binario en diversas pruebas de
Tabla A2 genotoxicidad para los carcindgenos de o »
humanos de tipo mutagénico reconocidos Objetivo especifico #3.
i e, Estimar la probabilidad
en esta tesis. Identificacion de la ( arap
ici mutagenicidad de las cuantitativa. de
En las pruebas de genqtomudad, Ios. sustaidas (seccion carcinogenicidad innata
patrones de .conjportarnlento (t.as’decw, de 10.2.2) para los humanos de
Tabla A3 desenlace bln.arlo) de Ios'cf'arcmogenos de = multiples sustancias
humanos de tipo mutagénico. Las especificas).
caracteristicas de estos patrones de
desenlace se describenenla Tabla 6. §
Desenlace binario en el RCB para los ;
o, . Calculo de la L .
carcindgenos de humanos de tipo . Obijetivo especifico #1.
L. . . sensibilidad del RCB .
mutagénico reconocidos en estatesis. ) (Evaluar la sensibilidad
o hacia los
(Nota: Esta tabla es una version simplificada o del RCB por los
Tabla A4 : carcinégenos de y
dela Tabla Al, a efectos de ilustrar el . carcinégenosde
. o . humanos de tipo )
calculo de la sensibilidad del RCB hacia los . ., humanos de tipo
L, . mutagénico (seccién L.
carcindgenos de humanos de tipo 9.3) mutagénico).
mutagénico.) -
Desenlace binario en el RCB para los
carcindgenos de humanos de tipo no-
mutagénico reconocidos en estatesis.
Nota: Incluye las rutas de exposicién por
TablaAs | ¢ Y posieion p
las cuales se ensayaron estos carcindgenos
de humanos en los RCBs, asi como la Calculo de la o »
computacion y visualizacion de la sensibilidad del RCB Objetivo espeC|f_|c.o.#1.
sensibilidad del RCB resultante). hacia los (Evaluar la sensibilidad
inari carcinégenos de del RCB por los
Desgnlface binario en el RCB par.a los humanoz e carcinégenos de
carcmcigfenos de hur_nanos de tipo n.o- e (Fs)ecci()n humanos de tipo no-
mutagénico reconocidos en estatesis. g mutagénico).
(Nota: Esta tabla es una version acotada a 9.3).
Tabla A6 | los carcindgenos de humanos de tipo no-

mutagénico que han sido ensayados tanto
en el RCB-rata como en el RCB-raton.
También incluye la computacion y
visualizacion de la sensibilidad resultante).

(continda)
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Tabla 21. Descripciony referenciacion de los datos en los que se baso la presente tesis (continuacién)

Metodologiaaplicada

Objetivo especifico de

Titulo Datos L
sobre los datos la tesis vinculado
(1) Los datos mecanicistas que, segun esta
tesis, indican la carencia de carcinogenicidad | Calculo de la Obijetivo especifico #2.
innata para los humanos, y (2) el desenlace especificidad del RCB | (Evaluar la
Tabla A7 binario en el RCB, ambas informaciones para | porlos carcind6genos | especificidad del RCB
a las sustancias reconocidas en esta tesis como | de humanos de tipo hacia los carcindgenos
no-carcindgenos de humanos de tipo no- no-mutagénico de humanos de tipo no-
mutageénico. (Incluye lacomputacion y (seccion 9.4). mutagénico).
visualizacion de la especificidad resultante)
Desenlace binario en el RCB, y mecanismos
de accién carcinogénica (p. €j., inhibicion de
topoisomerasas), de las sustancias blanco del i
Tabla A8 L e Célculo de los valores _ e
objetivo especifico #3. (Incluye las rutas de o . Obijetivo especifico #3.
s predictivos positivos ) .
exposicion por las cuales se ensayaron ) (Estimar la probabilidad
. . Bayesianos (VPP), y -
dichas sustancias en el RCB). o cuantitativa de
N de las probabilidades . . .
Desenlace binario en las pruebas de de verosimilitud carcinogenicidad innata
genotoxicidad para las sustancias blanco del positiva (PVP) para los humanos de
objetivo especifico #3. Nota: Se especifica . varias sustancias
o . ) (secciones 10.1y e
Tabla A9 | también el patrén de comportamiento 10.2.3) especificas)
genotéxico (es decir, el patron de desenlace o
binario en las pruebas de genotoxicidad) de
las sustancias del objetivo especifico #3).
Para las sustancias blanco del objetivo Caélculo de los valores o »
especifico #4: (1) los datos de histopatologia predictivos negativos Objgtlvo eSpeC'ﬂC(,) _#4'
. — . ) (Estimar la probabilidad
enel RCB (p. ej., datos sobre laincidenciade | Bayesianos (VPN), y . )
. L . . numeérica de carencia
Tabla lesiones pre-neoplésicas); (2) el desenlace de las probabilidades . L
N - o de carcinogenicidad
A10 binario en las pruebas de genotoxicidad, y (3) | de verosimilitud

el desenlace binario en el RCB (a saber,
carcinogénesis quimica vs. ausencia de
carcinogénesis quimica).

negativa (PVN)
(secciones 10.1y
10.3.3)

innata para los
humanos de varias
sustancias especificas)

Nota: Las tablas de la Al ala A10 se ubican en la seccién 17: Anexo A.
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13. Discusién
13.1. Desempeiio predictivo del RCB

13.1.1. Configuracién, con foco en la seleccién de las especies

Para las 4 configuraciones del RCB en lo que a la seleccién de las especies se refiere (Fig. 2, 3,y 4), esta tesis
observé una sensibilidad (SEN) significativamente mayor hacia los carcinbgenos de humanos de tipo
mutagénico, comparado con los carcindégenos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla 16). Para esas 4
configuraciones del RCB, observamos aqui una enorme SEN por los carcinégenos de humanos de tipo
mutagénico, con valores que oscilaron entre el 97% y 100% (dependiendo de la configuracién en cuestion) (Tabla
16). Ahora bien, los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico en los que esta tesis basé la SEN del RCB,
estarian caracterizados por (1) una alta potencia mutagénica, y (2) por distintos patrones de inequivoca
positividad en las pruebas de genotoxicidad (Tablas 6, A2, y A3). Asi, la enorme SEN del RCB hacia esos
carcindgenos de humanos mutagénicos sugiere que: las pruebas de genotoxicidad tienen el potencial de predecir

correctamente la carcinogenicidad innata para los humanos de los mutagenos de alta potencia genotodxica.

En la literatura, lo anterior ha sido parcialmente confirmado mediante dos aproximaciones distintas, a saber: (1)
la SEN (%) hacia los carcindgenos de roedores (es decir, las sustancias carcinogénicas en el RCB) de ciertas
baterias de pruebas de genotoxicidad [89], y (2) mediante la SEN (%) hacia los carcindgenos de humanos ya
identificados epidemiolégicamente, de algunas baterias de pruebas de genotoxicidad [90]. Segun ambas
aproximaciones, ciertas baterias de genotoxicidad presentaron una enorme SEN por los carcindgenos (ya sea
de humanos o de roedores) de tipo mutagénico, con valores de SEN entre el 95% y 100% [89,90]. Para los
ambitos en los que el RCB se usa como método de prediccion de los peligros quimicos de cancer humano,
resultaria entonces razonable implementar marcos que exijan lo siguiente: « que las sustancias de interés sean

ensayadas en la mejor bateria de genotoxicidad disponible, antes de acometer su ensayo en el RCB ».

Lo anterior, considerando que las pruebas de genotoxicidad son mucho menos prolongadas, mucho menos
costosas, y mas éticas que los RCBs. Asi, para los ambitos en los que el RCB aplica como método de prediccion
de los peligros quimicos de cancer humano, la positividad de una determinada sustancia a la mejor bateria de
genotoxicidad, podria ser evidencia suficiente para (1) reconocer la carcinogenicidad innata para los humanos

de la sustancia, y (2) omitir su ensayo en el RCB, si los respectivos valores predictivos (0 probabilidades de

verosimilitud) asi lo justificasen (seccién 13.2). Como se menciond en la Introduccion (seccion 1), tanto la omisién

como el reemplazo del RCB son de interés internacional, porque ello trae consigo (1) una reduccion de la
experimentacion en animales; (2) alguna posible disminucion en los precios de ciertos medicamentos patentados,

y (3) una posible disponibilidad mas oportunaen el mercado de medicamentos innovadores.

De hecho, la rama preclinicade la farmacologia reguladora se esta moviendo hacia la implementacion de marcos
gue eximan la realizacion de RCBs para aquellos fArmacos investigativos que resulten claramente mutagénicos
en baterias de genotoxicidad adecuadamente validadas [91]. Para varias sustancias de interés toxicolégico, por
otra parte, el RCB ha cumplido un rol en el manejo del riesgo de respuestas toxicas humanas a esas sustancias

[46]; por ejemplo, aportando datos de toxicidad sobre los cuales basar los niveles limite de exposicion permisibles
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(p. ej., ADI, OEL). Ahora bien, hasta donde el presente autor conoce, no se han desarrollado técnicas que
permitan establecer PELs desde los resultados de los métodos alternativos al RCB (métodos tales como las
baterias de genotoxicidad). Lo anterior resaltaria (1) la necesidad de que tales técnicas sean investigadas y
desarrolladas, asi como (2) que seria pronto como para descontinuar completamente al RCB. Para los casos en
que se considere estrictamente necesaria la realizacion de RCBs, por primera vez, la Tabla 16 muestra que el
uso de las dos especies (a saber, ratas y ratones; Fig. 4) no mejoraria la sensibilidad (SEN) del RCB hacia los

carcindgenos de humanos de tipo mutagénico, en comparacién con el uso de una sola especie (Fig. 2 o Fig.3).

Hacia los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico, esta tesis tampoco observé diferencias significativas
(es decir, 2 5%): (1) entre las 4 configuraciones del RCB en términos de las especies participantes, asi como (2)
entre la vias oral e inhalatoria de esas 4 configuraciones (Tabla 16). Por ende, si en el plano de la identificacion
de peligros han de conducirse RCBs para aquellas sustancias que resultaron francamente positivas a la mejor
bateria de genotoxicidad disponible, cualquiera de esas dos vias (a saber, la oral o la inhalatoria) en cualquiera
de los dos RCBs de 1-especie (esdecir, el RCB-raton o el RCB-rata) es suficiente. Por otro lado, la enorme SEN
hacia los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico observada aqui para el RCB (Tabla 16), podria sugerir
que los carcindgenos de tipo mutagénico (1) tienen unaelevada potencia tanto mutagénica como carcinogénica;
(2) son facilmente detectables en lamayoria de las pruebas de genotoxicidad, y (3) que son francamente positivos
(o carcinogénicos) en el RCB. En la opinién del presente autor, lo anterior no necesariamente es el caso.

Mientras realizdbamos la investigacién, conocimos el concepto de algunos érbitros de revistas de la toxicologia
internacional, quienes comentaron que los ~carcindgenos de humanos de tipo mutagénico hasta ahora conocidos
mediante epidemiologia~ son todavia muy pocos como para considerarlos representativos del universo de los
~mutagenos que son carcinogénicos para los humanos~. Otros autores plantearon que el concepto de potencia
carcinogénica permite hipotetizar la existencia de un amplio espectro en el que (1) en uno de los extremos, se
ubicarian las sustancias de enorme potencia carcinogénica (p. ej., muchos de los mutagenos en los que esta
tesis baso su evaluacion de la SEN del RCB hacia los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico; Tablas Al
y A2), y (2) en el otro extremo, se ubicarian las sustancias de diminuta (o incluso infinitesimal) potencia
mutagénica [15]. De lo anterior, se puede hipotetizar que: debido a las limitaciones de poder estadistico del RCB
(p. €j., por los pequefios tamafios de muestra usados en é€l), los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico
(1) con carcinogenicidad innata para los humanos ain desconocida por la epidemiologia, y (2) de baja potencia

mutagénica, tenderian a resultar en falsos-negativos entregados por el RCB.

Por ejemplo, C.I. Basic Green 4 (CASRN® 569-64-2) y C.I. Pigment Red 23 (CASRN® 6471-49-4), son dos
colorantes que poseen toxicoforos (o0 alertas estructurales) que, inequivocamente, ya estan asociados en la
literatura con la mutagénesis y la carcinogénesis quimica (a saber, el toxic6foro aminas aromaticas). Ademas,
esos dos pigmentos poseen estructuras quimicas claramente semejantes a otras sustancias que resultaron ser
genotdxicas y carcinogénicas en los respectivos sistemas experimentales. En el caso de C.|. Basic Green 4, este
colorante comparte estructura quimica con otros amino-fenil-metanos mutagénicos y carcinogénicos, tales como
C.l. Basic Red 9 (CASRN® 479-73-2) (Tabla A8 y A9). En el caso de C.l. Pigment Red 23, este colorante
comparte estructuracon otros azo-aromaticos mutagénicos y carcinogénicos, tales como C.I. Solvent Orange 2
(CASRN® 2646-17-5) [84]. Sin embargo, por separado, C.l. Basic Green 4 y C.I. Pigment Red 23 resultaron
negativos en los RCBs en los que fueron ensayados [92,93]. Asi, la sensibilidad del RCB pudo ser insuficiente

como para responder con significacion estadistica a la carcinogenicidad innata de C.l. Basic Green 4 y C.I.
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Pigment Red 23. Lo anterior se mencion6 con la finalidad de argumentar tres puntos. Primero, que algunos
carcindgenos de humanos de tipo mutagénico podrian tener una potencia carcinogénica lo suficientemente baja
como para pasar inadvertidos en el RCB y, sin embargo, lo suficientemente altacomo para incrementar el riesgo
de céncer en las personas expuestas a ellos, en condiciones de exposicién lo suficientemente riesgosas.
Segundo, que la enorme SEN hacia los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico evaluada aqui para el
RCB, no deberia interpretarse como evidencia de: (1) que todos los carcindgenos de tipo mutagénico poseen
una elevada potencia mutagénica y carcinogénica, ni (2) de que el RCB seria capaz de detectar a casi todos los
carcindgenos de humanos de tipo mutagénico de la época. Y tercero, para sugerir que, si se desea ampliar el
conocimiento acerca de la capacidad predictiva del RCB, resultaria Gtil investigar cuél es la SEN del RCB hacia

los ~carcinégenos de humanos de tipo mutagénico con baja potencia genotéxica~.

A diferencia de la enorme SEN por los ~carcindgenos de humanos de tipo mutagénico con alta potencia
genotéxica~ del RCB general (p. €j., 97%; Tabla 16), esta tesis observé que: « la via oral del RCB-rata presentd
un deficiente 65% de SEN hacia los ~carcinégenos de humanos por ingestion de tipo no-mutagénico~ (Tabla
16). En contraste con el 65% de SEN hacia los ~carcinégenos de humanos por ingestion de tipo no-mutagénico~
de la via oral del RCB-rata, la via inhalatoria del mismo RCB-rata present6 un 89% de SEN hacia los
~carcinégenos de humanos por inhalacion de tipo no-mutagénico~ (Tabla 16). El 24% de diferencia de SEN
hacia los ~carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico~ observado aqui entre (1) lavia oral del RCB-rata,
y (2) la via inhalatoria delmismo RCB-rata (Tabla 16), sugiere que: « ala hora de evaluar el desempefio predictivo
de los bioensayos in vivo, la evaluacién deberia hacerse en funcion de las vias de exposicion de los animales a
las sustancias de referencia (sustancias de referencia: aquellos agentes quimicos con resultados disponibles

tanto en el bioensayo preclinico como en el estandar de referencia simulado por dicho bioensayo) » [43].

Para la via oral del RCB-rata, esta tesis observd 29% de diferenciaentre (1) la SEN hacia los ~carcindgenos de
humanos por ingestion de tipo mutagénico~, y (2) laSEN hacia los ~carcinégenos de humanos por ingestion de
tipo no-mutagénico~ (Tabla 16). Por su parte, lo anterior sugiere que: « a la hora de evaluar el desempefio
predictivo de las pruebas preclinicas in vivo, la evaluacion deberia hacerse en funcién del mecanismo de accion
(o del modo de accion) de las sustancias ». En otras palabras, los resultados de esta tesis sugieren que: los
bioensayos in vivo pueden ofrecer un desempefio predictivo distinto, dependiendo de (1) lavia de tratamiento de
los animales con las sustancias de prueba, y (2) del modo de accién (o mecanismo de accion) de las sustancias
de prueba; especificamente, aquellos mecanismos de accién (o modos de accién) con clara influencia sobre el
atributo examinado (o la cualidad atribuida) por el respectivo estandar de referencia. Ahora bien, las diferencias
de SEN hacia los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, observadas aqui entre la via oral y la via

inhalatoria del RCB-rata, ¢ Correspondieron a un fendémeno biolégico o a un artefacto?

En ese sentido, 3 no-mutagenos que en humanos son carcinogénicos tanto por ingestion como por inhalacién,
(1) resultaron en falsos-negativos por la via oral del RCB-rata, mas (2) resultaron en verdaderos-positivos
mediante la via inhalatoria del mismo RCB-rata (incluyendo el asbesto crisotilo, y 2 compuestos inorganicos del
arsénico; Tabla A5). También conocimos de otras sustancias que, a pesar de concurrir con una ausencia de
carcinogénesis quimica por la via oral del RCB-rata, si resultaron en carcinogénesis quimica mediante la via
inhalatoria del mismo RCB-rata (incluyendo al didxido de titanio, el formaldehido, el acrilonitrilo, y el asbesto
amosita) [94-96]. Cuando el andlisis se restringié a los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico

ensayados en el RCB-rata y en el RCB-raton (es decir, en ambas especies), tanto para la via oral como para la
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inhalatoria, no observamos diferencias significativas (a saber, = 5%) entre la SEN del RCB-rata y la del RCB-
raton (comparacion: via oral del RCB-rata vs. via oral del RCB-raton; comparacion: via inhalatoria del RCB-rata
vs. via inhalatoria del RCB-ratén Tabla A6). Entonces, los resultados de esta tesis sugieren que: « la SEN de la
via oral de los RCBs hacia los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, es significativamente menor
que la SEN de la via inhalatoria de los RCBs hacia dichos carcin6genos de humanos (no-mutagénicos) (Tabla
16) ». En el caso de la via oral del RCB-rata (Tabla 16), una tasa de falsos-negativos del 35% (es decir, una SEN
del 65%) implica que: la carcinogenicidad innata para los humanos por ingestién, de una proporcion significativa

de los carcinégenos no-mutagénicos aun no-identificados por la epidemiologia, pasa desapercibida en el RCB.

Lo anterior, considerando que la gran mayoria de los RCBs han empleado la via oral de suministro de las
sustancias, en vez de la via inhalatoria (p. ej., porque por via inhalatoria, la exposicién de los roedores requiere
de instalaciones mas sofisticadas y costosas, y de un saber-hacer adicional, comparado con el tratamiento de
los roedores por via oral). La mediocre SEN de la via oral del RCB-rata hacia los carcin6genos de humanos de
tipo no-mutagénico, termina obstruyendo la utilidad predictiva de los resultados negativos (o de ausencia de
carcinogénesis quimica) entregados para las sustancias no-genotéxicas por los RCBs conducidos por via oral
(seccion 13.5: Discusion). Lo anterior se debe a que, entre menor es la SEN de un bioensayo preclinico (1) menor
es la probabilidad de que sus resultados negativos concuerden con el verdadero desenlace de esas sustancias
en el respectivo estandar de referencia, y (2) mayor es la probabilidad de que los resultados negativos entregados

por la prueba preclinica sean del tipo falso-negativo [55].

Los resultados de esta tesis indican asi, que es necesario contar con métodos que ofrezcan una SEN hacia los
carcinégenos de humanos por ingestién de tipo no-mutagénico, mucho mejor de la que ofrece lavia oral de los
RCBs. Por otra parte, esta tesis consider6 que los datos disponibles son inadecuados para evaluar la SEN del
RCB-ratdon por los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla A5; Tabla 16). Esta tesis también
considerd que los datos disponibles son inadecuados para comparar la SEN del RCB-raton con la SEN del RCB-
rata, respecto de los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla A5; Tabla 16). Lo anterior,
considerando que: (1) el numero de carcindgenos de humanos de tipo ho-mutagénico ensayados en el RCB-
raton alcanzo sélo el 57% de los carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico ensayados en el RCB-rata
(Tabla A5), y (2) cuatro carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico con baja potenciacarcinogénica,
que si fueron ensayados en el RCB-rata, no fueron ensayados en el RCB-ratdn (sodium arsenite; sodium
arsenate; lead arsenate; chrysotile asbestos). En buena parte, esas 4 sustancias fueron responsables del 65%
de SEN hacia los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, de la via oral del RCB-rata (Tabla A5).

Al no estar basada en esos 4 carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico con baja potencia
carcinogénica, nuestra evaluacion de la SEN del RCB-ratén habria correspondido con una sobre-estimacion
engafiosa, a efectos de (1) orientar la configuracion de especies del RCB a ser requerida por las agencias
reguladoras, y (2) para orientar la estimacion de los valores predictivos o probabilidades de verosimilitud (seccion
10.1). Para evaluar si los RCB de 2-especies ofrecerian unamejor SEN hacia los carcindgenos de humanos de
tipo no-mutagénico que los RCBs de 1-especie, esta tesis elabord una tabla que permitié estimar la SEN de las
distintas configuraciones del RCB, basado en los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico que han sido
ensayados tanto en ratas como en ratones (Tabla A6). Acerca de la SEN de la via oral de los RCBs, la Tabla A6
muestra que (1) con el RCB de 2-especies por via oral, sélo etinilestradiol viré de falso-negativo a verdadero-

positivo (esto, en comparacién con el RCB-rata), (2) lo que equivale sélo al 7% de los carcinégenos de humanos
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por ingestion de tipo no-mutagénico ensayados en ambas especies. Para la via oral de los RCBs, la Tabla A6
también muestra las siguientes cifras de SEN hacia los carcinégenos de humanos por ingestiéon de tipo no-
mutagénico: (1) 79% (11/14) de SEN, para el RCB-rata; (2) 86% (12/14) de SEN, para el RCB-raton, y (3) 86%
(12/14) de SEN, para el RCB de 2-especies (config. #2; Fig. 4). Claramente, el peso de dicha evidencia es
insuficiente como para sustentar que: (1) por separado, la via oral del RCB-rata y la via oral del RCB-ratdn tienen
una distinta SEN por los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, y (2) que la incorporacion de ambas
especies (es decir, que el uso del RCB de 2-especies) incrementa la SEN del RCB hacia los carcindgenos de
humanos de tipo no-mutagénico. Considerando las importantes desventajas del RCB (p. €j., su extensivo uso de
roedores de laboratorio; su enorme costo monetario), esta tesis no encontré evidencia que justifique el uso del
~RCB de 2-especies por via oral~ para pronosticar la posible carcinogenicidad innata para los humanos por
ingestidn de las sustancias que resulten negativas a las mejores baterias de genotoxicidad disponibles. Para la
via inhalatoria de los RCBs, la Tabla A6 muestra los siguientes valores de SEN hacia los carcindgenos de humanos
por inhalacién de tipo no-mutagénico: (1) 80.0% (12/15) de SEN, para el RCB-rata; (2) 80.0% (12/15) de SEN,
para el RCB-ratén; y (3) 93.3% (14/15) de SEN, para el RCB de 2-especies (config. #2; Fig. 4).

Comparado ya sea con el RCB-rata o con el RCB-raton, el RCB de 2-especies (config. #2; Fig. 4) viré cuatro (es
decir, el 26% de esos) ~carcindgenos de humanos por inhalacién de tipo no-mutagénico~ de falsos negativos a
verdaderos positivos (incluyendo 1 compuesto inorganico del arsénico, lindano, tricoloroetileno, y 1 compuesto
inorganico del niquel; Tabla A5; Tabla A6). En el RCB, el uso simultaneo de ratas y ratones concurrié asi con un
preliminar incremento del 13% en la SEN de la via inhalatoria del RCB, hacia los ~carcinégenos de humanos por
inhalacion de tipo no-mutagénico~. Consideramos importante reconocer que dicha evidencia no es lo
suficientemente pesada como justificar el uso indiscutible, incuestionable, o imperativo del ~RCB de 2-especies
por via inhalatoria (config. 2)~ para las sustancias no-genotodxicas. Por ejemplo, con el RCB de 2-especies, se
desconoce si la via inhalatoria del RCB pierde demasiada SPEC hacia los carcindgenos de tipo de no-mutagénico,
comparado con los RCBs de 1-especie. Con el RCB de 2-especies, también desconocemos si dicho aparente
incremento de SEN, en realidad, se deba a una ganancia en repetibilidad y reproducibilidad con el uso de esas
dos especies roedoras. Ahora bien, aunque no lo ubica en un escenario indiscutible o imperativo, la evidencia de
la Tabla A5 si hace razonable (o prudente) el uso del del ~RCB de 2-especies por via inhalatoria~ para los no-
genotoxicos, si asi lo dispone un instituto de investigacion, una agencia reguladora, una universidad, o una
industria en el ejercicio de su autonomia. Mientras que el RCB esté vigente, la evidencia de la Tabla A5 justificaria
que: « a medida que se vayan conociendo nuevos ~carcinégenos de humanos por inhalacion de tipo no-

mutagénico~ mediante epidemiologia, estos sean ensayados por la via inhalatoria del RCB de 2-especies ».

Lo anterior, con el fin de confirmar (o descartar) sila incorporacién de las dos especies (ratas y ratones) incrementa
significativamente la SEN de la via inhalatoria del RCB hacia ese tipo de carcindgenos de humanos. En tal sentido,
Suarez-Torres y col. [43] revisaron lo siguiente. (1) De 195 drogas plaguicidas sometidas a evaluacion
gubernamental en la Unién Europea; (2) de 181 farmacos de la medicina humana sometidos a evaluacion
gubernamental en Alemania y Holanda, y (3) de 167 sustancias ensayadas enlos RCBs conducidos o contratados
por el U.S. NTP (es decir, de 543 sustancias ensayadas tanto en el RCB-rata como en el RCB-ratén; todas las
vias de exposicion empleadas en los RCB incluidas), el 15% de esas 543 sustancias concurrieron con
carcinogénesis quimica en el RCB-ratén, y concurrieron con una ausencia de carcinogénesis en el RCB-rata [43].
Estos datos también sugieren que: hacia los carcind6genos de humanos de tipo no-mutagénico, el RCB-rata y el

RCB-ratén podrian tener una sensibilidad (alternativamente, una repetibilidad) distinta y potencialmente aditiva.
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13.1.2. Configuracién, con foco en la dosificacion

Uno de los asuntos que mas motivo esta tesis doctoral, fue el marcado contraste entre (1) la vigencia del RCB
como esténdar preclinico de la farmacologia y toxicologia reguladora, y (2) la opinion de algunos autores que
sefialan al RCB como un método inespecifico (o de baja especificidad) [14,15,97]. Coninespecifico, nos referimos
aquellos bioensayos preclinicos caracterizados por un alto porcentaje de resultados falsos-positivos. En el caso
del RCB, dichainespecificidad se manifestaria como: « un cuantioso porcentaje de no-carcinégenos de humanos
que, sin relevancia clinica para los humanos, incrementarian la incidencia de tumores en el RCB ». Si el RCB es
inespecifico, entonces, sus resultados positivos serian irrelevantes para predecir correctamente la
~carcinogenicidad innata para los humanos~ de las sustancias. Ademas, si el RCB es inespecifico, su rango
reglamentario (oregulador) seriaun notable error. En ese sentido, hasta donde sabemos, la especificidad (SPEC)
del RCB permaneci6 formalmente desconocida durante sus 40 afios de historia, hasta la reciente publicacion de
esta tesis [42,43]. A nuestro juicio, dicha SPEC permanecié desconocida por dos motivos. Primero, porque la

principal finalidad de los RCBs ha sido predecirla ~carcinogenicidad innata para los humanos~ de las sustancias.

Es decir, la principal finalidad del RCB ha sido: « predecir una propiedad (toxicoldgica) que (dependiendo de la
potencia del carcinégeno en cuestion, y dependiendo del poder estadistico de los estudios) sélo se evidencia en
condiciones de exposicion (o tratamiento) lo suficientemente riesgosas ». Por ejemplo, para los carcin6genos de
escasa potencia carcinogénica, su carcinogenicidad en humanos sélo se manifestaria en condiciones de
exposicién enormemente riesgosas. Segundo, porque la epidemiologia humana se limita aquellas condiciones
de exposicion (o tratamiento) que son éticamente observables (o experimentables). Ademas, en funciéon de la
limitada cantidad de participantes incluidos en los estudios epidemiol6gicos, se piensa que las condiciones de
exposicién que observa la epidemiologia, suelen ser condiciones (1) concurrentes con un poder estadistico
insuficiente como para descartar la carcinogenicidad innata de las sustancias, y que (2) apenas alcanzan para
descartar la carcinogenicidad circunstancial de la sustancia (es decir, la carcinogenicidad de la sustancia en las
condiciones de exposicion observadas o dispuestas en dichos estudios epidemiolédgicos) [42,43].

Considerando lo anterior, esta tesis planteé una metodologia alternativa a la epidemiologia analitica, para
identificar con razonable confianza a las sustancias carentes de carcinogenicidad innata para los humanos (es
decir, a los no-carcinégenos de humanos (seccion 9.4.2). Reunimos asi 92 sustancias, cada una portando
convincente evidencia mecanicista de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos (Tabla A7).
Respecto de una carencia de carcinogenicidad innata para los humanos, dichas 92 sustancias (del objetivo
especifico #3) contaron con datos mecanicistas distintos a los datos de esas sustancias en el propio RCB (Tabla
A7). Para la via oral de los RCBs de 1-especie (a saber, el RCB-ratén; el RCB-rata), esta tesis encontré una
elevada SPEC (p. €j., = 95%) hacia los carcin6genos de humanos por ingestién de tipo no-mutagénico (Tabla
16). Asi, los ~RCBs de 1-especie por via oral~ respondieron con carcinogénesis quimica (es decir, con un

resultado falso-positivo) a menos del 5% de los no-carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla 16).

Este es un resultado alentador, considerando que la hipétesis de otros autores acerca de la inespecificidad del
RCB, es una hipétesis con ciertos fundamentos [14,15,97]. Dicha hipotesis presenta como uno de sus
argumentos que, como el 50% de todas las sustancias (hasta ahora) ensayadas en el RCB ha resultado en

carcinogénesis quimica (p. ej., mas de 300 sustancias han resultado carcinogénicas en el RCB) [98], es razonable
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asumir que: « las enormes dosis (de las sustancias de prueba) empleadas en el RCB, causarian citotoxicidad y
una consecuente mitogénesis regenerativa (t.c.c. proliferacion celular; hiperplasia tisular) en los tejidos de alto
recambio celular, promoviendo asi una carcinogénesis de caracter artificial o artificiosa (es decir, una
carcinogénesis quimica sin relevancia clinica para los humanos, y correspondiente con resultados del tipo falso-
positivo) » [14,15,97]. No obstante, considerando la certeza que hay sobre la carencia de carcinogenicidad innata
paralos humanos delas sustancias identificadas aqui como no-carcindgenos de humanos (p. €j., glicerol, lactosa,
sucrosa, vitamina C; Tabla A7), se puede sefialar lo siguiente. Lavia oral del RCB, automaticamente, no convierte
en falsos-positivos a las sustancias que carecen de carcinogenicidad innata para los humanos por ingestién
(Tabla A7). De hecho, por via oral, los RCBs respondieron con ausencia carcinogénesis quimica a la gran
mayoria (> 90%) de las sustancias que, mediante andlisis de toxicologia mecanicista, son identificables como
carentes de carcinogenicidad innata para los humanos (Tabla A7; Tabla 16). Ahora, permitanos revisar algunas
consideraciones sobre la alta SPEC evaluada aqui para la via oral del RCB (Tabla 16; Tabla A7).

Primero, como consecuencia del método empleado por esta tesis (seccion 9.4.2), lo que aqui se estim6 fue: la
SPEC de la via oral de RCB hacia los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico (Tabla 16). Por lo tanto,
aun se desconoce cual es la SPEC del RCB hacia los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico. A pesar
de lo anterior, se puede razonar lo siguiente. Todos los mutagenos con suficiente evidencia epidemiolégica como
para ser clasificados respecto de su carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) para los humanos, en
efecto, son carcinégenos de humanos (p. €j., segin la IARC) (Tablas Al y A2). Asi, para las sustancias
francamente mutagénicas (es decir, aquellas con sobresaliente potencia mutagénica, o con amplios patrones de
genotoxicidad experimental), se puede hipotetizar que: la via oral del RCB entregaria una escasa tasa de falsos-

positivos, ofreciendo asi una enorme SPEC hacia los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico.

Bajo otra argumentacion cientifica (seccion 10.2.3), se propuso aqui que: la SPEC de la via oral del RCB por los
~carcinégenos de humanos de tipo mutagénico con alta potencia genotdxica~, seria mayor o igual que la SPEC
de la via oral del RCB hacia los ~carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico~. Como ya hay conocimiento
sobre la SPEC de la via oral del RCB hacia los ~carcinégenos de humanos poringestién de tipo no-mutagénico~
(Tabla 16), esta tesis planteé que: la SPEC de la via oral del RCB hacia los ~carcinégenos de humanos de tipo
mutagénico con alta potencia genotéxica~ seria = 95%. Segundo. Debido a las diferencias histoldgicas,
fisioldgicas, y patolégicas que hay entre los sistemas pulmonar y gastro-intestinal, y, como asi lo sugieren los
resultados de esta tesis en materia de SEN (seccion 13.1.1; Tabla 16), la SPEC (hacia los carcinégenos de
humanos detipo no-mutagénico) evaluada aqui para la via oral de los RCBs, no es automaticamente extrapolable
a la via inhalatoria de los mismos. Por ejemplo, al ser notablemente mas sensible que la via oral (Tabla 16), la

via inhalatoria de los RCBs podriaser significativamente mas propensaa entregar falsos-positivos.

Tercero. Esta tesis bas6 su evaluacion sobre la SPEC de la via oral del RCB, en un conjunto de sustancias
caracterizadas por tener ~bajo potencial para ser carcinogénicas~, de acuerdo con su toxicologia mecanicista
(Tabla A7) [43]. A su vez, las sustancias con ~bajo potencial de ser carcinogénicas~ tendrian muy bajo chance
de concurrir con la carcinogénesis quimica en el RCB. Entonces, se puede plantear que: « la SPEC de la via oral
del RCB (estimada aqui) por cuentade los ~no-carcinégenos de humanos no-mutagénicos con escaso potencial
paraser carcinogénicos~, puede estar sobre-estimada comparado con la SPEC de la via oral del RCB por cuenta
de (esdecir, basada en) los ~no-carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico con significativo potencial para

ser carcinogénicos~ (sustancias que, aunque carecerian de carcinogenicidad innata paralos humanos, si podrian
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incrementar la incidencia de tumores en el RCB; p. ej. por medio de mecanismos irrelevantes para la salud
humana, o mediante mecanismos inoperantes en humanos) ». Ahora bien, aunque se desconoce la tasa de
falsos-positivos entregados por el RCB para los ~no-carcindégenos de humanos de tipo no-mutagénico con
significativo potencial para ser carcinogénicos~, hay evidencia preliminar sugiriendo que dicha tasa no seria
grave. Por ejemplo, 12 carcinégenos de humanos (todos con patente potencial de ser carcinogénicos para los
roedores), concurrieron con una ausencia de carcinogénesis en RCBs que fueron conducidos a dosis maximas
toleradas (MTDs). Entre ellos: (1) formaldehyde (via oral del RCB-rata, y via inhalatoria del RCB-ratén); (2)
sodium arsenite (via oral del RCB-rata); (3) sodium arsenate (via oral del RCB-rata); (4) chrysotile asbestos (via
oral del RCB-rata); (5) ethinylestradiol plus norgestrel (via oral del RCB de 2-especies); (6) mestranol plus
lynestrenol (viaoral del RCB de 2-especies); (7) gallium arsenide (viainhalatoria del RCB-raton); (8) lindane (via
oral delRCB-rata); (9) nickel subsulfide (viainhalatoria del RCB-ratdn); (10) nickel sulfate (via inhalatoria del RCB
de 2-especies); (11) PCB-153 (viaoral del RCB-rata), y (12) trichloroethylene (viainhalatoria del RCB-rata). Si el
RCB fuerainespecifico por cuentade los ~no-carcindégenos de humanos de tipo no-mutagénico con significativo
potencial para ser carcinogénicos~, entonces, el RCB habria respondido con carcinogénesis quimica a la gran

mayoria de los carcinégenos de humanos ensayados hasta ahora en esta prueba preclinica.

Lo anterior, porque los carcindgenos de humanos hasta ahora identificados por la epidemiologia: (1) operan
mediante mecanismos presentestanto en humanos como en roedores, y (2) por lo tanto, tienen robusto potencial
para ser carcinogénicos para los roedores. Al contrario. La negatividad en el RCB, de los 12 carcindégenos de
humanos mencionados previamente (Tablas Al y A5), sugiere que el RCB ignoraria (mediante la ausencia de
carcinogénesis quimica) a la mayoria de los ~no-carcindgenos de humanos con significativo potencial de ser
carcinogénicos para los roedores~. No obstante, es importante advertir lo siguiente. En el caso de las sustancias
(1) carcinogénicas en el RCB, y (2) que carezcan de suficiente evidencia (epidemioldgica o mecanicista) sobre
su posible carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) innata para los humanos, la SPEC hacia los
carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico evaluada aqui para la via oral de los RCBs, es una SPEC que
es aplicable (p. €j., para estimar los valores predictivos; seccién 10.2.3) sélo a las sustancias que, en el RCB, (a)
operen mediante modos (0 mecanismos) de accion carcinogénica relevantes para la salud humana, o (b)
mediante mecanismos (0 modos) de accidn carcinogénica que son operativos en humanos (p. ej., Tabla 7).
Considerando lo anterior, en toxicologia reguladora preclinica, serén bienvenidas las investigaciones querevelen

cudl es la tasa de falsos-positivos que entrega el RCB por cuenta de los ~no-carcinégenos de humanos con

significativo potencial de ser carcinogénicos para los roedores~ (t.c.c. carcindgenos especificos de roedores).

Por otra parte, esta tesis encontré evidencia sugestiva de que: el uso de dosis desmedidas enlos RCBs (es decir,
dosis francamente exageradas), si incrementaria la tasa de falsos-positivos entregados por esta prueba
preclinica [42,43]. En tal sentido, por estandarizacién, los RCBs emplean al menos una dosis maxima tolerada
(MTD)[8,9,13,72]. LaMTD ha sido definidacomo la méas alta dosis que, al ser suministrada durante los 24 meses
de duracién de los RCBs, (1) no debe reducir la longevidad natural de los roedores; (2) no debe concurrir con
evidencia morfolégica (p. €j., histopatolégica) extensivade toxicidad, la cual puedainterferir conla interpretacion
acerca de la posible carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) de la sustancia de prueba en el RCB, y
(3) que si concurra con manifestaciones apreciables (aunque minimas) de toxicidad (p. e€j., manifestaciones
clinicas; signos de toxicidad sistémica; signos de toxicidad en érganos blanco). A nuestro juicio, ciertamente, las
MTDs pueden calificarse de enormes, en términos de la magnitud cuantificable de dichas dosis. Al respecto,

algunos detractores del RCB opinaron que las MTDs serian co-responsables de la (presunta) inespecificidad del
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RCB [14,15,97]. Sin embargo, los resultados de esta tesis no apoyan la hipétesis de que las MTDs hacen al RCB
un método inespecifico (al menos no, segun los resultados en el RCB de los ~no-carcind6genos de humanos con
escaso potencial de ser carcinogénicos~, los cuales fueron ensayados en el RCB aMTDs; Tabla A7). Ahora bien,
esta tesis observé que la dosis si puede influir sobre la SPEC del RCB. Antes de continuar con la discusion,
permitanos recordar primero que, en el caso de las sustancias de escasa toxicidad, las pautas del RCB
recomiendan las siguientes dosis como limite superior sustituto de las MTDs: (1) 5%, en peso de la sustancia de
prueba por peso de alimento, en caso de que la sustancia sea incorporada en (y mezclada con) el alimento; (2)
5%, en peso de la sustancia de prueba por volumen del agua de beber, en caso que la sustancia sea disuelta (0
suspendida) en el agua de beber, o (3) 1,000 mg de la sustancia de prueba por kg de peso del animal, en caso
de que la sustancia sea suministrada mediante sonda orogastrica (t.c.c., alimentacion forzada) [8,9,13,72].

Se puede resaltar entonces como los siguientes ~no-carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico~, de
acuerdo con la dosificacion limite especificada arriba, efectivamente resultaron negativos por la via oral del RCB-
rata. En cambio, a dosis excedentes de los limites mencionados arriba, esos mismos no-carcinégenos de
humanos de tipo no-mutagénico resultaron positivos (a carcinogénesis quimica) por la via oral del RCB-rata; a
saber: (1) Emulsifier YN (dosis: 6%, como peso del alimento); (2) Lactitol (dosis: 10%, como peso del alimento);
(3) Lactosa (dosis: 20%, como peso del alimento), y (4) Maltitol (dosis: 9%, como peso del alimento) (Tabla A7)
[42,43]. Si se aumentase el limite superior hasta ahora recomendado para las MTDs (p. €j., a 20% del peso del
alimento), como minimo, la SPEC de la via oral del RCB-rata hacia los ~carcin6genos de humanos de tipo no-
mutagénico~descenderiade 95.2% (80/84) a90.9% (80/88) (Tabla A7). Adicionalmente, estatesis observo como
los siguientes no-carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, que en el RCB concurrieron con
carcinogénesis quimica a MTDs, también resultaron negativos en el RCB (virando asi de falsos-positivos a
verdaderos-negativos) alas siguientes dosis: (1) Neosugar (dosis: 0.8%, como peso del alimento), y (2) sodium
oleate (dosis: 2.5%, como peso del alimento) (Tabla A7) [42,43].

En el caso de las sustancias de muy baja toxicidad, si la dosificacion se limitase a un maximo de 0.5% como
peso del alimento, la SPEC del RCB mejoraria del 90.9% (80/88) (caso: 20%, como peso del alimento) a 97.6%
(82/84) (caso: 0.5%, como peso del alimento) (Tabla A7). Por tanto, esta tesis concluye que: como principio
general, la especificidad del RCB si depende de la dosis. Ahora bien, lo discutido anteriormente tiene
implicaciones que vale la pena destacar. Primero. La hipétesis de los detractores del RCB, acerca de la
(supuesta) inespecificidad del RCB por cuenta de las MTDs, es una hipotesis con cierto fundamento empirico.
Ciertamente, la evidencia analizada en los dos parrafos anteriores sugiere que: « adosis excesivas, exageradas,
0 brutales (p. ej., dosis > MTD), varios ~no-carcindgenos de humanos con diminuto potencial para ser
carcinogénicos para los roedores~, podrian en efecto causar desbalances fisiopatolégicos que (1) incrementen
la incidencia de tumores en el RCB, pero (2) mediante fendmenos artificiales, irrelevantes para la salud humana,

0 inoperantes en humanos.

Segundo. Los resultados de esta tesis sugieren que, para las sustancias de escasa toxicidad, seria conveniente
reducir la dosificacién limite de los RCBs de 5% a 2% (ya sea como peso del alimento, o peso a volumen del
agua de beber). Tercero. En el caso de las sustancias con significativa toxicidad, preferiblemente antes de la
conduccion de un nuevo RCB, se requiere de todos los esfuerzos técnicos por estimar cuél sera la dosis méas
baja (de la sustancia de prueba) que cumpla con los criterios de las MTDs. Cuarto. Los resultados de esta tesis

también sugieren que: « en el RCB, la incidencia de algunos tumores de roedores (p. €j., los tipos de tumores
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infligidos por los no-carcindbgenos de humanos de tipo no-mutagénico) resulta un mal predictor de la
carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias ». Segun los resultados de esta tesis, en el RCB,
los siguientes son algunos tipos de tumores de roedores que serian un predictor engafioso (es decir,
correspondiente con resultados del tipo falsos-positivo): (1) feocromocitomas de la glandula adrenal; (2)
insulinomas del pancreas, y (3) adenomas de la glandula pituitaria (Tabla A7). Si esos tipos de tumores son
descontados (o0 desconsiderados) como una respuesta carcinogénica predictiva de los RCBs, nuestras
estimaciones nos muestran que se obtendria una mejora adicional en la SPEC del RCB (datos no mostrados).
Como esta tesis no se planted dicho asunto como uno de sus objetivos especificos, resulta de interés investigar:
¢ Cuéles tipos de tumores de roedores, en adicién a los mencionados en el péarrafo anterior, tienden a
corresponder con un resultado del tipo falso-positivo (asociado con el ensayo a MTDs de no-carcindgenos de
humanos de escaso potencial para ser carcinogénicos para los roedores) entregado por el RCB?

A medida que se conozcan mas tumores de roedores cuyo incremento en el RCB resulta engafioso (para predecir
la carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias), la SEN de las distintas configuraciones del RCB
(en términos de las especies participantes) tendria que ser re-evaluada acordemente (es decir, descontando
todos los tipos de tumores de roedores engafiosos como una respuesta carcinogénica predictiva del RCB). En
otras palabras. Habria que examinar hasta qué punto, el desconsiderar esos tipos de tumores de roedores como
resultados positivos (o carcinogénicos) en el RCB, reduciria la SEN de este bioensayo respecto de los
carcinogenos de humanos. Inicialmente, el ensayo de MTDs fue recomendado por expertos mundiales en el RCB
(incluyendo el Centro de Nutricion Aplicada y Seguridad de los Alimentos de la FDA de los EUA) bajo el
argumento de que las MTDs: (1) buscarian compensar las inherentes limitaciones de sensibilidad del RCB,
especialmente, aquellas derivadas del bajo nimero de roedores empleados en cada grupo de estudio, y (2)
aumentarian el chance de que el RCB responda (o detecte) a los carcinbgenos de humanos débiles (es decir, a

los carcin6genos de humanos con baja potencia carcinogénica) [8,99].

Tras considerar los argumentos a favor de las MTDs, esta tesis indag6 acerca de las limitaciones de SEN a las
que estarian sujetoslos RCBs, por cuentadel bajo tamafio de la muestra empleado en los mismos [43]. Mediante
aproximaciones estadisticas, Suarez-Torres y col. [43] mostraron que: « en el mejor de los casos, el RCB es
incapaz de responder con significacion estadistica a los carcindbgenos de humanos que, segin su potencia
carcinogénica, causen en los roedores un incremento en la incidencia de tumores menor al 78% ». Los autores
también mostraron que: « en el peor de los casos, el RCB es incapaz de responder con significacion estadistica
a los carcindgenos de humanos que, segln su potencia carcinogénica, causen en los roedores un aumento en
la incidencia de tumores menor al 120% [43]. Ahora bien, una sustancia que aumente la incidencia de cancer

humano en 50%, seria una sustancia (1) peligrosa para la salud humana, y (2) perjudicial para la salud publica.

Sin embargo, la carcinogenicidad innata para los humanos de tal sustancia (una que, en condiciones de
exposicién lo suficientemente riesgosas, incremente la incidencia de cancer humano en 50%), pasaria
desapercibida en el RCB. En ese sentido: « el incremento numeral en la incidencia de tumores, causado en el
RCB por un carcinégeno de humanos, es funcién de lo que se conoce como el tamaiio del efecto » [43,100]. En
el caso del RCB, el tamafio del efecto depende de (1) la potencia carcinogénica de la sustancia en cuestion; (2)
deltamafio de muestraempleado, y (3) de la dosis a laque se ensaya la sustancia de prueba[43,100]. Asumiendo
que, para un determinado carcin6geno de humanos, la potencia carcinogénica es fija en las condiciones

experimentales ya harmonizadas para los RCBs: « en la medida que los carcindgenos de humanos (p. €j.,
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aquellos carcinégenos de humanos aiun desconocidos mediante epidemiologia) ensayados en el RCB tengan
menor potencia carcinogénica, mayor sera el tamafio de la muestra necesario para que el RCB responda con
significacion estadistica (y detecte asi) a dichos carcinégenos de humanos ». Sin embargo, como (1) no se deben
exceder las MTDs (para no llevar la SPEC del RCB a niveles disfuncionales), y (2) como el tamafio de la muestra
de los RCBs esta fijado en 50 (p. ej., para cumplir con las exigencias de la bioética moderna), se puede predecir
acertadamente que: en los RCBs conducidos a dosis considerablemente por debajo de la MTD, un abanico de
~carcindgenos de humanos de baja potencia carcinogénica~ resultara en falsos-negativos.

De hecho, a dosis por debajo de la MTD, los siguientes carcindgenos de humanos (identificados mediante
epidemiologia) no incrementaron con significacion estadistica la incidencia de tumores en el RCB [101]. En
cambio, estos mismos carcindgenos de humanos si incrementaron (con significacion estadistica) laincidencia de
tumores en RCBs conducidos a MTDs: (1) 4-aminobiphenyl (CASRN 92-67-1); (2) sodium dichromate (CASRN
7789-12-0); (3) 1,2-dichloropropane (CASRN 78-87-5); (4) formaldehyde (CASRN 50-00-0); (5) ethanol (CASRN
64-17-5); (6) cyclosporine (CASRN 59865-13-3); (7) TCDD (CASRN 1746-01-6); (8) pentachlorophenol (CASRN
87-86-5); (9) PCB-118 (CASRN 31508-00-6), y (10) PCB-126 (CASRN 57465-28-8). Entonces, si hay evidencia
de que las MTDs son necesarias para la sensibilidad del RCB. Dicha conclusién es importante porque, a
diferenciade la toxicologia reguladora, la farmacologia reguladora acepta el uso de dosis menores a las MTDs
en los RCBs destinados a predecir la carcinogenicidad para los humanos de los farmacos investigativos [101].
Sugerimos que la farmacologia reguladora enfatice a los aplicantes de la industriafarmacéutica que, enlos RCBs

gue hacen parte de la toxicologia preclinica de ciertos farmacos investigativos, es necesario ensayar MTDs.

13.1.3.Discusion de estatesis conrespecto del pasado, presente,y futuro del
RCB en la politicareguladora

En esta seccion, el término desempefio predictivo se usard como incluyente de la sensibilidad (SEN) y
especificidad (SPEC) de las pruebas preclinicas. Esta seccion discutira sobre el RCB como método preclinico
para identificar los peligros quimicos de cancer humano (es decir, como método para predecir la carcinogenicidad
innata para los humanos de las sustancias). Como se mencioné previamente (seccion 1; seccion 4), hay notable
interés internacional por reemplazar al RCB adecuadamente. Lo anterior es compresible, considerando las
importantes desventajas del RCB (seccion 1). Por una parte, hay una corriente orientada a la méas pronta
discontinuacion del RCB en la farmacologia y toxicologia reguladora [14,15,16]. Por otra parte, otros autores ya
plantearon un marco de referenciaque, en varias situaciones, permitird omitir al RCB de la toxicologia preclinica

de los farmacos de la medicina humana [18,103].

Dicho marco de referencia se encuentra actualmente en proceso de implementacion por el ICH (Consejo
Internacional para la Harmonizacion de los Requerimientos Técnicos para los Farmacos de Uso en Humanos)
[91], lo que impactara sobre las regulaciones de mdltiples medicamentos en: Brasil, China, Corea del Sur,
Estados Unidos de América, Japdn, Singapur, Taiwéan, y la Unidn Europea (ya que estos paises adhieren a las
directrices del ICH). Otros estudios, relacionados con el desarrollo de modelos biol6gicos alternativos al RCB (p.
ej., modelos murinos genéticamente modificados), se llevaron a cabo en los Ultimos afios para reemplazar al
RCB [17,18,104,105]. Hasta donde este autor conoce, no se ha demostrado que las alternativas biologicas al

RCB disponibles (p. €j., el raton Tg.AC; el ratdn Tg.rasH2) tengan un desempefio predictivo mayor o igual que
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el RCB [104,106]. Adicionalmente, varios de los métodos in-silico disponibles como alternativas al RCB, tienen
cierta validez por su buena concordancia (o coincidencia) con los resultados del propio RCB [17,18,105]. No
obstante, dichos métodos no han sido incorporados en la politica reguladora (probablemente, porque hace falta
mas claridad sobre su utilidad predictiva). Aunque la nueva guia del ICH para la ~evaluacién preclinica de la
carcinogenicidad para los humanos de los farmacos investigativos~, si promovera la omision del RCB en una
serie de casos, dicha guia recomienda recurrir al RCB en otros escenarios en los que considera que la
informacion proporcionada por el mismo, sigue siendo necesaria [91]. Asi, desde su incepcion, esta tesis
reconocio lo siguiente: « tanto para el presente de la prediccion preclinicade la carcinogenicidad innata para los
humanos de las sustancias, como para facilitar el correcto reemplazo del RCB, es necesario conocer primero
cual es el desempefio predictivo del RCB ». A medida que el desempefio predictivo del RCB se siga revelando
con la mayor precision y amplitud posible, se podran hacer comparaciones cara a cara entre (1) la capacidad
predictiva del RCB, y (2) la capacidad predictiva de los métodos alternativos al mismo.

Para los métodos in-silico parcialmente validados por la buena concordancia entre sus resultados y los del RCB
[17,18,105], conocer el desempefio predictivo del RCB permitird evaluar si el uso de dichos métodos resulta
aceptable, particularmente, tras considerar (1) las propias limitaciones predictivas del RCB, y (2) las limitaciones
de esos métodos in-silico para predecir los resultados del RCB [43]. Para los paisesy los usos de las sustancias
cuya ~evaluacion preclinica de la carcinogenicidad para los humanos~ se basa en el RCB (ya sea parcial o
totalmente), los resultados de esta tesis justifican el requerimiento gubernamental, tanto histéricocomo presente-
y-provisional, del RCB (Tabla 16). Aparte de su rol como requisito preclinico para la regulacién de ciertos tipos
de sustancias, discutiremos ahora otra de las ventajas de conocer cual es el desempefio predictivo del RCB.
Cuando el desempefio histérico de una prueba preclinica tiene cualidad predictiva (p. €j., una SEN > 90%, y una
SPEC > 90%), para una determinada sustancia de prueba, la probabilidad de que los resultados entregados por
el bioensayo concuerden con (y acertadamente predigan) los resultados de su estandar de referencia, es una
probabilidad que toma cifras predictivas (p. ej., >90%).

Asi, con estimacién razonable acerca del desempefio predictivo del RCB, esta tesis pudo estimar la probabilidad
numérica de carcinogenicidad innata para los humanos de 52 sustancias que (1) en el RCB, concurrieron con
carcinogénesis quimica en el RCB, y (2) que son usadas o de interés para la medicina (Tabla 17; seccién 10.2).
Asi mismo, con una estimacion razonable sobre el desempefio predictivo del RCB, esta tesis pudo estimar la
probabilidad numérica de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos de otras 68 sustancias que (1)
concurrieron con una ausencia de carcinogénesis quimica en el RCB, y (2) que estan autorizadas para uso en la
medicina humana o veterinaria (en calidad de principios activos), en la agricultura (en calidad de ingredientes
activos de pesticidas), o en la industria de alimentos para humanos (en calidad de colorantes alimentarios) (Tabla
18). Por otro lado, permitanos discutir ahora sobre otras limitaciones del RCB.

El conocimiento muestra que algunos mecanismos de accion carcinogénica son propios de (o especificos a) la
rata o el ratén [107,108]. Por la fisiologia y fisiopatologia de nuestra especie, dichos mecanismos han sido
propuestos como inoperantes en humanos [107,108]. Asi, se les llama carcindgenos especificos de roedores, a
las sustancias que causan carcinogénesis en roedores mediante mecanismos de accion propuestos o
considerados como inoperantes en humanos. Si asumimos que existen varios carcindgenos especificos de
roedores (p. ej., phenobarbital; atrazine; d-limonene; segin una parte de laliteratura), reconoceriamos en el RCB

importantes limitaciones en términos de especificidad (SPEC) [107,108]. Sin embargo, hasta donde el presente
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autor conoce, no se ha demostrado todavia la carencia de carcinogenicidad innata para los humanos, de los
carcindgenos especificos de roedores propuestos hasta ahora en la literatura. En otras palabras. Incluso si
estuviera completamente demostrado que esos “carcindgenos especificos de roedores” causan carcinogénesis
mediante mecanismos que, a su vez, estan totalmente probados de ser inoperantes en humanos, para computar
dichos “carcindgenos especificos de roedores” como falsos-positivos entregados por el RCB, habria que
demostrar primero la carenciade carcinogenicidad innata paralos humanos de esas sustancias (p. €j., evaluando
la inactividad de esas sustancias en los mecanismos de accién carcinogénica que si operan en humanos). Ahora
bien, lo anterior no implica que sea correcto lo contrario; es decir, asumir que los carcindgenos especificos de

roedores son connaturalmente carcinogénicos para los humanos.

Si una sustancia causa carcinogénesis en roedores s6lo mediante mecanismos de accién que no operan en
humanos, entonces resulta razonable: (1) no asumir automéaticamente dicha sustancia como connaturalmente
carcinogénica para los humanos, y (2) no asumir autométicamente dicha sustancia como carente de
carcinogenicidad innata para los humanos. Considerando lo anterior, se necesitan mas investigaciones que (1)
comprueben (o descarten) la existencia de los carcindgenos especificos de roedores, sobre la base sustancia
por sustancia, y (2) que examinen hasta qué punto los carcinégenos especificos de roedores socavan la SPEC
del RCB. En tal sentido, el concepto de los ~carcindgenos especificos de roedores~ llevé al desarrollo de marcos
de referencia para una mejor interpretacién de los resultados de los RCBs; especificamente, mediante el
reconocimiento de los mecanismos de carcinogénesis especificos de roedores, como resultados del RCB que

son irrelevantes para la salud humana (o del tipo falso-positivo) [26,27,107].

Dichos marcos de referencia se han posicionado como interesantes herramientas para alcanzar una ~evaluacion
del riesgo de carcinogénesis quimica en humanos~ mas precisa[26,27]. Sin embargo, es importante aclarar que
(1) en su forma actual, dichos marcos de referenciatodavia no han reemplazado ni reducido a los RCBs, y que
(2) por ahora, esos marcos de referencia vienen recomendado lo siguiente: « que los resultados de los RCBs
sean interpretados como relevantes para la salud humana, siempre que la evidencia disponible sea insuficiente
como para establecer el mecanismo de accion mediante el que una especie roedora responde (con
carcinogénesis quimica) a la sustancia de prueba » [107]. Lo anterior le afiade justificacién a que esta tesis
investigara sobre el desempefio predictivo del RCB (Tabla 16). Por una parte, porque lo anterior prueba la
vigencia del RCB. Por otra parte, lo anterior muestra que hay necesidad por conocer cudl es el desempefio
predictivo del RCB; por ejemplo, por su aplicabilidad para aquellas sustancias que, en el RCB, causan
carcinogénesis quimica mediante mecanismos de accién (1) desconocidos, o (2) de los que hay insuficiente
evidencia para clasificarlos como especificos de roedores (o inoperantes en humanos).

El RCB también se ha empleado en la ~caracterizacion del riesgo y gestion del riesgo de las respuestas toxicas
humanas~. Por ejemplo, los reguladores han establecido algunos PELs (niveles maximos permisibles de
exposicién humana a sustancias especificas) con base en los resultados cuantitativos entregados por el RCB.
Por lo tanto, no es suficiente con investigar el desempefio del RCB como método de prediccion de la
carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias, como hizo esta tesis. También es necesario
investigar el desempefio del RCB como método para ~caracterizar el riesgo de carcinogénesis quimica en
humanos~. En ese sentido, el buen desempefio evaluado aqui para el RCB como método de prediccién de los
peligros quimicos de cancer humano, permite hipotetizar que: el RCB ofreceriaun desempefio funcional en la

caracterizacion del riesgo de neoplasia quimica en humanos. Sin embargo, lo anterior no necesariamente seria
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el caso, considerando que los peligros toxicos (es decir, la toxicidad connatural de las sustancias) y los riesgos
téxicos (es decir, la probabilidad de respuestas tdxicas) son fendmenos distintos; fenémenos en los que, las

diferencias biomédicas entre los humanos y los roedores, podrian ejercer distinta influencia.

13.2. Aproximaciones probabilisticas paratraducir la pertinencia (o
irrelevancia) clinicade los resultados de los bioensayos preclinicos

13.2.1. Laaproximacion probabilisticacomo adyuvante en latraduccion
clinicade los hallazgos preclinicos

En los ultimos 50 afios, se ha avanzado mucho en la ~identificacion preclinica y pre-comercializacién de los
peligros quimicos de toxicidad para los humanos~. No obstante, ain persisten brechas y desafios para la
farmacologia y toxicologia reguladora [74]. Algunas de estas brechas fueron reconocidas por el ICH, quien en
2018 declar6é que: «Se necesita mas orientacion sobre las mejores practicas para fortalecer el disefio, la
conduccion, el analisis, la interpretacion, y el reporte de los bioensayos preclinicos, para que estos puedan influir
sobre las evaluaciones clinicas» [109]. Asi, aunque ha habido grandes avances en los campos mencionados por
el ICH (p. €j., el disefio, el andlisis, o la interpretacion de los bioensayos preclinicos), las pruebas preclinicas
afrontan hoy importantes limitaciones para impactar en (1) las regulaciones clinicas; (2) las legislaciones, y en
(3) la practica médico-farmacéutica [55,109]. Larenuenciade la mayoria de los reguladores clinicos, legisladores,
y facultativos, de aplicar en su ejercicio profesional los hallazgos de las pruebas preclinicas (p. ej., en ausencia
de informacion epidemioldgica sobre el desenlace pronosticado por los bioensayos preclinicos), podria deberse
a la dificultad que tiene la farmacologiay toxicologia preclinica para traducir la relevancia clinica de sus hallazgos.

Dicha dificultad encuentra explicacion en lo siguiente (1) lo disimiles que, para el sentido comun, son los animale s
de laboratorio comparados con el ser humano; (2) lo abstracto que, para el sentido comun, resultan las
extrapolaciones desde los sistemas no-in vivo (p. €j., in vitro, in silico) a las poblaciones humanas, y (3) en lo
increible que resulta hoy dia que los sistemas no-in vivo incluyan (con elevada precision) todas las variables del
humano vivo. Sin pretender el reemplazo de los ensayos clinicos (ni de los otros tipos de estudios
epidemioldgicos) por bioensayos predictivos, si seria beneficioso que las pruebas preclinicas contribuyeran
mucho méas a la practica médico-farmacéutica, las regulaciones clinicas, y a las legislaciones relacionadas con
el binomio sustancias quimicas y salud humana (t.c.c. salud ambiental). En tal sentido, durante la investigacion
sobre el desempefio predictivo del RCB, nuestro grupo conocié acerca del concepto de los valores predictivos,
que son inherentes a la matematica de la sensibilidad y especificidad de los bioensayos preclinicos [55].

Nos llamé la atencién que, antes de la publicacion cientifica de los resultados de esta tesis [41-43,74,75,84], el
concepto de los valores predictivos no habia sido aplicado en (1) farmacologia y toxicologia preclinica; (2)
farmacologia y toxicologia traslacional, ni (3) en farmacologia y toxicologia reguladora. Por lo discutido en el
parrafo anterior, nuestro grupo hipotetizé que los valores predictivos traerian un avance significativo, en términos
de la traduccion clinica de la relevancia (o insignificancia) de ciertos hallazgos preclinicos. Al respecto,
permitanos recordar el sentido conceptual de los valores predictivos, ya que estos expresan: « la probabilidad
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numeérica de veracidad (es decir, la probabilidad cuantitativa de concordancia con el respectivo estandar de
referencia) en los resultados entregados para una determinada sustancia por el bioensayo correspondiente »
[44,55]. Si el estandar de referencia simulado por el bioensayo es la epidemiologia analitica (como término
inclusivo de los ensayos clinicos, la farmacoepidemiologia, la toxicoepidemiologia, o la farmacovigilancia),
entonces los valores predictivos expresaran: la probabilidad numérica de que los resultados entregados por ese
bioensayo para una determinada sustancia, coincidan con los resultados de esa sustancia segun la
epidemiologia. La epidemiologia es generalmente reconocida como el mejor método para determinar si la
exposiciéna (o el tratamiento con) unasustancia influye sobre la salud humana. Por ende, los valores predictivos
de una prueba preclinica que tiene por estandar de referencia a la epidemiologia (en adelante, casos

mencionados como bioensayos orientados a la salud humana), expresaran:

«La probabilidad numérica de que los resultados entregados por el bioensayo para una determinada sustancia,
sean clinicamente relevantes». Considerando su significado, los valores predictivos estan llamados a facilitar la
traduccién clinica de los hallazgos preclinicos de la farmacologia o toxicologia. Para una sustancia de prueba, si
el valor predictivo del resultado entregado por el bioensayo (orientado a la salud humana) tiene suficiente
magnitud numérica (p. ej., un VPP > 95%), dicho valor predictivo podria promover el impacto del respectivo
hallazgo preclinico sobre (1) regulaciones de indole clinico; (2) parte de la practica médico-farmacéutica, o (3)
sobre legislaciones relacionadas con la salud ambiental. Con el objetivo de analizar, cuestionar, y difundir un
marco conceptual que permita discernir la relevancia (o insignificancia) clinica de ciertos hallazgos preclinicos,
esta tesis produjo una serie de articulos académicos dedicados a los valores predictivos y probabilidades de
verosimilitud, de los resultados entregados por los bioensayos preclinicos (seccién 10.1) [44,55,110]. En la
literatura, denominamos dichas aproximaciones probabilisticas con dos nombres alternativos (1) la probabilidad

de veracidad preclinica, y (2) la probabilidad de relevancia clinica [55].

Esperamos que esta tesis abra una puertaa la discusion entre grupos de investigacion, agencias reguladoras, y
la industria quimico-farmacéutica, acerca de la posible harmonizacién de la probabilidad de veracidad preclinica
en aquellas ramas de las ciencias farmacéuticas en las que sea aplicable. En particular, la probabilidad de
veracidad preclinica va de la mano con la misién fundamental de la farmacologia translacional y la toxicologia
predictiva, ya que estas buscan ser el puente que conecte (1) el campo preclinico o de laboratorio (este Ultimo,
en el caso de la ecotoxicologia y las ciencias para el desarrollo de pesticidas), con (2) el ambito clinico o de
campo (este Ultimo, en el caso de la ecotoxicologiay las ciencias para el desarrollo de pesticidas). Apoyadas en
la ~probabilidad de veracidad preclinica~, la farmacologia y toxicologia traslacional podria conectar mejor a (1)
la farmacologia y toxicologia preclinica, con (2) la farmacologia y toxicologia reguladora.

13.2.2.Fortalezas, debilidades, eimplicaciones delos valores predictivosy

probabilidades deverosimilitud

Los valores predictivos basados en el teorema de Bayes, son una aplicacion del paradigma estadistico conocido
como inferencia Bayesiana subjetiva [111-113]. En adelante, estos valores predictivos seran referidos aqui como
los valores predictivos bayesianos. El uso de valores predictivos bayesianos (como los calculados en esta tesis;
secciones10.2.3y 10.3.3),y el uso de probabilidades de verosimilitud (como las calculadas en esta tesis; seccion

10.1), requiere de un conocimiento basico sobre sus fortalezas, debilidades, e implicaciones. Para discutir al



Discusién — Fortalezas, debilidades, e implicaciones de la probabilidad de veracidad preclinica 77

respecto, haremos una breve revision sobre las bases de dichas aproximaciones probabilisticas. Por su parte, la
inferencia Bayesiana basa la previa bayesiana en datos observados previamente (p. €j., datos historicos) para el
fendbmeno en prondstico [111-113]. En estadistica Bayesiana, la previa (bayesiana) se define como: « la
distribucion de probabilidades (o funcidon matematica) que, a priori, se asume que describe acertadamente la
probabilidad de (1) que ocurraun determinado desenlace o evento, o (2) que resulte un determinado dato » [111-
113]. Para poner a la previa bayesiana en contexto, nos ubicaremos en el caso de los bioensayos cuyo
desempefio predictivo se estima mediante conjuntos quimicos que (1) no son lo suficientemente representativos

de la sustancia de prueba, o (2) cuya representatividad por la sustancia de prueba se desconoce.

Para tales casos, Suarez-Torresy col. [55] plantearon que: « en un conjunto de quimicos notablemente similares
a la sustancia de prueba (especificamente, similitud en aspectos con influencia sobre el punto final examinado
por el respectivo estandar de referencia), la previa bayesiana equivale a la prevalencia (o proporcion) de
positividad al estandar de referencia simulado por el bioensayo, de cuyos resultados queremos conocer el valor
predictivo ». Volviendo a la generalidad de la inferencia Bayesiana subjetiva, esta debe su nombre al tipo de
previas (bayesianas) que usa, mejor conocidas como previas informadas (o previas informativas) [111]. Las
previas informadas se basan en antecedentes observados (p. €j., los resultados ya observados en el estandar
de referencia para una serie de andlogos de la sustancia de prueba), que brindan informacién adicional sobre la
probabilidad de un evento, cuya ocurrencia (0 ausencia) se quiere pronosticar mediante un método predictivo (p.
ej., con el resultado de una sustancia en un bioensayo preclinico, se quiere pronosticar el desenlace de dicha

sustancia en el estandar de referencia correspondiente).

Ahora bien, en la inferencia Bayesiana subjetiva (1) si hay o no antecedentes relevantes acerca del evento que
se pretende predecir, y (2) cudles antecedentes seleccionar para construir la previa informada, ambas son
decisiones propensas a la subjetividad (es decir, son decisiones que suelen basarse en la opinidén académica o
el juicio cientifico), y poco inclinadas a la objetividad (es decir, a parecer inequivocas ante casi todos los
académicos o cientificos). Por lo anterior, quienes calculan valores predictivos bayesianos deberian basar las
previas informadas en argumentaciones falsables (es decir, en argumentaciones refutables, ya sea mediante
experimentos, pruebas, u otro tipo de evidencia cientifica) que sean comunicadas mediante documentos
auditables. En la inferencia Bayesiana subjetiva, para estimar la probabilidad de que ocurra un determinado
evento o desenlace, se contrapesa matematicamente (1) la previa informada (Ecuaciones #24 y #26), con (2) los
cocientes de verosimilitud (Ecuaciones #9 - #14) [55]. Precisamente, es la multiplicacion entre la previainformada
y el cociente de verosimilitud, lo que da lugar al valor predictivo bayesiano (es decir, la probabilidad cuantitativa

de que ocurraun determinado desenlace) (Ecuaciones #24 'y #26).

Tradicionalmente, la inferencia Bayesiana ha sido criticada por estadisticos que adhieren a otros paradigmas de
inferencia estadistica [111,112]. Por ejemplo, la inferencia Bayesiana ha sido criticada por (1) ser incapaz de
manejar casos de alta complejidad; (2) por sobre-depender de, y sobre-confiar en previas bayesianas que, desde
el punto de vista del célculo, resultan convenientes, y (3) por su fragilidad, cuando la informacion de la previa
bayesiana entra en franca contradiccién con la informacién de los cocientes de verosimilitud [111,112]. En la
inferencia Bayesiana subjetiva, ciertamente, la previa informada tiene sustancial influencia sobre la cifra de los
valores predictivos resultantes (Ecuaciones #24 y #26) [55]. Por ende, una de las principales debilidades de los
valores predictivos bayesianos es la distorsion que estos pueden conllevar si hay sesgo, tergiversacion, o

falsificacion por parte del operador bayesiano (es decir, quién calcula valores predictivos bayesianos) durante la
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construccion de la previa bayesiana [55]. Otra debilidad de los valores predictivos bayesianos es la siguiente. Si
se asume (p. €j., si se reconoce) una previa informada igual a cero, entonces, el valor predictivo bayesiano
resultante también sera igual a cero (Ecuaciones #24 y #26). Por consiguiente, una previa bayesiana
incorrectamente reconocida como igual a cero generara valores predictivos engafosos (con probables
consecuencias adversas para la salud humana, si se trata de los resultados de bioensayos de la farmacologia
secundaria, farmacologia de seguridad, o de la toxicologia preclinica) [55]. No obstante, es importante recordar
qgue hay cuatro paradigmas fundacionales distintos, sobre como deberia realizarse (1) la inferencia estadistica,
incluyendo (2) el prondstico basado en la estadistica [114,115]. Después de 200 afios de discusion entre los
estadisticos expertos, todavia hay desacuerdo sobre cuéles de esos paradigmas fundacionales serian validos y
cuales no [114,115]. Lo anterior sugiere que los cuatro paradigmas fundacionales pueden ofrecer soluciones
basadas en la ciencia, incluyendo al paradigma Bayesiano.

Ante la ausencia de alternativas en farmacologiay toxicologia translacional por parte de los otros paradigmas
fundacionales, las soluciones aportadas por el paradigma Bayesiano (p. €j., los valores predictivos bayesianos)
podrian ser Utiles para las ciencias farmacéuticas. Entre las ventajas de la inferencia Bayesiana subjetiva se citan
las siguientes: (1) la consideracién de antecedentes pertinentes (p. €j., datos historicos) via previa bayesiana,
con el potencial incremento de la precision sobre la probabilidad de un evento, resultado, o desenlace; (2)
flexibilidad de célculo, como se explicoy aplicé en las secciones 10.2.3y 10.3.3[55], y (3) la habilidad de procesar
sistematicamente grandes cantidades de datos preclinicos [111-113]. En algunos casos de la preclinica (1) se
sabe que no hay suficiente representatividad hacia la sustancia de prueba, por parte del conjunto quimico en el
gue se basé la evaluacién del desempefio predictivo del bioensayo preclinico, o bien (2) se desconoce si dicho
conjunto quimico es representativo de la sustancia de prueba, o no.

A medida que dicha representatividad sea mas baja (si pensamos en la representatividad como una cualidad
gradual), menor sera la utilidad de los valores predictivos convencionales (t.c.c. Pronéstico Directo), y menor la
relevancia clinica del respectivo hallazgo preclinico [55]. Al respecto, una ventaja de las previas bayesianas, es
que estas permiten optimizar la floja (o laxa) predictividad aportada por el desempefio predictivo de un bioensayo
preclinico, cuando dicho desempefio se estimé desde un conjunto quimico de insuficiente (o desconocida)
representatividad hacia la sustancia de prueba (cuyo desenlace en el estandar de referencia queremos predecir)
[55]. Estimar valores predictivos pertinentes cuando el conjunto quimico carece de suficiente representatividad
por la sustancia de prueba (a saber, casos en los que el Prondstico Directo es inaplicable), es viable porque el
Prondstico Bayesiano nos permite computar valores predictivos mateméticamente coherentes, aunque la previa
bayesiana y el cociente de verosimilitud (resultante del desempefio predictivo) hayan sido estimados desde

conjuntos quimicos distintos (es decir, desde conjuntos compuestos por sustancias diferentes) [55].

Por otra parte, las probabilidades de verosimilitud son incipientes como herramientas para interpretar la
relevancia (o insignificancia) clinica de ciertos hallazgos preclinicos. Por primera vez en la literatura, esta tesis
plantea el concepto de las probabilidades de verosimilitud (seccién 10.1), con base en el marco matematico
contribuido por el Prof. Goodman [81]. Las probabilidades de verosimilitud fueron propuestas aqui como
alternativa a los valores predictivos bayesianos (t.c.c. Prondstico Bayesiano) (seccion 10.1). A diferencia del
Pronéstico Bayesiano, las probabilidades de verosimilitud carecen de factores (tales como la previa bayesiana)
que refinen la laxa (o floja) predictividad que se desprende de basar el desempefio predictivo de la prueba

preclinica, en conjuntos quimicos que no son suficientemente representativos de la sustancia de prueba.
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Légicamente, dicha desventaja puede ser critica cuando el desempefio predictivo del bioensayo preclinico, se
evalla desde un conjunto quimico coninsignificante representatividad por la sustanciade prueba. En tales casos,
las probabilidades de verosimilitud pueden ser engafiosas. Por lo tanto, el uso de las probabilidades de
verosimilitud es vélido si, por lo menos, hay moderada representatividad hacia la sustancia de prueba, por parte
del conjunto quimico en el que se basé el desempefio predictivo del bioensayo preclinico [55]. Ahora bien, las
probabilidades de verosimilitud serian particularmente Utiles en los siguientes casos: (1) cuando el nimero de
analogos (a saber, agentes quimicos notablemente similares a la sustancia de prueba) de la sustancia de prueba,
ya ensayados en el respectivo estandar de referencia, es escaso (p. ej., <5) como para permitir una estimacion
razonable de la previa bayesiana, o (2) cuando estamos ante una audiencia que desaprueba la inferencia
Bayesiana subjetiva (y, por ende, al Pronéstico Bayesiano), como método de inferencia estadistica.

Esta tesis decidi6 estimar las probabilidades de verosimilitud de las sustancias objetivos especificos #3 y #4, tras
reconocer que los conjuntos quimicos en los que basamos el desempefio predictivo del RCB, si tienen
significativa (0 moderada) representatividad hacia las sustancias de los objetivos especificos #3 y #4 (secciones
10.2y 10.3). Adicionalmente, esta tesis decidi6 estimar las probabilidades de verosimilitud de las sustancias de
los objetivos especificos #3 y #4, tras considerar dichas probabilidades de verosimilitud como (1) un potencial
limite inferior para la probabilidad de carcinogenicidad (o de carencia de carcinogenicidad) innata para los
humanos de las sustancias de los objetivos especificos#3y #4 [55], y (2) como un recurso adicional, de potencial
interés para aquellos lectores que desaprueben el Pronéstico Bayesiano. En un comienzo, nuestro grupo ideo el
concepto de las probabilidades de verosimilitud tras visualizar que: las ecuaciones bayesianas (p. ej., Ecuacion
#24) pueden basarse sélo en el coeficiente de verosimilitud (calculable desde el desempefio predictivo del

bioensayo preclinico; p. ej., Ecuacién #13), cuando la previa bayesiana toma un valor igual a 50%.

Cuando se reconoce una previa bayesiana del 50%, el término de la derecha de las Ecuaciones #24 y #26 se
hace igual a 1, con la consiguiente reduccion (o delimitacién) de la ecuacién Bayesiana al cociente de
verosimilitud (p. ej., Ecuacion #27) [55]. Si la previa bayesiana es arbitrariamente fijada en 50%, entonces,
obtenemos una via matematica para estimar los valores predictivos con base en el cociente de verosimilitud [55].
En la literatura, hemos llamado la probabilidad de verosimilitud a: « el valor predictivo que resultade una ecuacion
Bayesiana delimitada (o reducida) al cociente de verosimilitud (p. ej., Ecuacion #29) » [55]. Como (1) el cociente
de verosimilitud (p. ej., Ecuacidon #14) estd expresado en los términos genéricos representados por la SEN y
SPEC del bioensayo preclinico, y porque (2) la ecuacién Bayesiana resuelve la incongruencia matematica de
que el desempefio predictivo del bioensayo haya sido estimado desde un conjunto quimico con insuficiente
representatividad hacia la sustancia de prueba [55], mateméticamente, la probabilidad de verosimilitud
representa: « unaestimacion del valor predictivo (del resultado entregado por un bioensayo para una determinada
sustancia de prueba), desde el desempefio predictivo (de dicho bioensayo) basado en un conjunto quimico de

insuficiente representatividad hacia la sustancia de prueba » [55].

Al principio, consideramos que seria (cientifica 0 matematicamente) incorrecto fijar arbitrariamente la previa
bayesiana en 50%, s6lo con el fin de reducir la ecuacién Bayesiana al cociente de verosimilitud. Sin embargo, la
matematica contribuida por el Prof. Goodman [81], en conjunto con la adaptacion de dicha matematica al campo
de los bioensayos preclinicos propuesta por nosotros (seccién 10.1), mostr6 lo siguiente: que basar
completamente el valor predictivo en el cociente de verosimilitud, es un procedimiento matematicamente valido

(p. €j., Ecuacion #21; Ecuacién #29) [55]. Para una misma sustancia de prueba (con respecto del resultado
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entregado por un mismo bioensayo preclinico), sobre la marcha, observamos una discrepancia (de hasta 15%)
entre las cifras de probabilidad de verosimilitud entregadas por (1) el método propuesto por el Prof. Goodman (p.
ej., Ecuacion #21) [81],y (2) la delimitacion de la ecuacion Bayesiana al cociente de verosimilitud (p. ej., Ecuacion
#27). Provisionalmente, desconocemos la razén de dicha discrepancia. Hasta que la utilidad predictiva de ambos
procedimientos seacomparada cara a cara (p. €j., mediante conjuntos quimicos con resultados disponibles tanto
en el bioensayo preclinico como en su estandar de referencia), recomendamos estimar las probabilidades de
verosimilitud mediante la reduccion de la ecuacion Bayesiana al cociente de verosimilitud (Ecuaciones #28 y
#30). Lo anterior, porque dicho procedimiento (delimitar la ecuacion Bayesiana al cociente de verosimilitud)
permanece dentro del campo mateméatico de las probabilidades. En cambio, la adaptacién del método Goodman,
implica una traduccion de los cocientes de verosimilitud en probabilidades, mediante el célculo y re-interpretacion
del valor-p correspondiente (unatraduccion que podriaampliar el margen de error de la estimacién) [55].

ODDS (RS + | BIOASSAY +) SEN LR(+ 27
I ~ T”sprc ~ K ) (27)
ODDS (RS + | BIDASSAY +) LR +
PVP = ~ (28)
1+ ODDS (RS + | BIOASSAY +) ~ 1+ (LR +)
ODDS (RS — | BIOASSAY —) ~ —bbc_ o IR 29
| ~ T & LR (29)
ODDS (RS — | BIOASSAY —) LR —
PVN = (30)

1+ ODDS (RS — | BIOASSAY —) ~ 1+ (LR-)

Por ultimo, es importante reconocer lo siguiente. La estimacion de (1) valores predictivos convencionales (t.c.c.
Pronéstico Directo) (Ecuaciones #6 y #8); (2) valores predictivos bayesianos (t.c.c. Prondstico Bayesiano)
(Ecuaciones #23 y #25), o (3) de probabilidades de verosimilitud (Ecuaciones #28 y #30), podria ser
temporalmente inviable para varios bioensayos preclinicos, y para varias sustancias de prueba. Hay al menos
dos razones para lo anterior. Primero, por el temporal desconocimiento que podria haber sobre la sensibilidad o
especificidad de un determinado bioensayo preclinico (Nota: este escenario impediria la estimacion de los
valores predictivos convencionales, de los valores predictivos bayesianos, y de las probabilidades de
verosimilitud). Segundo, por la temporal imposibilidad que podria haber para estimar la previa bayesiana; por
ejemplo, porque los agentes quimicos ya estudiados en el estdndar de referencia, no guarden semejanza alguna
con la sustancia de prueba (Nota: este escenario evitaria la estimacion de los valores predictivos bayesianos).

Por lo anterior, esta tesis no propone a la probabilidad de veracidad preclinica (secciéon 13.2.1) como un

reemplazo automatico de los enfoques de la toxicologia reguladora que, tradicionalmente, han buscado traducir

la potencial relevancia clinica de ciertos hallazgos preclinicos (p. ej., WoE approach; MoA analysis). No obstante,
sobre la base sustancia por sustancia y bioensayo por bioensayo, recomendamos siempre evaluar primero la
viabilidad de estimar (1) los valores predictivos convencionales (Ecuaciones #6); (2) los valores predictivos
bayesianos (Ecuaciones #23), o (3) las probabilidades de verosimilitud (Ecuaciones #28), antes de concluir

acerca de la relevancia (o insignificancia) para la salud humana, de los resultados de un bioensayo preclinico.
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13.3. Confiabilidad de las ~probabilidades de carcinogenicidad (o carenciade
carcinogenicidad) innata paralos humanos~ estimadas por esta tesis

La confiabilidad de cualquier valor predictivo (ya sea este convencional o bayesiano), y de toda probabilidad de
verosimilitud, depende de: (1) la calidad de la evaluacién disponible sobre el desempefio predictivo del bioensayo
en cuestion, y (2) de la representatividad del conjunto quimico (en el que se basé dicha evaluacién) hacia la
sustancia de prueba [44,55]. En el caso de la sensibilidad (SEN) del RCB hacia los carcin6genos de humanos de
tipo mutagénico evaluada por esta tesis, parametro esencial para computar el valor predictivo positivo bayesiano
(VPP Bayesiano) y la probabilidad de verosimilitud positiva (PVP) de las sustancias del objetivo especifico #3
(seccion 10.2.3), se puede plantear que esta tiene excelente calidad (seccion 9.3). Planteamos que dicha
evaluacion es de excelente calidad, considerando (1) la clara carcinogénesis quimica en humanos (Tabla Al);
(2) la patente carcinogénesis quimica en roedores (Tabla Al), y (3) el distintivo patrén de genotoxicidad en las
respectivas pruebas de toxicologia genética (Tablas A2 — A3; Tabla 11), del conjunto quimico en el que basamos
la SEN del RCB hacia los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico (Tabla 16). Con base en lo anterior, se
puede concluir que: « estatesis evalud la SEN del RCB hacia los ~carcinégenos de humanos de tipo mutagénico~
desde un conjunto quimico homogéneo y consistente, en términos toxicolégicos (Tablas Al — A3; Tabla 11) ».

Las sustancias del objetivo especifico #3 también presentaron (1) una patente carcinogénesis quimica en
roedores de laboratorio (Tabla A8), y (2) los mismos patrones de genotoxicidad que los carcinégenos de humanos
de tipo mutagénico en los que basamos la SEN del RCB (Tabla A9; Tabla A2). Por consiguiente, el conjunto
quimico en el que basamos la SEN del RCB por los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico, resulté ser
notablemente semejante a (y representativo de) las sustancias del objetivo especifico#3 (Tabla 17). Por la franca
consistencia toxicologica de dicho conjunto quimico, y por la clara representatividad del mismo hacia las
sustancias de prueba correspondientes, se puede plantear que: « son confiables los VPPs Bayesianos y las
PVPs, estimadas aqui para las sustancias del objetivo especifico #3 ». Respecto de la especificidad (SPEC) del
RCB hacia los carcin6genos de humanos de tipo mutagénico, otro parametro fundamental para computar el VPP
y la PVP de las sustancias del objetivo especifico #3, esta tesis no pudo evaluar dicha SPEC. No obstante, la
evidenciay el conocimiento permiten asumir lo siguiente. Primero, que la ~SPEC del RCB hacia los carcin6genos
de humanos de tipo no-mutagénico~ evaluada por esta tesis, es un buen sustituto de la ~SPEC del RCB hacia

los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico con alta potencia genotéxica~ (secciones 10.2.3y 13.1.2).

Segundo. La patente y amplia genotoxicidad de los carcindégenos de humanos de tipo mutagénico cubiertos por
esta tesis (Tabla A2), y la clara causalidad de dicha genotoxicidad sobre la carcinogénesis quimica en humanos,
permite anticipar que: « ha de ser enorme la SPEC del RCB por los carcindgenos de humanos por de tipo
mutagénico con alta potencia genotodxica » [74,75,84]. Por lo razonable de dichas conjeturas, se puede alegar
que: si son confiables los VPPs Bayesianos y las PVPs, estimadas por esta tesis para las sustancias del objetivo
especifico #3. En adicién, la confiabilidad de los valores predictivos bayesianos, también depende de que la
previa bayesiana que sea realmente representativa de la sustancia de prueba. Para que una previa bayesiana
sea lo suficientemente representativade una sustancia de prueba, el conjunto quimico en el que se basa dicha
previa bayesiana (1) debe ser homogéneo y consistente; (2) debe presentar una sobresaliente semejanza con la

sustancia de prueba, y (3) debe estar constituido por una cantidad suficiente de andlogos de la sustancia de
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prueba (amayor semejanza entre el conjunto quimico y la sustancia de prueba, menor es el nimero de andlogos
requeridos para que dicho conjunto sea realmente representativo de la sustancia de prueba) [55]. Acerca de la
previa bayesiana en la que esta tesis basé los VPPs Bayesianos de las sustancias del objetivo especifico #3
(Tabla 17), se puede discutir lo siguiente. Dicha previa bayesiana se bas6é en mas de 31 carcinégenos de
humanos con un patron cualitativo de genotoxicidad (en las pruebas de toxicologia genética) equivalente al de
las sustancias del objetivo especifico #3 (Tabla A2; Tabla A9; Tabla A3; Tabla 11). Asi, para las sustancias del
objetivo especifico #3, la previa bayesiana se bas6 en un conjunto quimico claramente representativo de las
sustancias de prueba. Considerando (1) la consistencia toxicoldgica del conjunto quimico en el que se baso la
previa bayesiana; (2) la patente representatividad de dicho conjunto quimico hacia las respectivas sustancias de
prueba, y (3) el abundante nimero de andlogos (n = 31) en los que se basé la previa bayesiana, se puede

plantear: que son confiables los VPP Bayesianos estimados aqui para las sustancias del objetivo especifico #3.

Discutiremos ahora sobre la~SEN del RCB hacia los carcin6genos de humanos tipo no-mutagénico~, parametro
vital para calcular el VPN Bayesiano y la PVN de las sustancias del objetivo especifico #4 (seccion 10.3.3),
considerando que las sustancias del objetivo especifico #4 s6lo fueron ensayadas en el RCB por via oral (Tabla
A10). Al respecto, la SEN de la via oral del RCB por los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, tuvo
insuficiente caracter predictivo. Lo anterior, debido a (1) lo limitado de su cifra (p. ej., 65% de SEN, en el caso del
RCB-rata), y (2) la observacion de hasta 7 carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, que, mediante la
via oral del RCB-rata, concurrieron con una ausencia de carcinogénesis quimica (Tabla 16; Tabla A5). El
pronéstico de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos, hecho por esta tesis para las sustancias
del objetivo especifico #4, levanta asi la siguiente pregunta. En vista del 35% de falsos-negativos entregados por
la via oral del RCB-rata para los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico: «¢lLa ausencia de
carcinogénesis quimica observada en el RCB para las sustancias del objetivo especifico #4, se trata de resultados
del tipo verdadero-negativo o falso-negativo?».

Entre menor es la SEN de un bioensayo preclinico, mayor es elchance de que sus resultados negativos discrepen
de (o discuerden con) los de su estandar de referencia[55]. En consecuencia, apelamos al Pronéstico Bayesiano
para potenciar la insuficiente capacidad predictiva de la via oral del RCB, respecto de la carcinogenicidad (o
carencia de carcinogenicidad) innata para los humanos de las sustancias no-genotoxicas. Esa insuficiente
capacidad predictivade la via oral del RCB, por ejemplo, se observo en el 73% de PVN (a saber, una probabilidad
de ~carencia de carcinogenicidad innata para los humanos~ basada sélo en el desempefio predictivo de la via
oral del RCB) estimado aqui para las sustancias del objetivo especifico #4 (Tabla 18). Al respecto, permitanos
recordar que la probabilidad de verosimilitud negativa (PVN) expresa: la probabilidad numérica de que se trate

de un verdadero-negativo, el resultado entregado por el bioensayo para una determinada sustancia [55].

Por ende, el término « [100% — PVN] » expresa: la probabilidad numérica de que se trate de un falso-negativo,
el resultado entregado por la prueba preclinica para una determinada sustancia [55]. Asi, con 27% de probabilidad
de que sean falsos-negativos los resultados entregados por el RCB para las sustancias del objetivo especifico
#4 (esto, segln las respectivas PVNs; Tabla 18), resulta imprudente: « clasificar a las sustancias del objetivo
especifico #4 como carentes de carcinogenicidad innata para los humanos, con base en las probabilidades de
verosimilitud de los resultados negativos entregados por el RCB para esas sustancias ». Lo anterior muestra la
incapacidad de la via oral del RCB para predecir la carcinogenicidad (o carenciade carcinogenicidad) innata para

los humanos de las sustancias no-genotoxicas. Para aplicar el Prondstico Bayesiano a las sustancias del objetivo
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especifico #4, basamos la previa bayesiana en el criterio ~Ausencia (de Incrementos estadisticamente
significativos en la Incidencia) de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB~. Via Pronéstico Bayesiano, aument6 de
73% a 96% la probabilidad de que sean verdaderos-negativos los resultados entregados por el RCB para las
sustancias del objetivo especifico #4 (comparacion entre las PVNs y los VPNs Bayesianos; Tabla 18). Con base
en el VPN Bayesiano de los resultados entregados por el RCB para las sustancias del objetivo especifico #4, si
resulta razonable clasificar dichas sustancias como carentes de carcinogenicidad innata para los humanos por
ingestion. Ahora bien. Aunque todas las sustancias del objetivo especifico #4 concurrieron con una Ausencia de
Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB (Tabla A10), resaltamos lo siguiente: « hasta 10% de los carcinégenos de
humanos de tipo no-mutagénico hasta ahora conocidos (mediante epidemiologia analitica), también concurrieron
con una Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB (Tabla 14) ».

Lo anterior generaincertidumbre acerca de, si las sustancias (1) negativas a carcinogénesis quimica en el RCB,
y (2) negativas a las lesiones pre-neoplasicas en el RCB, realmente corresponden a verdaderos-negativos
entregados por el RCB. Dicha incertidumbre se ve reflejada, por ejemplo, en el 3.8% de probabilidad de que sean
falsos-negativos los resultados entregados por el RCB para las sustancias del objetivo especifico#4 (esto, segun
los respectivos VPNs Bayesianos; Tabla 18). Por ultimo, discutiremos sobre la previa bayesiana en la basamos
los VPNs, de los resultados negativos entregados por el RCB para las sustancias del objetivo especifico #4.
Primero, dicha previa bayesiana esta basada en los datos de las Tablas 13y 14. Al combinar la informacién de
las Tablas 13 y 14, inicialmente reconocimos que: « de 67 sustancias positivas al criterio Ausencia de Lesiones
Pre-neoplasicas en el RCB (a) 63 son no-carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico, y (b) 4 son
carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico ».

Por consiguiente, para las sustancias positivas al criterio Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB
(incluyendo las 68 sustancias del objeto especifico #4), inicialmente planteamos una previa bayesiana del 94%
(63/67 x 100%). Sin embargo, dicha previa bayesiana estaria basada en un conjunto quimico asimétrico; a saber,
en uno compuesto por (a) 63 no-carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, vs. (b) 39 carcinégenos de
humanos de tipo no-mutagénico (Tablas 13 y 14). Nos preguntamos entonces si, la diferenciade tamafio entre
dichos subconjuntos (a saber, 64 vs. 39), podria distorsionar la estimacién de la previa bayesiana. Primero. Si la
proporcion de positividad al criterio Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en RCBs, observada aqui para el
grupo de los no-carcinbgenos de humanos de tipo no-mutagénico (63/64 x 100% = 98.4%; Tabla 13), se
normaliza al namero de carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico (n = 39; Tabla 14), entonces: de 39
hipotéticos no-carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico (producto de la normalizaciéon) con datos de

histopatologia en el RCB, 38 serian positivos a la Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB.

Segundo. Si se trabaja con los resultados de dicha normalizacién, el conjunto de sustancias (1) positivas a la
Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB, y (2) con resultados disponibles en los estandares de
referencia del RCB (a saber: la epidemiologia analitica, en el caso de los carcindgenos de humanos; y la
toxicologia mecanicista, en el caso de los no-carcin6genos de humanos), resultaser un conjunto de 42 sustancias
(a saber, 38 no-carcinbgenos de humanos de tipo no-mutagénico normalizados + 4 carcindgenos de humanos
de tipo no-mutagénico). En consecuencia, aplicamos una previa bayesiana del 90.4% (38/42) para computar los
VPNs Bayesianos de los resultados entregados por el RCB para las sustancias del objetivo especifico #4. Para
dichas sustancias, lo anterior resulté en un 96% de probabilidad de carencia de carcinogenicidad innata para los

humanos por ingestion, de acuerdo con el VPN Bayesiano resultante (Tabla 18).
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13.4. Cuestionamiento alos enfoques probabilisticos para inferir la
relevancia (o insignificancia) clinica de los hallazgos preclinicos

Para las sustancias del objetivo especifico #4, la significativa diferencia entre la probabilidad de verosimilitud
negativa (PVN) y el valor predictivo negativo bayesiano (VPN Bayesiano) (asaber, 73% vs. 96%; Tabla 18), invita
a la siguiente reflexién. A pesar de la correccion matematica, y del fundamento farmacoldgico (o toxicolégico) de
los métodos preclinicos en los que se basan, los ~enfoques probabilisticos empleados por esta tesis para inferir
la pertinencia (o irrelevancia) clinica de ciertos hallazgos preclinicos~, no son mas que: «prondsticos sujetos a
distintos mérgenes de error». En parte, el margen de error de las predicciones preclinicas proviene de las
notables limitaciones de los bioensayos actuales, en materia de sensibilidad (SEN) y especificidad (SPEC) hacia
los estandares de referencia simulados por dichos bioensayos predictivos. Lo anterior tiene una implicacion
fundamental: « como tal, no podemos conocer (ni establecer) la realidad clinica de las sustancias mediante una
preclinica basada en bioensayos que, hacia sus respectivos estandares de referencia (ya sean estos clinicos o
epidemioldgicos), presentan menos de 100% de SEN y 100% de SPEC » [55].

En funcién de la magnitud de los respectivos valores predictivos o probabilidades de verosimilitud (secciones
10.1, 10.2.3, y 10.3.3), los prondsticos clinicos basados en la preclinica actual, no son mas que: « la mejor
previsién, tanto falible como provisional, que tenemos acerca de la realidad clinica de las sustancias, de acuerdo
con (1) el conocimiento farmacolégico (o toxicoldgico) de la era, y (2) la capacidad predictiva de los bioensayos
de la época ». Permitanos discutir mas sobre lo anterior, usando como ejemplo algunos resultados de esta tesis.
Por ejemplo. Si la probabilidad de carencia de carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion, de los
siguientes 4 carcindgenos de humanos por ingestion de tipo no-mutagénico (ya establecidos por la epidemiologia
analitica), se estima mediante la metodologia empleada por esta tesis para cumplir con el objetivo especifico #4,
se evidencia lo discutido en el pérrafo anterior. Los cuatro carcindgenos de humanos por ingestion de tipo no-
mutagénico, son los siguientes: (1) Sodium arsenite (CASRN® 7784-46-5); (2) Sodium arsenate (CASRN® 7631-
89-2); (3) Lead arsenate (CASRN® 7784-40-9), y (4) Chrysotile asbestos (CASRN® 12001-29-5) (Tabla A5).

Esos 4 carcindgenos de humanos por ingestion de tipo no-mutagénico concurrieron con (1) una ausencia de
carcinogénesis quimica en el RCB (Tabla A5), y con (2) una Ausencia de (incrementos estadisticamente
significativos en la incidencia de) Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB (Tabla 14). Notablemente, para esos 4
carcinogenos de humanos, lametodologia de esta tesis arrojaria un VPN Bayesiano de 96% (es decir, el mismo
VPN Bayesiano estimado por esta tesis para las sustancias del objetivo especifico #4; Tabla 18). Si la
~carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~ de esas 4 sustancias se desconociera
epidemiolégicamente, entonces, erroneamente asumiriamos a dichas sustancias (que en realidad son
connaturalmente carcinogénicas para los humanos) como carentes de carcinogenicidad innata paralos humanos,

con base en el VPN Bayesiano (igual a 96%) de los resultados entregados por el RCB, y la preclinica actual.

Lo anterior llama a una discusién acerca de: «;Como deberian interpretarse las probabilidades de
carcinogenicidad (o carencia de carcinogenicidad) innata para los humanos reportadas en esta tesis?». Desde
su base estadistica, los valores predictivos bayesianos y las probabilidades de verosimilitud pueden interpretarse

como: « la probabilidad numérica de que, el resultado entregado para una determinada sustancia por el
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bioensayo en cuestién, concuerde (y, por lo tanto, correctamente prediga) el desenlace de dicha sustancia en el
(método) estandar de referenciasimulado por dicho bioensayo » [55]. Usando como ejemplo a las sustancias
del objetivo especifico #4, permitanos ahora compartir una interpretacion mas consonante con el carécter falible
de los pronosticos basados en la preclinica actual. Esta tesis encontré un 96% de probabilidad de que las
sustancias del objetivo especifico #4 carezcan de carcinogenicidad innata paralos humanos poringestion (Tabla

18). Sin embargo, sélo las probabilidades iguales a 100% establecen (o revelan) lo que realmente acontecera.

Asi, puede deducirse lo siguiente: « en aproximadamente el 4% de los casos, la metodologia de esta tesis fallara
al indicar la ~carencia de carcinogenicidad innata para los humanos~ de sustancias (no-genotoxicas, negativas
a carcinogénesis quimica en el RCB, y negativas a lesiones pre-neoplasicas en el RCB) que, en realidad, si son
connaturalmente carcinogénicas para los humanos (p. ej., carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico aln
desconocidos por la epidemiologia analitica) ». Desde el punto de vista probabilistico, esta tesis podria haber
errado al pronosticar la ~carencia de carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~ de hasta 3 (es
decir, del 4%) de las 68 sustancias del objetivo especifico #4 (Tabla 18). Por mas impactante o desconcertante
que sea, el que esta tesis pueda errar al indicar la ~carencia de carcinogenicidad innata para los humanos por
ingestion~ del 4% de las sustancias del objetivo especifico #4, dicho margen de error no invalida (1) la ciencia
detras de estos prondsticos preclinicos; (2) larelevanciaclinica o epidemioldgica de, por lo menos, el 96% de los
mismos, ni (3) la necesidad (de los consumidores, gobiernos, o de la industria) de contar con las mejores
predicciones preclinicas que, por las limitaciones de la ciencia de la época, no son infalibles.
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13.5. Sobre el pronéstico de ~carcinogenicidad innata paralos
humanos~de las sustancias del objetivo especifico #3

13.5.1. Base farmacolégica y toxicoldgica

En la literatura, las sustancias del objetivo especifico #3 (Tabla 17) presentaron un claro ~patron experimental
de genotoxicidad~ (Tabla A8). Ademas, las sustancias del objetivo especifico #3 se caracterizan por actuar
mediante mecanismos de accion farmacoldgica considerados en la literatura como causantes de la mutagénesis
y genotoxicidad (Tabla A8). De acuerdo con la literatura, para las sustancias del objetivo especifico #3, hay cierta
evidencia mostrando que la gran mayoria de ellas actila mediante alguno de los siguientes mecanismos de accién
genotoéxica (en adicién a los otros mecanismos de accién farmacoldgica que dichas sustancias puedan tener):
(1) intercalado en el ADN, acoplado con la inhibicién o envenenamiento de topoisomerasas celulares [116-118];
(2) unién al surco menor del ADN [119]; (3) inhibicién o envenenamiento de topoisomerasas celulares [120,121],
(4) aduccién covalente al ADN [122,123], o (5) aduccion oxidativa sobre el ADN (p. €j., 8-0x0G; 8-OH-dG) (Tabla
A8) [124,125]. Sin embargo, en términos experimentales, ain se desconoce cual es el mecanismo de accién

genotoxica de algunas sustancias del objetivo especifico #3 (p. €j., hydroxyurea) (Tabla A8).

A juzgar por su clara mutagenicidad, genotoxicidad, y carcinogénesis quimica en roedores (Tabla A8), se puede
plantear que: las sustancias del objetivo especifico#3 con mecanismos de accién genotbxica experimentalmente
desconocidos, actuarian mediante alguno de los mecanismos de mayor potencia mutagénica, tales como los
mencionados en el parrafo anterior. Para otras sustancias del objetivo especifico #3, entérminos experimentales,
tampoco se han estudiado sus mecanismos de acciéon genotoéxica (p. €j., furylfuramide; nifurtimox; carbadox). Sin
embargo, varias sustancias del objetivo especifico #3 con mecanismos de accién genotdxica experimentalmente
desconocidos, comparten toxicéforos (o farmacoforos) con otros agentes quimicos de la Tabla 17, cuya
mutagenicidad y genotoxicidad ha sido experimentalmente atribuida a dichos farmaco6foros (Tabla A8). Los
siguientes son ejemplos de tales casos. Toxic6foro mutagénico: 5-nitrofuran (CASRN® 609-39-2), sustancias del
objetivo especifico #3 con dicho toxicoforo (y con un mecanismo de accién genotdxica experimentalmente
desconocido): furylfuramide (CASRN® 3688-53-7) y nifurtimox (CASRN® 23256-30-6). Toxicéforo genotoxico:
quinoxaline 1,4-dioxide (CASRN® 2423-66-7), sustancia del objetivo especifico #3 con dicho toxicéforo (y con un
mecanismo de accion genotdxica experimentalmente desconocido): carbadox (CASRN® 6804-07-5).

Continuando con el ejemplo anterior, la evidencia experimental muestra que los toxicoforos (1) 5-nitrofuran
(CASRN® 609-39-2), y (2) quinoxaline 1,4-dioxide (CASRN® 2423-66-7), estan asociados a los siguientes
mecanismos de accidbn mutagénica: aduccion covalente al ADN, y aduccion oxidativa sobre el ADN,
respectivamente [126-134]. La literatura sugiere que, los mecanismos de accibn mutagénica mencionados
previamente (p. ej., inhibicion de topoisomerasas; unién al surco menor del ADN), operan en multiples especies
de mamiferos, incluyendo a los humanos (Tablas Al, A2, A8, y A9). Asi, segun la base farmacolégica resumida
arriba, tiene relevancia para la salud humana la elevada probabilidad de carcinogenicidad innata para los
humanos estimada aqui para las sustancias del objetivo especifico #3 (PVP >95%; Tabla 17). En consecuencia
Si consideramos lo devastador que es el cancer para las personas, y lo perjudicial que es el cancer para la
sociedad como un todo, resulta razonable asumir a las sustancias con una probabilidad de carcinogenicidad

innata para los humanos = 95%, como connaturalmente carcinogénicas para los humanos [55].
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13.5.2. Potencial relevancia clinica y reguladora

Los pronésticos de ~carcinogenicidad innata para los humanos~ entregados por esta tesis paras las sustancias
del objetivo especifico #3 (Tabla 17), se basaron en la capacidad predictiva del RCB con respecto de los
carcinogenos de humanos de tipo mutagénico con alta potencia genotoxica. Desde los resultados de
carcinogénesis quimica entregados por el RCB para las sustancias del objetivo especifico #3 (Tabla A8), y
mediante los desarrollos estadisticos concatenados a lo largo de este manuscrito, se logré estimar aqui que:
como minimo, o en el mejor de los casos, hay 95% de probabilidad de que las sustancias del objetivo especifico
#3 sean connaturalmente carcinogénicas para los humanos. En la literatura [84], hemos acufiado el término de
toxicidad innata (o toxicidad connatural) para mencionar: « la habilidad que tienen ciertas sustancias de
incrementar el chance de respuestas toxicas en determinadas especies, especificamente, en condiciones de
exposicién lo suficientemente riesgosas (p. ej., a dosis lo suficientemente altas; en exposiciones lo

suficientemente frecuentes; en exposiciones lo suficientemente prolongadas).

Considerando la finalidad del RCB, y el sentido metodoldgico de las probabilidades de verosimilitud positiva (PVP)
estimadas aqui para las sustancias del objetivo especifico #3 (Tabla 17), se puede interpretar que las PVPs
hacen referencia a: « la probabilidad de que, en condiciones de exposicién (o tratamiento) lo suficientemente
riesgosas, las sustancias del objetivo especifico #3 aumenten el chance de neoplasia en los humanos expuestos
a dichas sustancias ». Desde luego, para las sustancias del objetivo especifico #3, la pregunta subsecuente es:
¢ Especificamente, cudles son esas condiciones de exposicion lo suficientemente riesgosas, en las que dichas
sustancias incrementaran el chance de neoplasia en las personas expuestas a (o tratadas con) las mismas?
Circunstancialmente, dicha preguntaescapa del alcance de esta tesis, porque la misma cae dentro del campo
toxicolégico conocido como la caracterizacién del riesgo. No obstante, la prediccién preclinica de la
~carcinogenicidad innata para los humanos~ de ciertas sustancias, ha sido reconocida como un aporte valioso

para la salud publica, en materia de la prevencion primaria del cancer infligido por agentes quimicos [136,137].

En términos de carcinogenicidad innata para los humanos, varias sustancias del objetivo especifico #3 ya estan
clasificadas como (1) probablemente carcinogénicas para los humanos, por parte de la IARC [57]; (2) probables
de ser carcinogénicas paralos humanos, por parte de la U.S. EPA [58], 0 como (3) razonablemente pronosticadas
de ser carcinégenos de humanos, por parte del U.S. NTP [59]. Dos razones explican lo anterior. Primero, para
varias sustancias del objetivo especifico #3 dichas instituciones encontraron ya sea inadecuada o limitada (mas
insuficiente) evidencia epidemiolégica de carcinogénesis quimica en humanos, lo que temporalmente impide
reconocer causalidad entre la exposicién a esas sustancias y el cancer humano [57-59]. Segundo, dichas
instituciones adjudicaron a varias sustancias del objetivo especifico #3 con tales clasificaciones (p. €j.,
probablemente carcinogénicas para los humanos - IARC) con base en (1) la patente genotoxicidad experimental,

y (2) la clara carcinogénesis provocada en el RCB por dichas sustancias (Tablas A8 y A9).

Sin embargo, la clasificacién cualitativa de sustancias en términos tan generales como probablemente
carcinogénica para los humanos — IARC) deja considerable espacio para el escepticismo de las partes
involucradas (p. €]., legisladores, facultativos); por ejemplo, con preguntas tales como: ¢Qué tan probable es la

carcinogenicidad para los humanos de esta sustancia; 30%, 60%, 90%, cuanto? Para las sustancias del objetivo
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especifico #3 ya clasificadas por dichas instituciones con alguna de esas categorias respecto de la
carcinogenicidad innata para los humanos de ciertas sustancias (p. €j., razonablemente pronosticada de ser un
carcinogeno de humanos — U.S. NTP), esta tesis contribuye el siguiente aporte. En vez de sefialar la probable
carcinogenicidad innata para los humanos de las sustancias del objetivo especifico #3 en términos cualitativos,
esta tesis entrega una cuantificacion del tamafio de dicha probabilidad de carcinogenicidad innata. Segun los
resultados de esta tesis, como minimo, hay 95% de probabilidad de que las sustancias del objetivo especifico #3
sean connaturalmente carcinogénicas paralos humanos por las vias de exposicién especificadas en la Tabla 17.
Si, de acuerdo con esta tesis, las sustancias del objetivo especifico #3 se asumiesen (o regulasen) como

connaturalmente carcinogénicas para los humanos, es importante recordar lo siguiente.

Dependiendo de (1) el paradigma regulador de cada entidad gubernamental, y (2) del uso (o potencial uso, en
caso que la comercializacion de la sustancia aln no esté aprobada) de la sustancia en la sociedad, las agencias
reguladoras emplean distintas préacticas para: « gestionar el riesgo de cancer humano, presumiblemente
impuesto por los mutdgenos cuya carcinogenicidad para los humanos ya fue advertida por la toxicologia
preclinica ». Revisar todas las practicas de las agencias reguladoras para gestionar dichos riesgos, escapa del
alcance de esta tesis. Sin embargo, para ojear algunos ejemplos de tales practicas, permitanos mencionar
primero tres consideraciones. Primero, notemos que cada una de las sustancias del objetivo especifico #3 puede
tener distintos usos en la sociedad. Segundo, consideremos que todas las sustancias del objetivo especifico #3
son carcinégenos genotoxicos. Para los carcinégenos genotoxicos, es generalmente aceptado que no habria
dosis seguras (es decir: dosis que no incrementen proporcionalmente el riesgo de cancer, independientemente

de lo diminuta que sea la dosis, y de lo minasculo que sea el aumento en el riesgo de cancer) [138].

Veamos ahora algunos ejemplos de précticas empleadas por las agencias reguladoras para gestionar el riesgo
neoplasia humana por la exposicién a carcinégenos genotoxicos. Verde de leucomalaquita (unade las sustancias
del objetivo especifico#3), es un metabolito persistente en los animales tratados con el colorante (antimicrobiano)
verde de malaquita (CASRN® 569-64-2) (Tabla 17; Tablas A8 — A9). Verde de leucomalaquita (CASRN® 129-
73-7) se encuentra (1) desautorizado en los EUA y la Unién Europea para uso veterinario en animales
productores de alimentos (incluidala piscicultura), y (2) en esos mismos paises, verde de leucomalaquita también
esta desaprobado como residuo farmacoldgico en alimentos para humanos de origen animal [75]. En cambio, el
promotor de crecimiento animal y antimicrobiano carbadox (otra de las sustancias del objetivo especifico #3),
pese a estar prohibido en Australia y Canada para uso en animales productores de alimentos para humanos, si
se encuentra autorizado en los EUA para uso veterinario en cerdos destinados al consumo humano [75]. Ahora,
pese a estar aprobado en los EUA para uso veterinario en cerdos productores de alimentos, carbadox (CASRN®
6804-07-5) esta prohibido en ese mismo pais como residuo farmacoldgico en alimentos de origen animal [139].

Asi como otras agencias para con otros farmacos de uso en animales productores de alimentos, la FDA de los
EUA (U.S. FDA) consigue un ~mercado nacional de la carne porcinalibre de carbadox ~ mediante una regulacion
gue prohibe el tratamiento de los cerdos con carbadox dentro de los 42 dias previos al sacrificio de los mismos
[139]. Dicha regulacién se basa en una nocion de la farmacologia reguladora conocida como el tiempo de retiro
[140]. Cuando la U.S. FDA aprobé al carbadox para uso en cerdos productores de alimentos para humanos, la
toxicologia analitica de la época mostraba que: « el tratamiento de los cerdos con carbadox alos 43 (o0 més) dias
antes del sacrificio, no produciaresiduos detectables (de carbadox o de sus metabolitos) en la carne resultante

del sacrificio » [139]. La U.S. FDA estableci6 el tiempo de retiro del carbadox basado en la bio-persistencia del
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metabolito quinoxaline-2-carboxylic acid (un metabolito presuntamente no-carcinogénico, segun los andlisis de
estructura-actividad) [171]. La U.S. FDA establecié al quinoxaline-2-carboxylic acid (QCA) como metabolito
marcador porque, segun la toxicologia analitica de la época, ese era el metabolito mas bio-persistente del
carbadox [171]. En consecuencia, la vigilancia gubernamental para que la carne porcina de los EUA carezca de
residuos de carbadox, se basa en la deteccion del metabolito QCA en muestras de carne porcina [171]. Sin
embargo, nuevos estudios de toxicologia analitica muestran que: metabolitos del carbadox que han resultado
carcinogénicos en el RCB (a saber, el metabolito desoxycarbadox), persisten en los cerdos mas de lo que se
creia inicialmente [171]. Como no se ha establecido alguna relacion entre (1) la bio-persistencia del metabolito
marcador QCA, y (2) la bio-persistencia del metabolito carcinogénico desoxycarbadox, el Centro de Medicina
Veterinaria (CVM) de la U.S. FDA concluy6 lo siguiente.

«Segun el tiempo de retiro vigente en los EUA para el carbadox, y la vigilancia basada en la deteccion del
metabolito QCA, la agencia (U.S. FDA) desconoce si persisten metabolitos carcinogénicos del carbadox en la
carne porcina de los EUA» [171]. Como resultado, el CVM (de la U.S. FDA) pretende revocar la deteccién del
QCA como (1) método de vigilancia gubernamental de los residuos de carbadox en la carne porcina, y (2) como
base farmacocinética para establecer el tiempo de retiro del carbadox [171]. Por mandato legislativo, la U.S. FDA
no puede autorizar el uso como aditivo alimentario (p. ej., como saborizantes en alimentos para el consumo
humano) de sustancias que hayan infligido neoplasia en humanos (segun la epidemiologia) o en animales de
laboratorio (p. ej., segun los resultados del RCB) [141]. Sin embargo, bajo el precedente conocido como la
salvedad dietilestilbestrol, laU.S. FDA autoriz6 algunos colorantes como aditivos alimentarios (p. ej., D&C Green
No. 6), y sostuvo la autorizacién para uso en cerdos productores de alimentos del promotor de crecimiento (y
estrogeno no-esteroide) dietilestilbestrol (DES), aun cuando la agencia sabia que ambas sustancias resultaron
ser carcinogénicas en el RCB [142]. En estado puro, la molécula colorante presente en la mezcla conocida como
D&C Green No. 6 (CASRN® 128-80-3), no incrementd la incidencia de tumores en el RCB [142].

El argumento de la U.S. FDA para autorizar la comercializacion de esas sustancias fue: « segun los modelos
mateméaticos, tanto las impurezas carcinogénicas presentes en el colorante D&C Green No. 6, como el propio
DES, en las cantidades presentes en los alimentos como resultado de las regulaciones de esta agencia,
provocarian un incremento en el riesgo de cancer de los consumidores de 1 en 1 millon (es decir, un incremento
en el riesgo de 0.0001%) » [142]. Segun dicha politica (o regulacion) de la U.S. FDA, en dosis o concentraciones
queincrementen el riesgo de cancer humano en hasta 0.0001%, las sustancias ~connaturalmente carcinogénicas
para los humanos~ pueden considerarse como ~insignificantemente téxicas~, lo que las hace autorizables como
aditivos en alimentos para humanos, o como residuos farmacoldgicos en alimentos de origen animal [142]. De
hecho, considerar cierto exceso en el riesgo de cancer humano como aceptable (o permisible), es una préactica
convencional en distintas esferas de la toxicologia o farmacologia reguladora.

Por ejemplo. En los ambientes laborales de Suecia, esta autorizado que los carcindgenos respirables alcancen
una concentracion maxima correspondiente con un incremento en el riesgo de cancer humano de 0.001% (o 1
en 100.000) [138]. En el caso de los farmacos de la medicina humana, es universal la politica sanitaria de
autorizar drogas con toxicidad connatural para los humanos en los siguientes casos. Uno, si los funcionarios
médicos de la agencia concluyen que, para la indicacion (o condicion médica) en cuestion, los beneficios por el
uso del farmaco superan los riesgos (es decir, los beneficios deben superar tanto el riesgo de respuestas

adversas, como las consecuencias médicas de tales respuestas adversas). Dos, y en el caso particular de los
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farmacos que resultan ser carcinogénicos en el RCB, si los reguladores declaran lo siguiente: “Con respecto de
su uso terapéutico en humanos, se desconoce la significacion de la carcinogenicidad de este farmaco en el RCB”
[143]. Respecto de este ultimo ejemplo (a saber, ciertos farmacos que han resultado carcinogénicos en el RCB),
la contribucion de esta tesis es alertar a las autoridades sobre la enorme probabilidad numérica de que los
farmacos del objetivo especifico #3 sean connaturalmente carcinogénicos para los humanos (Tabla 17). Para
otros agentes quimicos con potencia genotoxica y potencia carcinogénica (en el RCB) similar a las sustancias
del objetivo especifico #3, la epidemiologia encontr6 importantes incrementos en el riesgo de cancer humano
(Tabla Al). Asi, en ausencia de las mas adecuadas regulaciones, la exposicién humana a (o el tratamiento de

personas con) las sustancias del objetivo especifico #3 traeria perjuicios sobre la salud publica (Tabla 17).

Ya corresponde a cada agencia gubernamental, mediante las mejores practicas reguladoras del caso (p.€j., para
los farmacos de uso en animales productoresde alimentos para humanos; para los residuos de drogas pesticidas
en alimentos de origen vegetal para consumo humano): (1) considerar 0 no a las sustancias del objetivo
especifico #3 como carcindgenos de humanos de tipo genotéxico; (2) en el caso de las sustancias del objetivo
especifico #3 que ya estan autorizadas para su comercializacion, re-evaluar si la comercializacion de las mismas
trae mas beneficios que perjuicios a la sociedad (o viceversa); (3) conducir, financiar, o solicitar (a la industria)
los estudios que permitan gestionar adecuadamente el riesgo de neoplasia humana que, segun esta tesis,
impondrian las sustancias del objetivo especifico#3,y (4) fiscalizar (o vigilar el cumplimiento de) las regulaciones
gue la agencia considere necesarias, para cumplir con la gestion del riesgo de cancer previamente mencionado.
En tal sentido, esta tesis identificd algunas drogas (o principios activos) del objetivo especifico #3, cuya actual
autorizacién en la medicina humana resulta cuestionable (Tabla 19; Tabla 20); lo anterior, porque los beneficios

terapéuticos podrian no justificar las consecuencias de los riesgos de neoplasia.

Primero, permitanos recordar que varios farmacos (p. ej., azatioprina; fenacetina; Tabla Al) con potencia
mutagénica y carcinogénica semejante a los ~farmacos del objetivo especifico #3 especificados abajo~, si
aumentaron notablemente el riesgo de neoplasia humana, a dosis y esquemas de tratamiento considerados como
terapéuticos (Tabla A2). Por tanto, resulta cuestionable que las siguientes indicaciones (o condiciones médicas)
puedan justificar el uso en humanos de los siguientes farmacos (mutagénicos y carcinogénicos en el RCB) del
objetivo especifico #3: (1) alivio de los sintomas incomodos causados por la irritacion de la mucosa del tracto
urinario inferior, en el caso de la fenazopiridina (CASRN® 94-78-0; Tabla 17) [144], y (2) tratamiento de
infecciones agudasy no-complicadas deltracto urinario, en el caso de la nitrofurantoina(CASRN® 67-20-9; Tabla
17) [144]. Para otros farmacos del objetivo especifico #3, algunos casos si podrian justificar el potencial riesgo
de neoplasia humana impuesto por tales drogas; situaciones tales como: casos clinicos refractarios (o

insuficientemente responsivos) alos otros medicamentos disponibles para tratar la enfermedad.

Los siguientes son algunos ejemplos de lo anterior: (1) las convulsiones de inicio focal, en el caso de la
oxcarbazepina (CASRN® 28721-07-5; Tabla 17) [144], y (2) la hipertension maligna esencial o hipertension
provocada por feocromocitomas, en el caso de la fenoxibenzamina (CASRN® 59-96-1; Tabla 17) [144]. Ahora,
incluso si los beneficios terapéuticos justifican los potenciales riesgos de neoplasia impuestos por el uso médico
de la oxcarbazepina o fenoxibenzamina, los resultados de esta tesis sugieren que es necesario colocar
advertencias en la informacidon de prescripcion de esos medicamentos. En particular, advertencias que
promuevan la prescripcion de esos farmacos del objetivo especifico #3, s6lo enlos siguientes casos. Uno, cuando

no haya en el mercado otros farmacos efectivos para las respectivas indicaciones (o condiciones médicas).
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Dos, cuando los otros farmacos que son efectivos para tratar dicha condicién médica, resultaron ser ineficaces
en el paciente. Por ahora, algunas drogas del objetivo especifico #3 son la Unica opcién con autorizacion
gubernamental para el tratamiento de ciertas enfermedades que (1) pueden ser discapacitantes; (2) que acortan
la expectativa de vida, o (3) que son potencialmente letales. Los siguientes son algunos ejemplos de lo anterior:
(1) la enfermedad de Chagas, en el caso del benznidazol o el nifurtimox (Tabla 17; Tabla 19), y (2) la meningitis
bacteriana o la sepsis bacteriana (entre otras infecciones graves para las que esta sanitariamente autorizado el
metronidazol), en el caso del metronidazol (Tabla17; Tabla 19). Por otra parte. Para aquellas enfermedades que
tienen graves consecuencias para la salud, y que carecen de opciones terapéuticas efectivas, no se necesita de
estudios sofisticados para reconocer que: « es una medida provisional justificada, la autorizacion sanitaria de
~mutégenos con 95% de probabilidad de carcinogenicidad innata para los humanos~, tales como las drogas o
farmacos del objetivo especifico #3 (p. €j., benznidazol, metronidazol, nifurtimox, nitrofurantoina; Tabla 19) ».

Lo anterior no cancela la necesidad de que la farmacia desarrolle nuevas drogas que, conservando la eficacia
terapéutica (p. ej., efectividad anti-chagésica; anti-convulsivante; anti-hipertensiva) de sus antecesores (p. €j.,
antecesores tales como nifurtimox, oxcarbazepina, fenoxibenzamina; Tabla 19): (1) carezcan de
carcinogenicidad innata para los humanos, o que (2) por lo menos, tengan una potencia carcinogénica mucho
menor que sus antecesores (lo que resultaria en un riesgo de cancer iatrogénico mucho menor, comparado con
los farmacos predecesores). Para las drogas del objetivo especifico #3 que estan autorizadas en el tratamiento
de dolencias distintas al cancer (Tabla 19), consideramos necesario que: (1) se caracterice cudl es elincremento
en el riesgo de cancer por el tratamiento con esos farmacos (p. ej., mediante farmacovigilancia), y (2) que se

revise cudl es la letalidad a cortoy largo plazo de los canceres iatrogénicos causados por el farmaco.

Asi, con el tiempo, podra re-evaluarse (con mas y mejores datos) si los beneficios del farmaco exceden sus
perjuicios sobre la salud. Teniendo en cuenta el importante riesgo de neoplasia iatrogénica, observado por el
tratamiento de personas con otros farmacos que, asi como las sustancias del objetivo especifico #3, también son
carcindgenos de alta potencia mutagénica (p. ej., azatioprina; fenacetina; Tabla A1), resultarecomendable incluir
advertencias en las informaciones de prescripcion de los farmacos del objetivo especifico #3 acerca de (1) su
enorme probabilidad numérica de carcinogenicidad innata para los humanos, y (2) los significativos riesgos de
neoplasia iatrogénica impuestos por los mismos. Una revision del asunto muestra que, aunque se ha avanzado
significativamente en la inclusién de tales advertencias en el caso de los farmacos del objetivo especifico #3 de
uso anti-neoplasico (Tabla 20), casi todos los farmacos del objetivo especifico #3 de uso no-antineoplasico
carecen actualmente de advertencias (0 de avisos lo suficientemente claros) acerca de (1) su enorme
probabilidad numérica de carcinogenicidad innata para los humanos, y (2) de los significativos riesgos de

neoplasia impuestos por el tratamiento con los mismos (Tabla 20; Tabla 19).

Adicionalmente, dichas advertencias podrian acompafiarse con recomendaciones que promuevan: el mayor rigor
en el diagnostico diferencial y confirmatorio (de que los pacientes si padecen las dolencias para las que estan
autorizados los farmacos del objetivo especifico #3), antes de incurrir en la prescripcion, dispensacion, o
administracién/suministro de dichos farmacos. Como observamos en una pequefia minoria de las informaciones
de prescripcion, yaaprobadas porla U.S. FDA para los farmacos del objetivo especifico #3 de uso anti-neoplasico
(Tabla 19), se deberia orientar a los pacientes sobre la importancia de que busquen seguimiento clinico, desde
el mediano hasta el muy largo plazo, para tratar oportunamente cualquier neoplasia que haya podido ser causada

por el tratamiento con los farmacos del objetivo especifico #3. Por ultimo, discutiremos sobre las vias de
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exposicién a las que aplican los prondsticos de carcinogenicidad innata para los humanos reportados por esta
tesis. Desde la farmacologia experimental, se sabe que: las sustancias que tienen actividad biologica en roedores
de laboratorio mediante una via de tratamiento, también son biol6gicamente activas en humanos por la misma
via de tratamiento (ya sea en mayor o menor grado de actividad, o con la misma u otra actividad biologica). En
consecuencia, esta tesis plantea que: « la enorme probabilidad numérica de carcinogenicidad innata para los
humanos de las sustancias del objetivo especifico #3, aplica para las mismas vias de exposicion por las que se
observé la carcinogénesis quimica de la sustancia en el RCB (Tabla A8) ». Desde la toxicologia, también se sabe
que: las sustancias que resultan en mutagénesis o carcinogénesis por via oral (ya sea en humanos o en
mamiferos de laboratorio), también resultan en mutagénesis o carcinogénesis por via de la inyeccion o del
implante (p. ej., intramuscular; subcutanea; intravenosa) (Tabla Al; Tabla A8). Una explicacién para lo anterior
es la siguiente: la biodisponibilidad de las distintas formas de inyeccién o de implante, siempre es mayor o igual
que la biodisponibilidad de la via oral. Por ende, mediante la inyeccién o el implante, la actividad biolégica (p. €j.,

la actividad mutagénica) de una sustancia es mayor o igual que su actividad biol6gica por via oral.

Consecuentemente, estatesis plantea lo siguiente: «la enorme probabilidad numérica de carcinogenicidad innata
paralos humanos, de las sustancias del objetivo especifico #3 que resultaron carcinogénicas en el RCB mediante
ingestion (Tabla A8), aplica en humanos para las distintas formas de inyeccién o de implante (p. €j., inyeccion
intraarterial; inyeccién intratecal; implante subdérmico) ». Segln los datos analizados por esta tesis, los
~genotoxicos de alta potencia~ que son carcinogénicos en el RCB mediante inyeccion, tienden a ser
carcinogénicos enel RCB por via oral (Tabla Al; Tabla A8). Al respecto, la toxicologia experimental muestra que:
en el caso de los genotoxicos de alta potencia (p. €j., labencidina; la 2-naftilamina), una biodisponibilidad oral de
11% basta para que estas sustancias resulten carcinogénicas en el RCB [84]. Esta tesis plantea que, en algunos
casos basados en la farmacodinamia o farmacocinética de la sustancia (Tabla 8), resulta razonable asumir que:
« la enorme probabilidad numérica de carcinogenicidad innata para los humanos, de las sustancias del objetivo
especifico#3 que resultaron carcinogénicas en el RCB mediante inyeccion, aplica en humanos por viaoral (Nota:
dicha ~carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~ tiene en cuenta la posible neoplasia intestinal,

la cual es factible incluso si la mutagenicidad de la sustancia se inactiva durante su primer paso por el higado) ».

Los casos basados en la farmacodinamia o farmacocinética de la sustancia, que permitirian extrapolar a la via
oral de los humanos la carcinogenicidad observada en el RCB porinyeccion, se especifican enla Tabla 8 (seccién
9.3.3). Dichos casos se fundamentaron en distintos tipos de evidencia que indican actividad biolégica por via oral,
para las sustancias del objetivo especifico #3 que resultaron carcinogénicas en el RCB mediante inyeccion. Por
ejemplo, si una sustancia es bioldgicamente activa (p. €j., terapéuticamente activa) por via oral, es porque su
biodisponibilidad oral asi lo permite. Por consiguiente, en condiciones de exposicién (o tratamiento) lo
suficientemente riesgosas (p. €j., adosis lo suficientemente altas), dicha biodisponibilidad oral permitira que opere
la carcinogenicidad innata que, parala sustancia del objetivo especifico #3 en cuestion, yafue evidenciada en el
RCB mediante inyeccion. (Nota: en parte, esta deduccion se basa en el concepto conocido como poli-
farmacologia; con el agravante de que la biomolécula diana de la mutagenicidad de las sustancias del objetivo
especifico #3, el ADN, es ubicuo en todos los tejidos humanos).
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13.6. Sobre la prediccion de ~carencia de carcinogenicidad innata
paralos humanos~ de las sustancias del objetivo especifico #4

13.6.1. Discusion sobre aspectos metodolégicos

En esta tesis, (1) la ausencia de carcinogénesis quimica en el RCB, y (2) la carencia de genotoxicidad en las
pruebas de toxicologia genética, fueron dos aspectos necesarios para dilucidar la probabilidad numérica de
~carencia de carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~ de las sustancias del objetivo especifico
#4 (secciones 10.3.2, 13.3,y 13.4). Sin embargo, aclaramos que varias sustancias del objetivo especifico #4 no
han sido ensayadas en las pruebas de genotoxicidad o en el RCB (Tabla A10; Tabla 18). La Tabla A10 muestra
que, los desenlaces de las sustancias del objetivo especifico #4 que no han sido ensayadas en tales pruebas de
toxicidad, fueron extrapolados aqui desde otras sustancias con elevada (1) analogia estructural, (2) semejanza
farmacoldgica, y (3) similitud toxicolégica, que si fueron ensayadas tanto en el RCB como en las pruebas de
genotoxicidad. Entonces, el objetivo de esta seccion es discutir sobre los argumentos farmacoldgicos y
toxicolégicos en los que se basaron dichas extrapolaciones. En el caso de los colorantes del objetivo especifico
#4 (Tabla 18), los resultados en el RCB y en las pruebas genotoxicidad del colorante en su tipico estado salino
(p. €j., como sal de sodio), se extendieron aqui a otras formas salinas de la misma molécula colorante (p. ej., a

la sal de calcio), en funcion de lo que se explica a continuacion.

Primero. Los desenlaces (p. €j., ausencia de carcinogénesis quimica en el RCB) se extendieron aqui a otras
formas salinas del mismo colorante, especificamente, a las sales derivadas de otros cationes fisiologicos (p. €j.,
a las salesde calcio, sales de potasio, o sales de sodio de lamisma molécula colorante). Segundo, los desenlaces
(p. €j., carencia de genotoxicidad) se extendieron aqui a las sales de aluminio del mismo colorante (Nota: las
sales de aluminio de los colorantes se denominan lacas. Tipicamente, las lacas se usan como colorantes de
alimentos por algunas ventajas que ofrecen en comparacion con las otras formas salinas del mismo colorante,
que se caracterizan por una alta solubilidad acuosa). Aunque no han sido ensayadas en el RCB ni en las pruebas
de genotoxicidad, las lacas de los colorantes del objetivo especifico #4 se asumieron aqui como negativas a
dichas pruebas de toxicidad (p. ej., se reconocieron aqui como ~concurrentes con una ausencia de
carcinogénesis quimica en el RCB~), basado en la siguiente argumentacién. Uno. Porque para los colorantes del
objetivo especifico #4, las lacas difieren de las sales derivadas de cationes fisioldgicos sdlo en: el reemplazo de
los cationes fisioldgicos por iones de aluminio (p. €j., ver Fig. 5) [Nota: todas las estructuras bidimensionales que

se muestran a continuacion, fueron tomadas del servicio gratuito conocido como U.S. NLM PubChem].

Dos. Tanto los iones de aluminio en solitario, como ciertos compuestos delaluminio (p. €j., trisulfato de dialuminio;
aluminio monofosfato), resultaron todos negativos a (1) carcinogenicidad por la via oral del RCB, y (2) negativos
a genotoxicidad en distintas pruebas de toxicologia genética [145,146]. Para citar un ejemplo, permitanos
diferenciar primero entre dos variantes de un mismo colorante. La tartrazina (FD&C Yellow #5; CASRN® 1934-
21-0), es la sal sodica de la respectiva molécula colorante (Fig. 5A). Por su parte, la laca de la tartrazina (FD&C
Yellow #5 Aluminum Lake; CASRN® 12225-21-7), eslasal de aluminio de ese mismo colorante (Fig. 5B). Aunque
la laca de la tartrazina (CASRN® 12225-21-7) no hasido ensayada en el RCB ni enlas pruebas de genotoxicidad,

esta tesis estim6 la ~probabilidad numérica de que la laca de la tartrazina carezca de carcinogenicidad innata
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para los humanos por ingestion~, extendiendo (o extrapolando) los desenlaces (en el RCB y enlas pruebas de
genotoxicidad) de la tartrazina (CASRN® 1934-21-0) a la laca de la tartrazina (CASRN® 12225-21-7) (Tabla
Al10). Para cada sustancia del objetivo especifico #4 (Tabla 18), la Tabla A10 muestra (1) si la misma fue
ensayada (o no) en el RCB y en las pruebas de genotoxicidad, y (2) para las sustancias que no han sido
ensayadas en dichas pruebas de toxicidad, la Tabla A10 especifica el agente quimico desde el cual se
extrapolaron los resultados (a la sustancia no-ensayada), de acuerdo con los argumentos farmacoldgicos y
toxicolégicos discutidos en esta seccién. Continuando con dichos argumentos. Los resultados del colorante
Patent Blue V (t.c.c. C.l. Food Blue 5, CASRN® 3536-49-0) en las pruebas de genotoxicidad y en el RCB, fueron
extrapolados aqui al colorante Patent Blue VF (t.c.c. C.I. Food Blue 3, CASRN® 129-17-9) (Tabla A10).

En tal sentido, Patent Blue VF (CASRN® 129-17-9) difiere de Patent Blue V (CASRN® 3536-49-0) sélo en la
carencia de un grupo hidroxilo que, en Patent Blue V (CASRN® 3536-49-0), esta presente en uno de los tres
fenilos que tienen estos dos colorantes (Figura 6). Aunque la ausencia de ese grupo hidroxilo en Patent Blue VF
(CASRN® 129-17-9) podria modificar sus propiedades farmacocinéticas con respecto de Patent Blue V
(CASRN® 3536-49-0) (p. €j., aumentando ya sea la Cmax o la semivida de eliminacion), dichos cambios
farmacocinéticos no otorgarian carcinogenicidad innata a Patent Blue VF (CASRN® 129-17-9), considerando lo
siguiente. Aunque Patent Blue VF y Patent Blue V poseen el mismo toxic6foro potencialmente mutagénico (a
saber, amina aromatica terciaria), (1) ambos colorantes poseen dos grupos sulfato en las mismas posiciones del
mismo fenilo (Fig. 6), y (2) para una diversidad de estructuras quimicas con toxicéforos mutagénicos (p. €j., azo-
aromaticos; amino-trifenil-metanos), segun los resultados experimentales de varios compuestos de esas clases
guimicas (p. ej., azo-aromaticos; amino-trifenil-metanos): el grupo sulfato (unido covalentemente a la respectiva

molécula) ha cancelado la mutagenicidad y carcinogenicidad del toxicéforo en cuestion [147-149].

De hecho, si se considera la elevada solubilidad acuosa conferidaa Patent Blue VF y Patent Blue V por sus dos
grupos sulfato (p. ej., 30 g/L de solubilidad acuosa, en el caso de Patent Blue VF), se puede predecir que: la
carencia del grupo hidroxilo en Patent Blue VF (CASRN® 129-17-9) tendriaun impacto insignificante sobre su
farmacocinética, comparado con la farmacocinética Patent Blue V (CASRN® 3536-49-0). Por otra parte, los
resultados de la abamectina (CASRN® 71751-41-2) en las pruebas de genotoxicidad y en el RCB, se
extrapolaron aqui a la avermectina Bla (CASRN® 65195-55-3) y a la avermectina Blb (CASRN® 65195-56-4)
(Tabla Al10). Lo anterior se basé en la siguiente argumentacion. Con respecto de sus moléculas
farmacol6gicamente activas, la abamectina estd compuesta en 80% (0 mas) por avermectina Bla, y en un 20%
(o menos) por avermectina B1b [152]. Tanto en el RCB como en las respectivas pruebas de genotoxicidad, las
dosis de abamectina fueron lo suficientemente altas como para que se manifestara la posible genotoxicidad y
carcinogenicidad de la avermectina Bla (la cual representa el 80% del contenido farmacolégico de la
abamectina), en caso que la misma (la avermectina Bla) fuese genotdxica o carcinogénica [153].

Asi, la carencia de genotoxicidad y la ausencia de carcinogénesis en el RCB de la abamectina (Tabla A10),
permiten concluir que la avermectina Bla también carece de genotoxicidady carcinogenicidad en las respectivas
pruebas preclinicas (Tabla A10). Mas aun. Como la diferencia estructural entre la avermectina Bla y la
avermectina B1b no corresponde con toxicéforos conocidos (Fig. 7), y por la naturaleza quimica de dicha
diferencia estructural (a saber: la Unica diferencia entre la avermectina B1b y la avermectina Bla, es que la
primera carece de un grupo metilo), se puede concluir entonces que la avermectina B1b también carece de

genotoxicidady carcinogenicidad en las respectivas pruebas toxicoldgicas (Tabla A10). Esta conclusion concordo
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Figura 5. Estructura bidimensional de la tartrazina (Fig. 5A, CASRN 1934-21-0), y de la laca de aluminio de la
tartrazina (Fig. 5B, CASRN 12225-21-7), las cuales difieren s6lo en los cationes sodio o aluminio [150,151].
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Figura 6. Estructura bidimensional de los colorantes Patent Blue VF (Fig. 6A, CASRN 129-17-9) y Patent Blue V (Fig.
6B, CASRN 3536-49-0), los cuales difieren sélo en los cationes sodio o calcio, y en la presencia o ausencia de un
grupo hidroxilo en el fenilo que posee los dos grupos sulfatos [150,151]

con el concepto de la Asamblea Conjunta entre la ONUAA y la OMS sobre Residuos de Pesticidas (en Alimentos
de Origen Vegetal) [FAO/WHO JMPR], quien enunci6: “Debido a las muy similares propiedades farmacoldgicas
de la avermectina Bla y avermectina Blb, estas pueden considerarse como toxicoldgicamente equivalentes”

[153]. De acuerdo con los argumentos expuestos arriba para el caso de la abamectina, avermectina Bla, y
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avermectina B1b, los resultados de la emamectina (CASRN® 119791-41-2) en las pruebas de genotoxicidad y
en el RCB, se extrapolaron aqui a la emamectina Bla (PubChem CID 11549937) y a la emamectina Blb
(PubChem CID 15279960) (Tabla A10). De hecho, las diferencias estructurales que hay entre la emamectina Bla
y la emamectina B1b, son las mismas diferencias que hay entre la avermectina Bla y la avermectina B1b (a
saber, la ausencia o presencia de un grupo metilo) (Fig. 7, y Fig. 8). En ese sentido, los argumentos expuestos
arriba para extrapolar a la avermectina Bla y avermectina B1b los resultados toxicoldgicos de la abamectina,
también aplican para extrapolar a la emamectina Bla y emamectina Blb los desenlaces toxicolégicos de la
emamectina (CASRN® 119791-41-2). A saber, en términos de entidades moleculares farmacol6gicamente
activas, la emamectina esta compuesta en un 90% (o0 mas) por emamectina Bla, y en un 10% (o menos) por
emamectina B1b [154]. De acuerdo con los argumentos mencionados arriba para el caso de la abamectina,
avermectina Bla, y avermectina B1b, los resultados de la eprinomectina (CASRN® 123997-26-2) en las pruebas
de genotoxicidad y en el RCB, se extrapolaron aqui a la eprinomectina Bla (CASRN® 133305-88-1) y a la
eprinomectina B1b (CASRN® 133305-89-2) (Tabla A10).

Concretamente, las diferencias estructurales que hay entre la avermectina Bla y la avermectina Blb, son las
mismas diferencias que hay entre la eprinomectina Bla y eprinomectina B1b (Fig. 7, y Fig. 9). Acerca de las
moléculas farmacolégicamente activas presentes en dicha mezcla, la eprinomectina estd compuesta en un 90%
(o més) por eprinomectina Bla, y en un 10% (o menos) por eprinomectina B1b [155]. Ahora bien, a diferenciade
la abamectina y la emamectina, la eprinomectina no hasido ensayada en el RCB (Tabla A10). Sin embargo, esta
tesis extrapold a la eprinomectina (CASRN® 123997-26-2) el resultado negativo de la emamectina (CASRN®
119791-41-2)enelRCB (Tabla A10), con base en el siguiente argumento. La emamectinaBlay la eprinomectina
Bla (componentes responsables de casi toda la accion farmacoldgica de la emamectina y eprinomectina,
respectivamente) difieren sélo en los grupos sefialados por los circulos de la Figura 10. A saber, en la
eprinomectina Bla, el grupo amina secundaria de laemamectina Bla es sustituido por un grupo amida (Fig. 10).

En tal sentido, podria preocupar que la emamectina Bla y la eprinomectina Bla, poseen los toxicéforos
mutagénicos conocidos como amina aromatica mono-alquil, y amina aromatica N-acil, respectivamente (Fig. 10).
El conocimiento muestra que los compuestos que tienen dichos toxicoforos (p. ej., amina aromatica N-acil), (1)
pueden ser biotransformados por los mamiferos en las correspondientes aminas aromaticas mutagénicas
[148,156], y que (2) han resultado carcinogénicos en humanos y/o en roedores de laboratorio (p. €j., fenacetina;
CASRN® 62-44-2) [148,156]. Sin embargo, la ausencia de genotoxicidad y carcinogenicidad de la emamectina
en las respectivas pruebas preclinicas (Tabla A10) [154], indica lo siguiente: (1) que el grupo amina secundaria
de la emamectina no es biotransformado en amina primaria, o (2) si la amina secundaria de la emamectina es
biotransformada en amina primaria, esta no es activada (mediante biotransformacion) en la especie electrofilica

y mutagénica correspondiente (asaber, el ion nitrenio).

Basado en lo discutido en los dos parrafos anteriores, se puede asumir entonces que: incluso si es
biotransformada en la respectiva amina aromaética, la amida aromatica de la eprinomectina no daria lugar al
aductor covalente del ADN conocido como ion nitrenio. Esta conclusiéon esta respaldada por la carencia de
genotoxicidad, observada para la eprinomectina en las pruebas de toxicologia genética [157]. Al respecto, se
puede hipotetizar que los grupos (1) amina aromatica secundaria de la emamectina, y (2) amida aromatica de la
eprinomectina, no serian biotransformados en el mutagénico ion nitrenio, por obstrucciones sobre la actividad

enzimatica necesaria para tal biotransformacion, relacionadas con el tamafio y la complejidad estructural de las
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Figura 7. Estructura bidimensional de la avermectina Bla (Fig. 7A, CASRN 65195-55-3) y de la avermectina B1lb
(Fig. 7B, CASRN 65195-56-4). Los circulos azules resaltan las diferencias estructurales entre ambas [150,151].
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Figura 8. Estructura bidimensional de la emamectina Bla (Fig. 8A, PubChem CID 11549937) y de la emamectina
B1b (Fig. 8B, PubChem CID 15279960). Los circulos azules resaltan las diferencias entre ambas [150].

Figura 9. Estructura bidimensional de la eprinomectina Bla (Fig. 9A, CASRN 133305-88-1) y de la eprinomectina B1b
(Fig. 9B, CASRN 133305-89-2). Los circulos azules sefialan las diferencias entre ellas [150,151].
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Figura 10. Estructura bidimensional de la emamectina Bla (Fig. 10A, PubChem CID 11549937) y de la eprinomectina
Bla (Fig. 10B, CASRN 133305-88-1). Los circulos anaranjados sefialan sus diferencias [150,151].

Figura 11. Estructura bidimensional de la doramectina (Fig. 11A, CASRN 117704-25-3) y de la avermectina Bla (Fig.
11B, CASRN 65195-55-3). Los circulos azules sefialan las diferencias entre ambas [150,151]

12A

Figura 12. Estructura bidimensional de la ivermectina Bla (Fig. 12A, CASRN 71827-03-7) y de la avermectina Bla
(Fig. 12B, CASRN 65195-55-3). Los circulos azules resaltan las diferencias entre ambas [150,151].
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Figura 13. Estructura bidimensional de la ivermectina Bla (Fig. 13A, CASRN 71827-03-7) y de la ivermectina B1b
(Fig. 13B, CASRN 70209-81-3). Los circulos azules resaltan las diferencias entre ambas [150,151].

Figura 14. Estructura bidimensional de la milbemicina A3 (Fig. 14A, CASRN 51596-10-2) y de la milbemicina A4 (Fig.
14B, CASRN 51596-11-3). Los circulos azules resaltan las diferencias entre ambas [150,151].

15B

Figura 15. Estructura bidimensional de la moxidectina (Fig. 15A, CASRN 113507-06-5) y de la milbemicina A4 5-
oxima (Fig. 15B, PubChem CID 91617829). Los circulos anaranjados resaltan los grupos oxima [150,151].
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Figura 16. Estructura bidimensional de la milbemicina A4 5-oxima (Fig. 16A, PubChem CID 91617829) y dela
milbemicina A4 (Fig. 16B, CASRN 51596-11-3). Los circulos rojos sefialan sus diferencias [150,151].

Figura 17. Estructura bidimensional de la milbemicina A3 5-oxima (Fig. 17A, PubChem CID 91617476) y de la
milbemicina A4 5-oxima (Fig. 17B, CASRN 51596-11-3). Los circulos indican sus diferencias [150,151].

18B

Figura 18. Estructura bidimensional de la moxidectina (Fig. 18A, CASRN 113507-06-5) y de la nemadectina (Fig.
18B, PubChem CID 6436124). Los circulos azules sefialan sus diferencias estructurales [150,151].
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lactonas macrociclicas. El concepto de esta tesis, de extrapolar a la eprinomectina los resultados de la
emamectinaen el RCB, concordd con la opinién cientifica del Comité Conjunto entre la ONUAAY la OMS Experto
en Aditivos Alimentarios (FAO/WHO JECFA), el cual basé su evaluacion sobre la posible ~carcinogenicidad para
los humanos por ingestién~ de la eprinomectina, en los resultados de la emamectina en el RCB [157]. Basado
en el siguiente razonamiento, la ausencia de carcinogénesis en el RCB de la abamectina (CASRN® 71751-41-
2), fue un resultado que se extrapold aqui a la doramectina (la cual no ha sido ensayada en el RCB; Tabla A10).
Primero. Comparado con la avermectina Bla (la cual representa el 80% de la actividad farmacoldgica de la
mezcla conocida como abamectina), la doramectina (CASRN® 117704-25-3) difiere sélo en la presencia de un
grupo ciclohexilo, en reemplazo del grupo butanilo de la avermectina Bla (Fig. 11). De acuerdo con el
conocimiento que se tiene sobre la relacion estructura-actividad (SAR) carcinogénica, la diferencia estructura
entre la doramectina y avermectina Bla, es una diferencia inerte en materia de carcinogenicidad [158,159].

Esta conclusion encuentra respaldo en la carencia de mutagenicidad y genotoxicidad, observada para la
doramectina en las respectivas pruebas de toxicologia genética (Tabla A10) [158,159]. El procedimiento de esta
tesis, de extrapolar a la doramectina los resultados de la abamectina en el RCB (Tabla A10), compaginé asi con
el concepto de la Agencia Europeade Medicamentos (EMA), la cual decidié evaluar la posible ~carcinogenicidad
para los humanos por ingestion~ de la doramectina, con base en los resultados de la abamectina en el RCB
[158]. Por otra parte, y en términos de moléculas farmacolégicamente activas, la mixtura conocida como
ivermectina (CASRN® 70288-86-7) esta compuesta por (1) ivermectina Bla (CASRN® 71827-03-7), en un 80%
(0o més), y por (2) ivermectina Blb (CASRN® 70209-81-3), en un 20% (o menos) [160,161]. En tal sentido, la
ivermectina (CASRN® 70288-86-7) resultd negativa a mutagenicidad y genotoxicidad en distintas pruebas de
toxicologia genética [160,161]. Por su parte, la ivermectina Bla difiere de la avermectina Bla, s6lo en que la
ivermectina Bla carece de una insaturacién que esta presente en la avermectina Bla (Fig. 12).

Asi, las diferencias estructurales que hay entre la ivermectina Bla y la avermectina Bla son ain més leves que
las existentes entre la avermectina Blay avermectina Blb (Fig. 11 y Fig. 12). Como ya se justificaron arriba las
extrapolaciones toxicoldgicas entre la avermectinaBla y la avermectinaBlb,y como las diferencias estructurales
que hay entre la ivermectina Bla y la avermectina Bla son alin mas leves (y toxicolégicamente insignificantes)
de las que hay entre la avermectina Bla y la avermectina Blb, esta tesis extrapol6é entonces a la ivermectina
(CASRN® 70288-86-7) los resultados de la abamectina (CASRN® 71751-41-2) en el RCB. En correspondencia
con el concepto de la FAO/WHO JMPR sobre la equivalencia toxicologica entre la avermectina Bla y la
avermectina B1b (el cual se baso en la irrelevancia toxicolégica de las diferencias estructurales entre ellas) [153],
y, considerando que la ivermectina Bla y la ivermectina Blb presentan entre si las mismas diferencias
estructurales que hay entre la avermectina Bla y avermectina B1b (Fig. 7, y Fig. 13), estatesis decidié extrapolar

tanto a la ivermectina Bla como a la ivermectina B1b, los resultados de la abamectina en el RCB (Tabla A10).

Por otro lado, y en términos de las moléculas responsables de su accién pesticida, la mixtura conocida como
milbemectina esta compuesta por (1) milbemicina A4 (CASRN® 51596-11-3), en un 70% (0 mas), y por (2)
milbemicina A3 (CASRN® 51596-10-2), en 30% (0 menos) [162]. La Unica diferencia estructural que hay entre la
milbemicina A3 y la milbemicina A4, es que la primera carece de un grupo metilo que esta presente en la
milbemicina A4 (Fig. 14). Segun el conocimiento que se tiene acerca de la relacion estructura-actividad (SAR)
carcinogénica, el grupo metilo es inerte en términos de mutagenicidad, genotoxicidad, y carcinogenicidad. Por

ende, aplicando la argumentacion presentada arriba para extrapolar a la avermectina Bla y avermectina B1b los
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resultados de la abamectina en el RCB, esta tesis extrapolé a la milbemicina A3 y milbemicina A4 los resultados
de la milbemectina en el RCB (Tabla A10). Por otra parte, los resultados negativos de la moxidectina (CASRN®
113507-06-5) en las respectivas pruebas preclinicas nos muestra que, en el caso de las lactonas macrociclicas,
el grupo funcional oxima es inerte en términos de genotoxicidad y carcinogenicidad (Tabla A10). Al respecto, el
grupo oxima de la moxidectina se muestra en circulos en la Figura 15. Permitanos entonces considerar la
siguiente secuencia. Primero. En términos de moléculas farmacoldgicamente activas, la mezcla conocida como
milbemicina oxima (CASRN® 129496-10-2) estd compuesta por (1) milbemicina A4 5-oxima (PubChem CID
91617829), en un 80% (0 mas), y por (2) milbemicina A3 5-oxima (PubChem CID 91617476), en un 20% (o
menos) [163]. Segundo. La milbemicina A4 (CASRN® 51596-11-3) y la milbemicina A4 5-oxima (PubChem CID

91617829) difieren s6lo en el grupo oxima resaltado en la Figura 16.

Tercero. Los grupos oxima de las lactonas macrociclicas carecen de genotoxicidad y carcinogenicidad, tal como
se argumenté previamente con el ejemplo de la moxidectina (CASRN® 113507-06-5) (TablaA10). Cuarto. Esta
tesis ya justificé arriba la extrapolacion a la milbemicina A4 (CASRN® 51596-11-3) de los resultados de la
milbemectina en el RCB (Tabla A10). Quinto. La ~milbemicina A3 5-oxima~ y la ~milbemicina A4 5-oxima~
difieren sélo en un grupo metilo que si esta presente en la milbemicina A4 5-oxima (Fig. 17). Sexto. Se sabe que
los grupos metilo son inertes en términos de genotoxicidad y carcinogenicidad. De acuerdo con lo anterior, esta
tesis extrapol6 (1) a la milbemicina oxima (CASRN® 129496-10-2); (2) a la milbemicina A4 5-oxima (PubChem
CID 91617829),y (3) a la milbemicina A3 5-oxima (PubChem CID 91617476), los resultados en el RCB de la
milbemectina (TablaA10). A saber, la milbemectina es la mezcla compuesta en un 70% (o0 mas) por milbemicina
A4 (CASRN® 51596-11-3), y en un 30% (o0 menos) por milbemicina A3 (CASRN® 51596-10-2) [162].

Por otra parte, la nemadectina (PubChem CID 6436124) discrepa de la moxidectina (CASRN® 113507-06-5),
sélo en la sustitucién del grupo oxima de la moxidectina por el grupo hidroxilo de la nemadectina (Fig. 18). A
juzgar por otras lactonas macrociclicas con grupos hidroxilo que carecieron de genotoxicidad y carcinogenicidad
en las respectivas pruebas preclinicas, tales como la abamectina y la emamectina (Tabla A10), el grupo hidroxilo
en las lactonas macrociclicas (tales como la nemadectina) se puede considerar inerte en materia de
genotoxicidad y carcinogenicidad. Ademas, la carencia de genotoxicidad y carcinogenicidad experimentalmente
observada para la moxidectina (Tabla A10), no es atribuible a sugrupo oxima, ya que otras lactonas macrociclicas
sin grupos oxima (tales como la abamectina, emamectina, y milbemectina) también resultaron negativas en el
RCB Yy en las pruebas de genotoxicidad (Tabla A10). Por consiguiente, estatesis consider6 justificado extrapolar
a la nemadectina los resultados de la moxidectina en el RCB (Tabla Al10). En términos de moléculas
farmacol6gicamente activas, la mezcla conocida como spinosad (CASRN® 168316-95-8) esta compuesta en
76.5% por espinosina A (CASRN® 131929-60-7),y en 13.5% por espinosina D (CASRN® 131929-63-0) [164].

Tanto en el RCB como en las pruebas de genotoxicidad, las dosis de spinosad fueron lo suficientemente altas
como para que se manifestara la posible genotoxicidad y carcinogenicidad de la espinosina A, en caso que esta
(la espinosina A) en efecto fuese genotoxica y carcinogénica [153]. En tal sentido, el propio spinosad resultd
negativo a genotoxicidad y carcinogenicidad en las respectivas pruebas preclinicas (Tabla A10). Por su parte, la
espinosina D discrepa de la espinosina A sélo por la presencia un grupo metilo, del que la espinosina A carece
(Fig.19). Como se explicé anteriormente, los grupos metilo se consideran inertes en términos de genotoxicidad y
carcinogenicidad. Conbase enlo anterior, esta tesis extrapolé a la espinosina A y a la espinosina D, los resultados

del spinosad en el RCB y en las pruebas de genotoxicidad (Tabla A10). Por otra parte, el tianfenicol glicinato
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(t.c.c. tianfenicol aminoacetato, CASRN® 2393-92-2) y el tianfenicol (CASRN® 15318-45-3), discrepan solo en
que el primero presenta un grupo aminoacetato (o grupo glicina) enlazado mediante un enlace éter (Fig. 20). Por
la susceptibilidad de los enlaces éter a ser escindidos en el tracto gastrointestinal humano, el tianfenicol glicinato
seria metabolizado en tianfenicol + glicina. Por su parte, la glicina es un aminoacido fisiol6gicamente ubicuo en
los organismos mamiferos. Por lo tanto, es razonable asumir que la glicina carece de genotoxicidad y
carcinogenicidad. Basado en lo anterior, esta tesis encontré suficiente justificacion para extrapolar al tianfenicol
glicinato, los resultados del tianfenicol en el RCB y en las pruebas de genotoxicidad (Tabla A10). De acuerdo con
la siguiente argumentacion, esta tesis extrapol6 a la beta-ciflutrina (CASRN® 86560-94-3) los resultados de la
ciflutrina (CASRN® 68359-37-5) en las pruebas de genotoxicidad y en el RCB (Tabla A10).

19A 19B

Figura 19. Estructura bidimensional de la espinosina A (Fig. 19A, CASRN 131929-60-7) y dela espinosinaD (Fig.
19B, CASRN 131929-63-0). Los circulos azules sefialan sus diferencias estructurales [150,151].

Primero. La ciflutrina estd compuesta en un 40% por beta-ciflutrina [165]. Segundo. Tanto en las pruebas de
genotoxicidad como en el RCB, las dosis de ciflutrina fueron lo suficientemente altas como para que se
manifestara la posible genotoxicidad y carcinogenicidad de la beta-ciflutrina, en caso que esta (la beta-ciflutrina)
fuese genotéxica y carcinogénica [165]. El procedimiento de esta tesis, de extrapolar a la beta-ciflutrina los
resultados de la ciflutrina en las pruebas de genotoxicidad y en el RCB, concordd con la opinién cientificade la
FAO/WHO JMPR, la cual bas6 su evaluacion sobre la posible ~carcinogenicidad para los humanos poringestion~
de la beta-ciflutrina, en los resultados de la ciflutrina [165]. Basado en el siguiente razonamiento, esta tesis
extrapold a la lambda-cihalotrina (CASRN® 91465-08-6) los resultados de la cihalotrina (CASRN® 68085-85-8)

en el RCB (Tabla A10). Primero, la cihalotrina estd compuesta en un 50% por lambda-cihalotrina [166].

Segundo, las dosis de cihalotrina en el RCB fueron lo suficientemente altas como para que se manifestara la
posible carcinogenicidad de la lambda-cihalotrina, en caso que esta (la lambda-cihalotrina) en efecto fuera
carcinogénica [166]. El concepto de estatesis de extrapolar a la lambda-cihalotrina los resultados de la cihalotrina
en el RCB, coincidi6 con la opinién cientifica de la FAO/WHO JMPR, la cual evalud la posible carcinogenicidad
para los humanos por ingestion de la lambda-cihalotrina, con base en los resultados de la cihalotrina en el RCB
[166]. Discutiremos ahora otros aspectos metodoldgicos relacionados con los prondésticos de ~carencia de
carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~ de las sustancias del objetivo especifico #4 (Tabla 18).
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Figura 20. Estructura bidimensional del tianfenicol (Fig. 20A, CASRN 15318-45-3) y del tianfenicol glicinato (Fig. 20B,
CASRN 2393-92-2). Los circulos azules resaltan las diferencias entre ambos [150,151].

Por via oral, la cipermetrina (CASRN® 52315-07-8) incremento la incidencia de tumores pulmonares en un (#1)
estudio del tipo RCB-raton [167]. No obstante, esta tesis reconocié a la cipermetrina como negativa a
carcinogénesis quimica por la via oral del RCB-raton (Tabla A10), con base en la siguiente argumentacion.
Primero. La cipermetrina estd compuesta en un 25% por alfa-cipermetrina (CASRN® 67375-30-8) [167].
Segundo. Segun las pruebas de toxicidad sub-crénica en perros, la potencia neurotdxica de la alfa-cipermetrina
es 3 veces mayor que la potencia neurotéxicade la cipermetrina [167]. Tercero. De los 8 isémeros que componen
a la cipermetrina, la alfa-cipermetrina contiene los isémeros (1) con la mayor potencia insecticida, y (2) con la
mayor neurotoxicidad en ratas [167]. Considerando el contenido de alfa-cipermetrina enla cipermetrina, las dosis
de alfa-cipermetrina empleadas en el ~RCB-ratén de la alfa-cipermetrina~ permiten concluir que: « en el ~RCB-
raton de la alfa-cipermetrina~, los roedores estuvieron expuestos dosis de alfa-cipermetrina similares a las dosis
de alfa-cipermetrina que recibieron los roedores en el ~RCB-raton de la cipermetrina~ [167].

Sin embargo, en el ~RCB-ratén de la alfa-cipermetrina~, no se observaron aumentos (estadisticamente
significativos) en la incidencia de tumores como consecuencia del tratamiento de los ratones con la alfa-
cipermetrina (tal como si se observd en uno de los RCBs-ratén de la cipermetrina) [167]. Es decir, con los
isémeros de la cipermetrina de mayor potencia pesticiday neurotdxica para los mamiferos (a saber, los isomeros
contenidos en la alfa-cipermetrina), no se replicé la tumorigénesis pulmonar observada en el ~RCB-ratén de la
cipermetrina~ [167]. Por ende, el incremento en la incidencia de tumores pulmonares (comparado con el grupo
control negativo concurrente) observado en el ~RCB-ratén de la cipermetrina~, se consider6 aqui como
desvinculado del tratamiento de los ratones con la cipermetrina (Tabla A10). Esta conclusién coincidié con el
concepto de la FAO/WHO JMPR, quienreconoci6 a la cipermetrina como carente de carcinogenicidad en el RCB-
raton, con base en la siguiente argumentacion: que no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre (1) la incidencia de tumores pulmonares en cualquiera de los grupos de ratones tratados con la cipermetrina,

y (2) la incidencia de tumores pulmonares en el grupo de ratones control negativo histérico [167].

En el ~RCB-raton de la alfa-cipermetrina~, se observé un incremento estadisticamente significativo en la
incidencia de la lesién pre-neoplasica conocida como displasia glandular del estomago [167]. No obstante, dicho
hallazgo se considerdé aqui como independiente (o desvinculado) del tratamiento de los ratones con la alfa-
cipermetrina, teniendo en cuenta que no se observaron cambios (estadisticamente significativos) en laincidencia

de lesiones pre-neoplasicas del estdmago en el ~RCB-rat6n de la cipermetrina~ [167]. Por el contenido de alfa-
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cipermetrina (CASRN® 67375-30-8) que hay en la cipermetrina (CASRN® 52315-07-8), en el ~RCB-rat6n de la
cipermetrina~, los ratones recibieron dosis de alfa-cipermetrina equivalentes alas que se emplearon en el propio
~RCB-ratén de la alfa-cipermetrina~ [167]. Sin embargo, en el ~RCB-raton de la cipermetrina~, no se replico el
aumento en la incidencia de displasia glandular del estémago observada en el ~RCB-raton de la alfa-
cipermetrina~ [167]. Por lo tanto, el incremento en la incidencia de displasia glandular del estdmago, se considerd

aqui como desvinculado del tratamiento de los ratones con la alfa-cipermetrina (Tabla A10).

Asi, esta tesis reconocid a la alfa-cipermetrina como negativa al incremento en la incidencia lesiones pre-
neoplésicas por la via oral del RCB-raton (Tabla A10). Finalmente, el ensayo de la tetraciclina (CASRN® 60-54-
8) por la via oral del RCB-rata, concurrié con un incremento estadisticamente significativo en la incidencia de la
lesion pre-neoplasica conocida como foco de alteracidn basofilica hepatocelular (Tabla A10). Sin embargo, otras
tetraciclinas con estructuras muy semejantes a la tetraciclina (CASRN® 60-54-8), tales como la clortetraciclina
(CASRN® 57-62-5) y la oxitetraciclina (CASRN® 79-57-2), no incrementaron la incidencia de lesiones pre-
neoplésicas por la via oral del RCB-rata (Tabla A10). Ergo, el aumento en la incidencia de la lesién foco de
alteracion hepatocelular, observado en el RCB-rata de la tetraciclina, se considerd aqui como independiente (o
desvinculado) de la exposicién de las ratas a la tetraciclina. Por consiguiente, esta tesis reconocio a la tetraciclina

(CASRN® 60-54-8) como positiva al criterio Ausencia de Lesiones Pre-neoplésicas en el RCB (Tabla A10).

13.6.2. Potencial relevancia de los prondsticos de ~carencia de

carcinogenicidad innata paralos humanos~ de esta tesis

En toxicologia y farmacologia reguladora, lo canénico hasido juzgar la posible ~carcinogenicidad innata para los
humanos~ de las sustancias por medio de (1) una bateria de pruebas de genotoxicidad, y (2) mediante el RCB
[160-169]. Cuando las sustancias han resultado negativas tanto en las pruebas de genotoxicidad como en el
RCB, es frecuente encontrar comentarios como los siguientes por parte de las agencias reguladoras. Por ejemplo,
(1) “La asamblea concluydé que es improbable (es decir, muy poco probable) que la lambda-cihalotrina
(CASRN® 91465-08-6) imponga algun riesgo carcinogénico para los humanos” [166], o (2) “La asamblea
concluyd que es improbable (es decir, muy poco probable) que la deltametrina (CASRN® 52918-63-5) sea un
peligro de cancer paralos humanos”[169]. Comparado con el statu quo en farmacologiay toxicologia reguladora,
esta tesis da el paso de revelar numéricamente cudn poco probable es para los humanos la ~posible

carcinogenicidad innata por ingestion~ de los farmacos, pesticidas, y colorantes del objetivo especifico #4.

Para las sustancias del objetivo especifico #4, en condiciones de exposicion oral lo suficientemente riesgosas,
esta tesis estimé que hay 3.8% de probabilidad de que las mismas representen un peligro de cancer para los
humanos (Tabla 18). A pesar de la pertinenciade la metodologia aplicada por esta tesis, y pese a la relevancia
de los resultados de la misma (Tabla 18), se puede discultir lo siguiente. La potencial relevancia epidemiolégica
de las probabilidades numéricas de ~carencia de carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~,
estimadas por esta tesis para las sustancias del objetivo especifico #4, dependié criticamente de la predictividad
del criterio Ausencia de Lesiones Pre-neopléasicas en el RCB (secciones 13.3y 13.4). La previa bayesiana que
permitié optimizar de 73% a 96%, nuestra estimacién de la probabilidad de ~carencia de carcinogenicidad innata

para los humanos por ingestion~ de las sustancias del objetivo especifico #4, precisamente se baso en el criterio
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Ausencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB. Al respecto, la previabayesiana basada en el criterio Ausencia
de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB, se estimd aqui como: « la proporcion de no-carcindgenos de humanos
dentro de un conjunto de sustancias que no incrementaron la incidencia de lesiones pre-neopléasicas en el RCB,
especificamente, un conjunto compuesto por cantidades iguales de (1) carcindgenos de humanos de tipo no-
mutagénico, y (2) no-carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico ». En ese sentido, esta tesis reconocio
cierto nivel de incertidumbre acerca de lo siguiente. Uno. En contraste con lo presentado en la Tabla 13: «¢ Cudal
es el verdadero porcentaje de ~no-carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico~ que concurren con una
Ausencia de Lesiones Pre-neoplésicas en el RCB?» Dos. A diferenciade lo que muestra la Tabla 14: «¢ Cuél es
el verdadero porcentaje de ~carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico~ que concurren con una Ausencia

de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB?»

Lo anterior es de importante consideracion porque, en la medida que (1) muchos mas ~no-carcinégenos de
humanos de tipo no-mutagénico~ concurran con la Ausencia de Lesiones Pre-Neoplasicas en el RCB, y (2)
muchos menos ~carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico~ coincidan con la Ausencia de Lesiones Pre-
Neoplasicas en el RCB, mucho mas eficiente sera este criterio en afinar la insuficiente predictividad de los
resultados negativos entregados por la via oral del RCB para las sustancias no-genotodxicas. Sin recurrir al
Prondstico Bayesiano (es decir, solo con base en el desempefio predictivo del RCB; via probabilidad de
verosimilitud negativa), esta tesis no pudo estimar mas que: 73% de probabilidad de que las sustancias (no-
genotoxicas) del objetivo especifico #4 carezcan de carcinogenicidad innata para los humanos por ingestién
(Tabla 18). Al respecto, 73% es una probabilidad que seria catalogada como insuficientemente predictiva. De ahi
la importancia de (1) estimar correctamente la respectiva previa bayesiana, y (2) de recurrir al Pronéstico
Bayesiano (Tabla 18). Sin embargo, segun el presente autor, hay cierto grado de incertidumbre sobre: « la
verdadera capacidad de los RCBs en los que se ensayaron las sustancias del objetivo especifico #4, de detectar

los aumentos en la ~incidencia de lesiones pre-neoplasicas~ posiblemente causados por esas sustancias ».

La literatura sugiere que: una examinacion exhaustiva y sistematica, en busca de posibles aumentos en la
incidencia de lesiones pre-neoplasicas, si hace parte del RCB (p. €j., porque la incidencia de dichas lesiones se
ha reportado en la gran mayoria de los estudios publicados de tipo RCB). No obstante, mdltiples estudios del tipo
RCB han sido reportados (1) sin especificar el catdlogo de lesiones pre-neoplasicas que el laboratorio estaba en
capacidad de identificar; (2) sin aclarar que la ~evaluacion de la incidencia de lesiones pre-neoplasicas~ si hacia
parte esencial de los objetivos del estudio; (3) sin comunicar cambio alguno en la incidencia de lesiones pre-
neoplésicas especificas, y (4) sin comunicar que: no se observaron cambios en la incidencia de lesiones pre-
neoplasicas. Por ejemplo, enuna de las guias mas completas y modernas para la conducciéon del RCB, elaborada
por los expertos de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE), no se especifica

que el registro de las lesiones pre-neoplasicas sea uno de los objetivos del RCB [9,72].

En ese sentido, se sabe que las guias OCDE recogen el estado del arte de cada prueba de toxicidad. En las
guias OCDE, la ausencia de la ~evaluacion de la incidencia de lesiones pre-neoplasicas~ como uno de los
objetivos del RCB, sugiere que multiples RCBs pudieron ser conducidos sin disponer de suficientesrecursos para
detectar incrementos en la incidencia de lesiones pre-neoplasicas, atribuibles al tratamiento de los roedores con
la sustancia de prueba. En contraste con lo anterior, la mas reciente guia de la OCDE para la conduccion de los
RCBs, nos recuerdaque elregistro de las lesiones no-neoplasicas es uno de los objetivos del RCB [9,72]. Cuando

las lesiones histopatolégicas encontradas en los RCBs se clasifican en (1) lesiones neoplasicas, o (2) lesiones
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no-neoplasicas, se sabe que las lesiones no-neoplasicas deberian incluir alas lesiones pre-neoplasicas [13]. Por
tanto, se piensa que todo RCB debiera disponer suficientes recursos para registrar cualquier aumento en la
incidencia de lesiones pre-neopléasicas especificas. Ya que la toxicologia translacional se mueve dentro de los
limites impuestos por la incertidumbre (p. €j., la incertidumbre asociada con la extrapolacion entre especies), y
porque hay una necesidad de salud publica por prondésticos mas precisos acerca de la posible ~carencia de
carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~ de las sustancias del objetivo especifico #4, se puede
plantear entonces que: la previa bayesiana empleada por esta tesis, basada en la Ausencia de Lesiones Pre-
neoplésicas en el RCB, fue tanto valida como razonablemente predictiva.

Los valores predictivos negativos (VPNs) bayesianos, estimados por esta tesis para los resultados de las
sustancias del objetivo especifico #4 en el RCB (Tabla 18; Tabla A10), brindan precision numérica y una mayor
confiabilidad a las decisiones gubernamentales que, desde una base cualitativa, ya clasificaron a distintas
sustancias del objetivo especifico #4 como (1) probablemente no-carcinogénicas para los humanos por via oral,
0 como (2) carentes de preocupacion de carcinogenicidad para los humanos por ingestion [61,67,78]. Después
de mostrar funcionalidad en optimizar la insuficiente predictividad de los resultados (de ausencia de
carcinogénesis quimica) entregados por el RCB para las sustancias (no-genotoxicas) del objetivo especifico #4
(p. €j., en la Tabla 18, comparar las PVNs con los VPN Bayesianos), y gracias a su excelente habilidad para
distinguir entre los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico y los no-carcinégenos de humanos de tipo
no-mutagénico (Tablas 13y 14), los resultados de esta tesis sugieren que: la evaluaciéon de la ~incidencia de las

lesiones pre-neoplasicas~ deberiaser uno de los principales objetivos del RCB.

En las guias para la estandarizacién y harmonizacion del RCB, entonces, es recomendable especificar a la
examinaciony registro de las lesiones pre-neoplasicas como uno de los principales objetivos de todo RCB. En
esta tesis, la ~Ausencia de Incrementos en la Incidencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB~ fue un criterio
que mejoro significativamente la predictividad de los resultados negativos entregados por la via oral del RCB
para las sustancias no-genotoxicas (p. €j., en la Tabla 18, comparar las PVNs con los VPN Bayesianos). Lo
anterior levanta la siguiente hipétesis: «que el ~Aumento en la Incidencia de Lesiones Pre-neopléasicas en el
RCB~ ayudaria a identificar ciertos carcinégenos de humanos (de tipo mutagénico o no-mutagénico) que,
mediante la via oral del RCB, generalmente resultan en falsos-negativos». Si las investigaciones confirmasen lo
anterior, el criterio ~Aumento en la Incidencia de Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB~ podria mejorar la
sensibilidad (SEN) del RCB por los carcin6genos de humanos de baja potencia carcinogénica.
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1.

14. Conclusiones y Recomendaciones

14.1. Conclusiones

En estatesis, se encontré unamarcada diferencia(p. ej., >20%) entre (1) la sensibilidad (SEN) de la via oral
del RCB-rata, y (2) la SEN de la via inhalatoria del RCB-rata, ambas SENs con respecto de los carcindgenos
de humanos de tipo no-mutagénico. También se encontré aqui unanotable diferencia (p. ej., >20%) entre (1)
la SEN del RCB hacia los carcinbgenos de humanos francamente genotoxicos, y (2) la SEN del RCB hacia
los carcinégenos de humanos de tipo no-genotoxico. Por consiguiente, se concluye que: « un mismo
bioensayo preclinico de tipo in vivo, puede ofrecer entonces una sensibilidad (SEN) o especificidad (SPEC)
distinta, dependiendo de (1) la via de exposicion de los animales a las sustancias de prueba, y (2)
dependiendo del modo (o mecanismo) de accién de las sustancias de prueba; en particular, dependiendo de
aquellos mecanismos (0 modos) de accion que tengan una franca influencia sobre el atributo que la prueba

preclinica busca pronosticar (p. €j., una habilidad farmacolégica; una propiedad toxicoldgica).

En términos de sensibilidad (SEN) hacia los carcin6genos de humanos francamente genotoxicos, no se
observaron aqui diferencias significativas entre el RCB-rata, el RCB-raton, y el RCB de 2-especies (config.
#2; Fig. 4). Hacia los carcinbgenos de humanos francamente genotoxicos, tedricamente, tampoco se
anticipan diferencias de especificidad (SPEC) entre el RCB-rata, el RCB-ratdn, y los RCBs de 2-especies.
Por lo tanto, si se tienen que someter sustancias francamente genotoxicas al RCB, con cualquiera de los
RCBs de 1-especie (p. €j., el RCB-rata; el RCB-raton) es suficiente en el plano de la ~identificacion de los
peligros quimicos de céncer para los humanos~. Lo anterior no cancela la necesidad de que se investigue
cual es la configuracion de especies del RCB que ofrece el mejor desempefio en la~estimacién o gestion del

riesgo de carcinogénesis quimica humana~.

Basado enlas sustancias que se ensayaron enambas especiesroedoras del RCB por via oral, se observaron
aqui las siguientes SENs hacia los carcindgenos de humanos por ingestion de tipo no-mutagénico: (1)
comparado con el RCB-rata, el RCB-ratdn sdlo vir6 un solo (# 1) falso-negativo a verdadero-positivo (1/14 =
7%), a la vez que (2) el RCB-raton y el RCB de 2-especies (config. #2; Fig. 4) presentaron la misma SEN.
Por ende, concluimos lo siguiente: « si se desea evaluar mediante el RCB, la posible ~carcinogenicidad innata
para los humanos por ingestion~ de una sustancia no-genotoxica, es suficiente con cualquiera de los RCBs

de 1-especie por via oral (p. €j., el RCB-rata por via oral; el RCB-ratén por ingestion) ».

Hacia los carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico (1) laviaoral del RCB-rata present6 una SEN de
65%, mientras que (2) la via inhalatoria del mismo RCB-rata present6 89% de SEN. Ademas, 3 sustancias
no-genotoéxicas que son ~connaturalmente carcinogénicas para los humanos tanto por ingestién como por
inhalaciéon~, resultaron en (1) falsos-negativos por la via oral del RCB-rata, y (2) en verdaderos-positivos por
la via inhalatoria del mismo RCB-rata. Como minimo, 4 sustancias especificas con ~alto potencial para ser
connaturalmente carcinogénicas para los humanos (p. ej. de acuerdo con su toxicologia mecanicista)~
resultaron (1) negativas a carcinogénesis quimica por la via oral del RCB, y (2) positivas a carcinogénesis

quimica por la via inhalatoria del RCB-rata. Considerando lo anterior, concluimos lo siguiente: (a) el sistema
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respiratorio es mas vulnerable a la carcinogénesis quimica que el sistema digestivo, 0, por viarespiratoria los
mamiferos son mas susceptible a la carcinogénesis quimica comparado con la via digestiva (para discernir
cual de las dos anteriores es cierta, 0 si ambas conclusiones son correctas, se requiere de mas investigacion
al respecto; (b) la ~ausencia de carcinogénesis quimica~ observada por la via oral del RCB no es
autométicamente extrapolable a la via inhalatoria del RCB. En otras palabras, si una sustancia resulta
negativa a carcinogénesis quimica mediante la via oral del RCB, no se debe asumir que dicha sustancia es

negativa a carcinogénesis mediante la via inhalatoria del RCB.

5. Hacia los carcindgenos de humanos por inhalacion de tipo no-mutagénico, el ~RCB de 2-especies por via
inhalatoria (config. #2; Fig. 4)~ presentd 13% méas de SEN comparado con los RCBs de 1-especie por via
inhalatoria (p. €j., el RCB-rata por via inhalatoria; el RCB-raton por via inhalatoria). Hacia los carcinbgenos
de humanos por inhalacién de tipo no-mutagénico, se desconoce si el RCB de 2-especies empeora la
especificidad (SPEC) del método por debajo de un nivel que no logre ser compensado por el ligero 13% de
ganancia en SEN. Acerca de la posible ~carcinogenicidad innata para los humanos por inhalacion~ de una
sustancia no-genotoxica, la evidencia contribuida por esta tesis (1) es insuficiente como para indicar
idoneidad o necesidad de emplear el RCB de 2-especies por via inhalatoria, y, sin embargo, (2) la evidencia
de esta tesis puede justificar el uso del RCB de 2-especies por via inhalatoria, si asi lo dispone un instituto

de investigacién, una agencia reguladora, una industria, o una universidad, en ejercicio de su autonomia.

6. Hacia los ~carcind6genos de humanos poringestion de tipo no-mutagénico~, la via oral del RCB-rata presento
un insuficiente 65% de sensibilidad (SEN). Esa deficiente SEN, bloquea la predictividad de los resultados
negativos entregados por la via oral del RCB para las sustancias no-genotdxicas. Lo anterior se evidencié
con el 73% de probabilidad de que sean verdaderos-negativos, los resultados entregados por la via oral del
RCB para las sustancias de objetivo especifico #4. Dicho 73%, es una probabilidad que (1) a simple vista,
resulta insuficientemente predictiva, y (2) que esta basada sélo en el desempefio predictivo de la via oral del
RCB hacia los ~carcinégenos de humanos por ingestion de tipo no-mutagénico~.

7. Hacia los ~carcindgenos de humanos por ingestién de tipo no-mutagénico~, la via oral del RCB present6 (1)
una excelente tasa de falsos-positivos, por debajo del 5%, y (2) una sobresaliente SPEC, por encima del
95%. No obstante, la evaluacion de dicha SPEC sélo se bas6 en un conjunto de sustancias caracterizadas
por (1) contar con un escaso potencial para ser carcinogénicas en el RCB; (2) disponer de un alto chance de
resultar negativas en el RCB, y (3) de ser propensas a subir la (evaluacion de la) SPEC del RCB. Por
consiguiente, la SPEC (hacia los ~carcinégenos de humanos poringestion de tipo no-mutagénico~) evaluada
aqui para la via oral del RCB: (1) representaun primer acercamiento investigativo a la SPEC del RCB, y (2)
no puede ser todavia planteada como la SPEC final de la via oral del RCB.

8. Para estimar la probabilidad numérica de ~carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~ de
sustancias especificas, la SPEC evaluada aqui para la via oral del RCB, sélo aplica para aquellas sustancias
guetienen evidencia de que operan mediante modos (o mecanismos) de accion carcinogénica que (1) operan
en humanos, y (2) que son relevantes para la salud humana (p. ej., mutagénesis, inflamacién crénica, accion
farmacoldgica sobre receptores celulares compartidos entre roedoresy humanos; Tabla 7). Cuando (1) se

desconoce el mecanismo (o modo) de accién mediante el cual una sustancia causa carcinogénesis en el
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RCB, o (2) cuando se desconoce si dicho modo (o mecanismo) de accidn operaen humanos, resulta mucho
mas pertinente aplicar una SPEC del RCB basada en ~no-carcinégenos de humanos con notable potencial

para ser carcinogénicos en el RCB~. Sin embargo, dicha SPEC se desconoce en la actualidad.

Las dosis maximas toleradas (MTDs) son necesarias para que la sensibilidad del RCB (hacia los

carcindgenos de humanos) se mantenga en niveles predictivos.

La especificidad (SPEC) del RCB si depende de la dosis. Dosis excesivas o francamente exageradas,
incrementan el chance de que el RCB entregue falsos-positivos; en particular, aquellas dosis que incumplan
con (1) los principios de las MTDs, o0 (2) con las dosis limite recomendadas por esta tesis (seccion 14.2).

A pesar de su correccion matematica, y del fundamento de los bioensayos en los que se basan, las
~aproximaciones probabilisticas para la traduccion clinica de los hallazgos preclinicos~ contribuidas por esta
tesis, no son mas que: « pronosticos sujetos a distintos margenes de error (margenes de error que, asu vez,
derivan de las notables limitaciones de los bioensayos actuales en términos de sensibilidad, especificidad,
repetibilidad, y/o reproducibilidad ». Sin embargo, mediante éxitos (p. €j., la prevencion de la tragedia de la
talidomida en los EUA) o desastres de salud publica (p. €j., la tragedia de la talidomida en el resto del mundo),
la historia muestra que si son necesarios los pronésticos preclinicos (1) basados en la mejor evidencia, y (2)
elaborados por la mejor ingenieria de la prediccion disponible.

Como minimo (a saber, via probabilidad de verosimilitud positiva), estimamos un 95% de probabilidad de que
las 52 sustancias del objetivo especifico #3 sean connaturalmente carcinogénicas para los humanos (1) por
las vias de exposicion (o tratamiento) especificadas en la Tabla 17, y (2) en condiciones de exposicion (o
tratamiento) lo suficientemente riesgosas (0 intensas), como para que se manifieste (en neoplasia) la
carcinogenicidad innata para los humanos de estas sustancias. Es tan alta la probabilidad numérica de
~carcinogenicidad innata para los humanos~ que esta tesis encontré para las sustancias del objetivo
especifico #3, que resultaria razonable (o prudente) asumir (p. €j., regular) dichas sustancias como peligros

conocidos de cancer humano.

Entre las sustancias del objetivo especifico #3, hay 10 farmacos autorizados (en diversos paises) para uso
no-antineoplasico en humanos (Tabla 19; Tabla 20). Para dichos farmacos, esta tesis también estim6 un 95%
de probabilidad de que sean connaturalmente carcinogénicos para los humanos (por las vias de exposicion
especificadas en la Tabla 17). Estos 10 farmacos varian mucho en términos de (1) la gravedad (o levedad)
de las dolencias para la que estan sanitariamente autorizados, y (2) de la disponibilidad en cada pais de otras
alternativas terapéuticas autorizadas. Como resultado, para algunos farmacos del objetivo especifico #3, los
riesgos de neoplasia iatrogénica podrian superar con creces a los beneficios terapéuticos.

Via Pronéstico Bayesiano, esta tesis encontrd un 96% de probabilidad de que las 68 sustancias del objetivo
especifico #4: ~carezcan de carcinogenicidad innata para los humanos por ingestion~ (Tabla 18). En
multiples paises del mundo, las sustancias del objetivo especifico #4 ya se encuentran gubernativamente
aprobadas como (1) colorantes de alimentos, medicamentos, y cosméticos; (2) farmacos de la medicina
humana o veterinaria, o (3) como principios activos de productos pesticidas. En materia de prevencion de la

carcinogénesis quimica y neoplasia iatrogénica, los resultados de esta tesis apoyan las evaluaciones
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gubernativas que, desde una interpretacion cualitativa de los resultados del RCB, identificaron a las

sustancias del objetivo especifico #4 como probablemente carentes de carcinogenicidad para los humanos.

Teniendo en cuentala Conclusion #4 de esta tesis, el 96% de probabilidad de ~carencia de carcinogenicidad
innata para los humanos por ingestién~ estimado por esta tesis para las sustancias del objetivo especifico
#4, no es extrapolable a la via inhalatoria. En otras palabras, la metodologia y resultados de esta tesis no
permiten asumir que haya 96% de probabilidad de que las sustancias del objetivo especifico #4 ~carecen de

carcinogenicidad innata para los humanos por inhalacion~.

En calidad de previa bayesiana (a saber, via Prondstico Bayesiano), el criterio ~Ausencia de (Incrementos
Estadisticamente Significativos en la Incidencia de) Lesiones Pre-neoplasicas en el RCB~, se mostré eficaz
en potenciar la deficiente predictividad de los resultados negativos entregados por la via oral RCB para las

sustancias no-genotoxicas (p. €j., en la Tabla 18, comparar las PVNs con los VPN Bayesianos).
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14.2. Recomendaciones

Recomendamos realizar los andlisis que permitan saber si, desde el desempefio predictivo de las actuales
pruebas de genotoxicidad, se puede predecir acertadamente o no la ~carcinogenicidad innata para los
humanos~ de las sustancias genotoxicas (es decir, de las sustancias positivas a la mejor bateria de
genotoxicidad disponible). Lo anterior, (1) sustentado en un valor predictivo (o probabilidad de veracidad
preclinica) lo suficientemente alto como para ese proposito, y (2) mediante una validacion basada en lo que
en ciencia regulatoria se conoce como un conjunto quimico de entrenamiento (o chemical training set). Si la
respuesta a dicha interrogante investigativa es si, entonces, se puede descontinuar al RCB como método para

predecir la ~carcinogenicidad innata para los humanos~ de las sustancias genotoxicas.

Para evaluar el desempefio predictivo (p. €j., SEN; SPEC; ACCU) de un bioensayo preclinico de tipo in vivo,
es recomendable clasificar primero a las sustancias en las que se basara la evaluacion de dicho desempefio,
segln (1) las vias de exposicion por las que dichas sustancias fueron estudiadas tanto en el bioensayo

predictivo como en su estandar de referencia, y (2) segin el modo (o mecanismo) de accién de las mismas.

Es recomendable investigar y desarrollar métodos alternativos que, hacia los carcindgenos de humanos por
ingestién de tipo no-mutagénico, proporcionen una sensibilidad (SEN) mucho mejor que la ofrecidapor la via
oral del RCB (a saber, = 65% de SEN; Tabla 16).

Recomendamos poner a prueba experimentalmente, y evaluar mediante toxicologia teodrica, cudl es la

sensibilidad del RCB por los ~carcinégenos de humanos (de tipo mutagénico) con baja potencia genotéxica~.

Recomendamos que se continGe investigando sobre la especificidad (SPEC) del RCB. Por ejemplo, es
recomendable evaluar cual es la tasa de falsos-positivos entregada por el RCB para los ~no-carcindgenos de
humanos con marcado potencial para ser carcinogénicas en el RCB~ (p. ej., farmacos, principios activos de
pesticidas, drogas psicoactivas, y otras sustancias farmacol6gica o toxicolégicamente activas).

Para reducir el chance de falsos-positivos por la via oral del RCB, en el caso de las sustancias cuya escasa
toxicidad impide identificar una dosis maxima tolerada (MTD), es recomendable acotar la dosis més alta de
dichas sustancias a los siguientes limites: (1) 2%, en ~peso de la sustancia por peso de alimento~ (si la
sustancia sera mezclada con el alimento); (2) 2%, en ~peso de la sustancia por volumen del agua de beber~
(sila sustancia seraincorporada en el agua de beber), 0 (3) 1 gramo de sustancia por cada kilogramo de peso
del animal (sila sustancia se suministrara mediante sonda orogastrica o alimentacién forzada).

Como la especificidad (SPEC) del RCB si depende de la dosis, para minimizar el chance de que esta prueba
entregue resultados falsos-positivos, recomendamos maximizar los esfuerzos técnicos que permitan conocer
cual serala dosis méas baja de la sustancia de prueba que, enel RCB por emprender, cumplira con la definicién
de dosis méxima tolerada (MTD).
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Como la sensibilidad (SEN) del RCB también depende la dosis, para minimizar el chance de que este
bioensayo entregue resultados del tipo falso-negativo, recomendamos incluir al menos una dosis maxima
tolerada (MTD) en el esquema de dosis a ensayar. Lo anterior es especialmente importante en el caso de los
farmacos investigativos (t.c.c. investigational drugs), debido a la creciente tendencia en farmacologia

reguladora preclinica de aceptar RCBs que no ensayaron MTDs.

Son recomendables las investigaciones orientadas a revelar mas puntos finales (es decir, variables a
examinar) que, en el RCB, sean indicativos de mecanismos de accién carcinogénica operativos en humanos.
En el RCB, es necesario estandarizar (y harmonizar) puntos finales que informen sobre el mecanismo de
accion mediante el que una sustancia de prueba aumenta la incidencia de tumores en este bioensayo.

Si se desea predecir mediante el RCB, la posible ~carcinogenicidad innata para los humanos por inhalacion~

de una sustancia no-genotoxica, la misma no deberiaensayarse en el RCB por via oral, sino por inhalacion.

Sobre la base sustancia—-por-sustancia, y con el mayor rigor cientifico, recomendamos demostrar
experimental y racionalmente la existencia de cada uno de los ~carcind6genos especificos de roedores~ que
han sido sefialados como tales. Posteriormente, es recomendable evaluar hasta qué punto los ~carcin6genos
especificos de roedores~reducen laverdadera SPEC del RCB. Para ello, se deberia considerar lo siguiente:
« para incluir correctamente un ~carcindgeno especifico de roedores~en el célculo de la SPEC, primero, debe
haber suficiente evidencia de que el mismo carece de carcinogenicidad innata para los humanos por la
respectiva via de exposicion (para la cual se esté evaluando la SPEC del RCB). El que una sustancia resulte
carcinogénica en el RCB mediante un mecanismo de accion inoperante en humanos, por si solo, no prueba
la ~carencia de carcinogenicidad innata para los humanos~ de la sustancia en cuestion (p. ej., el agente

guimico podriaaumentar el riesgo de cancer humano mediante otro mecanismo de accion) ».

En el RCB, la incidencia de los siguientes tumores fue incrementada (con significacién estadistica) por
sustancias ~carentes de carcinogenicidad innata para los humanos por ingestién~ (Tabla A7). Por su
asociacion con resultados del tipo falso-positivo (Tabla A7), recomendamos desconsiderar el incremento en
la incidencia de los siguientes tumores como resultados positivos (o de carcinogénesis quimica) en el RCB:
(1) feocromocitomas de la glandula adrenal (t.c.c. suprarrenal); (2) insulinomas del pancreas, y (3) adenomas

(y, por extensién, adenocarcinomas) de la glandula pituitaria (t.c.c. hipdfisis).

Siempre que sea factible, es recomendable suplementar las evaluaciones de (1) farmacologia translacional;
(2) toxicologia predictiva, o (3) de la toxicologia y farmacologia reguladora, con los valores predictivos (o
probabilidades de relevancia clinica) de los resultados entregados para la sustancia en evaluacion, por parte
de las pruebas preclinicas consideradas en dicha evaluacion. Al respecto, esta tesis es un ejemplo del
potencial que tienen las aproximaciones probabilisticas (p. €j., los valores predictivos) para (1) traducir la
pertinencia (o irrelevancia) epidemiolégica de ciertos hallazgos preclinicos, y (2) de aumentar el impacto de
los hallazgos preclinicos sobre las regulaciones, legislaciones, o sobre la practica médico-farmacéutica.

La previa bayesiana (y, por ende, los valores predictivos bayesianos) son vulnerables a ser distorsionados
por (1) limitaciones de conocimiento; (2) sesgos, o0 (3) por posible tergiversacién por parte del Operador
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Bayesiano (es decir, de quien elabora los valores predictivos bayesianos). Matematicamente, tanto la
precision (o imprecisién) como la relevancia (o insignificancia) de los valores predictivos bayesianos, depende
criticamente de la correccion (y exactitud) de la previa bayesiana. Asi, para contar con valores predictivos
bayesianos precisos y relevantes, recomendamos (1) basar la previa bayesiana en argumentaciones
refutables, y (2) comunicar todo el proceso de calculo de los valores predictivos bayesianos mediante

documentos auditables (incluyendo en ello la argumentacién que sustenta la respectiva previa bayesiana).

Recordando que (1) carcinogenicidad innata no implica que cualquier exposicion humana a las sustancias del
objetivo especifico #3 (Tabla 17) incrementara el riesgo de neoplasia; (2) en términos de discapacidad
permanente, recortes a la expectativa de vida, o letalidad, la gravedad de algunas enfermedades si puede
justificar los riesgos de neoplasia impuestos por el tratamiento médico con las sustancias de la Tabla 17,y (3)
que otras medidas distintas a la prohibicién (o ilegalizacion) pueden reducir el riesgo de carcinogénesis
quimica a niveles técnica o bioldgicamente insignificantes (p. ej., medidas como el tiempo de retiro, en el caso
de las drogas usadas en animales productores de alimentos), sugerimos que cada agencia gubernamental
establezca las regulaciones que, desde su criterio, gestionen mejor (p. €j., mediante neutralizacion,

minimizacion, o mitigacién) los riesgos de neoplasia humana impuestos por las sustancias de la Tabla 17.

Para las drogas (principios activos) del objetivo especifico #3 (Tabla 19) que estan autorizadas en el
tratamiento de dolencias humanas distintas al cancer, sugerimos que se caracterice (o estime) cuél es el
aumento en el riesgo de neoplasia humana a casusa del tratamiento médico con dichos farmacos (p. €j.,
mediante farmacovigilancia prospectiva, 0 mediante farmacoepidemiologia retrospectiva). Para dichos
farmacos de la Tabla 19, también sugerimos que se revise cual es (1) la letalidad, y (2) los cambios en la
esperanza de vida impuestos por los tumores provocados por dichas drogas. Asi, con mas y mejores datos,

podra re-evaluarse si los beneficios terapéuticos de esos farmacos exceden sus riesgos de neoplasia.

Ciertas drogas del objetivo especifico #3 (Tabla 19) estéan aprobadas para el tratamiento de enfermedades
humanas distintas al cancer, que (1) actualmente, no cuentan con alguna otra opcién farmacoterapéutica
disponible, y (2) que tienen graves consecuencias en términos de discapacidad permanente, recortes a la
expectativa de vida, o letalidad. Para tratar tales enfermedades (o condiciones médicas) humanas, sugerimos
la autorizacion provisional de ~mutadgenos con 95% (o mas) de probabilidad de carcinogenicidad innata para
los humanos~ (p. ej., como las drogas del objetivo especifico #3). Ahora bien, lo anterior no cancela la
necesidad de que se desarrollen nuevos farmacos que, conservando (o mejorando) la eficacia terapéutica de
sus antecesores de la Tabla 19, (1) carezcan de carcinogenicidad innata paralos humanos, o (2) por lo menos,

gue tengan una potencia carcinogénica mucho menor que la de sus predecesores de la Tabla 19.

Para las drogas del objetivo especifico #3 aprobadas para el tratamiento de enfermedades humanas distintas
al cancer (Tabla 19), recomendamos lo siguiente: incluir o resaltar las advertencias sobreriesgo de neoplasia
iatrogénica en las respectivas informaciones de prescripcion. Lo anterior, con el fin de promover el mayor
rigor, y la mayor certeza en el diagndstico confirmatorio de tales enfermedades, antes de (1) prescribir; (2)
dispensar (o suministrar), o (3) aplicar dichosfarmacos. (p. ej., mediante inyeccion; infusién intravenosa). Para
todos los farmacos del objetivo especifico #3 (Tabla 19), recomendamos incluir lo siguiente en las respectivas
informaciones de prescripcion: un llamado al facultativo para que recomiende al paciente buscar vigilancia
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médica a mediano y largo-plazo (p. €j., mediante tamizaje), que permita detectar oportunamente cualquier

neoplasia potencialmente desencadenada por el tratamiento con dicho farmaco (del objetivo especifico #3).

En las informaciones de prescripcion de los farmacos del objetivo especifico #3, de uso no-antineoplasico
para enfermedades que justifiquen los riesgos de neoplasia iatrogénica (Tabla 19), recomendamos incluir
mensajes que motiven el uso facultativo de estas drogas sélo cuando: (1) en el mercado, no haya disponible
otras opciones farmacoterapéuticas con aceptable eficacia sobre la enfermedad en cuestién, o (2) cuando la
enfermedad del paciente haya resultado refractaria, resurgente, o insuficientemente responsiva a los otros

farmacos disponibles para tratar dicha enfermedad (o condicion médica).

Considerando (1) el 95% de probabilidad de ~carcinogenicidad innata para los humanos~ de los siguientes
farmacos del objetivo especifico #3; (2) lo moderadas que son las dolencias paras las que estan
sanitariamente autorizados dichos farmacos, al menos, comparado con el riesgo y las consecuencias de un
cancer iatrogénico, y (3) considerando la probable disponibilidad de otros farmacos no-carcinogénicos, con
aceptable efectividad para tratar dichas dolencias no-neoplasicas, a las agencias reguladoras de
medicamentos sugerimos lo siguiente: re-evaluar si el beneficio terapéutico de los siguientes farmacos
realmente supera los riesgos de cancer derivados de esta tesis, en el caso de (1) la fenazopiridina (CASRN®
94-78-0); (2) la fenoxibenzamina (CASRN® 59-96-1); (3) la hidralazina (CASRN® 86-54-4); (4) la
nitrofurantoina (CASRN® 67-20-9), y (5) la oxcarbazepina (CASRN® 28721-07-5).

A la comunidad cientifica, recordamos que esta pendiente por ser investigado: ¢ Cudl es la especificidad de

la via inhalatoria del RCB hacia los ~carcinégenos de humanos por inhalacién de tipo no-mutagénico~?

En los protocolos, pautas, y guias para la estandarizaciébn y harmonizacion internacional del RCB,
recomendamos se incluya a la ~evaluacion de la incidencia de las lesiones pre-neoplasicas~ como uno de los

objetivos esenciales del RCB.
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15. Publicaciones en revistas indexadas de la metodologia,
resultados, discusion, y conclusiones de esta tesis

La finalidad de esta seccion es informar al lector sobre los articulos académicos, ya presentes en la literatura
indexada en Web of Science (Clarivate Analytics) o Scopus (Elsevier), mediante los que hemos contribuido a la
comunidad farmacéutica la metodologia, los resultados, la discusion, y las conclusiones de esta tesis de doctorado.
Por si solo, ninguno de estos articulos cubre esta tesis doctoral. En cambio, esta tesis si entregd una vision
concatenada de todos los articulos que hemos publicado durante la investigacion doctoral correspondiente. Para
algunos lectores de esta tesis, sin embargo, dichas publicaciones podrian ser de interés por distintas razones. Por
ejemplo, para consultar el mérito y relevancia que expertos internacionales atribuyeron a la metodologia, resultados,
discusiones, y conclusiones de esta tesis. El segundo objetivo de esta seccion es explicar la relacion que, a juicio

del presente autor, hay entre las mencionadas publicacionesy los objetivos especificos de esta tesis doctoral.

15.1. Articulos originales (t.c.c. articulos de investigacion)

Suarez-Torres JD, Jimenez-Orozco FA, Ciangherotti CE. The 2-year rodent bioassay in drug and chemical
carcinogenesis testing: Sensitivity, according to the framework of carcinogenic action. Toxicology Mechanisms and
Methods. 2020a;30(6):462-475. doi:10.1080/15376516.2020.1760986

Suarez-Torres JD, Jimenez-Orozco FA, Ciangherotti CE. Drug excipients, food additives, and cosmetic ingredients
probably not carcinogenic to humans reveal a functional specificity for the 2-year rodent bioassay. Journal of Applied
Toxicology. 2020b;40(8):1113-1130. doi:10.1002/jat.3971

Suarez-Torres JD, Ciangherotti CE, Jimenez-Orozco FA. The predictivity of the -alert performance- functionality of
the OECD QSAR-Toolbox (c/w further issues on the predictivity of nonclinical testing). Toxicology in Vitro.
2020c;66:104858. doi:10.1016/j.tiv.2020.104858
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objetivo especifico #1 de esta tesis. Suarez-Torres y col. (2020b) comunicaron la metodologia, los resultados, y

parte de la discusion correspondiente al objetivo especifico #2. Suarez-Torresy col. (2020c) introdujeron parte de la
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metodologia que, posteriormente, fue optimizada y aplicada por Suarez-Torresy col. (2021a; 2021b) para cumplir
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con sus cuatro objetivos especificos. A propésito, el articulo de Suarez-Torres y col. (2022) desarrollé las
demostraciones matematicas de las principales ecuaciones aplicadas por esta tesis. Dichas demostraciones
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15.2. Articulos de revision
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Suarez-Torresy col. (2021c) revisaron los resultados correspondientes a los objetivos especificos #1 y #2 de esta
tesis, entregando asi una discusion sobre el desempefio predictivo, la utilidad, y el futuro del RCB en la politica
regulatoria. En unaprimera entrega, Suarez-Torresy col. (2020c) revisaron el marco conceptual para la metodologia
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17. Anexo A: Tablas Suplementarias

Tabla Al. (Datos). Desenlaces en el RCB de los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico reconocidos en esta tesis

# Nombre genérico de la CASRN® Desenlace en el RCB ¥ Mecanismo de accion mutagénica
sustancia (pura o mezcla) A RCB-rata (ruta) RCB-ratén (ruta)
Mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestione probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)
1 Acetaldehyde 75-07-0 + (p.o.)
2 | Aflatoxins 1162-65-8 + (p.0.) + (p.0.) Aduccion covalente al ADN
3 Aristolochic Acids 313-67-7;475-80-9 + (p.o.) + (p.o.)
4 Azathioprine 446-86-6 + (p.o.) (i.p.) + (p.o.) (i.m.) Inhibicion de polimerasas de ADN humanas
5 Betel quid w/o tobacco § +(s.c) + (p.o.) (s.c.) Aduccidn covalente al ADN #
6 Busulfan 55-98-1 + (i.v) (i.p.)
7 Chlorambucil 305-03-3; 1030-06-4 + (p.o.) (i.p. +(p.o.
8 Chlornaphazine 494-03-1 (5)- (s?c(.)p : = Aduceion covalente al ADN
9 Cyclophosphamide 50-18-0; 6055-19-2 + (p.o.) + (p.0.) (s.c.)
10 | Diethylstilbestrol 56-53-1 + (p.o.) + (p.o.) Aduccion covalentfe al ADN; Inhibicion de la
topoisomerasa |
11 | Ethano 64-17-5 - (o) + (o) Adueeion covalente 2 AN (por metabalismo
12 | Formaldehyde 50-00-0 - (p.0.)
13 | Melphalan 148-82-3; 3223-07-2 + (i.p.) + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
14 | Methoxsalen plus UVA 298-81-7 + (p.0.) + (p.o.)
15 | Phenacetin 62-44-2 + (p.o.) + (p.o.) Unién al ADN de tipo aln no caracterizado
16 | Semustine 13909-09-6 + (i.p.) + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
17 | Smokeless Tobacco + (p.o.) + (p.0.)
18 | Tamoxifen 10540-29-1; 54965-24-1 + (p.o.) + (p.o.) Aduccion covalente al ADN; Intercalado en el ADN
19 | Thiotepa 52-24-4 + (i.p.) + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
(continua)
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Tabla Al. (Datos). Desenlaces en el RCB de los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico reconocidos en esta tesis (continuacion)

134

# Nombre genérico de la sustancia CASRN® Desenlace en el RCB ¥ Mecanismo de accién mutagénica
(pura o mezcla) A RCB-rata (ruta) RCB-ratén (ruta)
Mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalaciéne probados en el RCB por via inhalatoria (o por otras vias extrapolables Q)

1 4-Aminobiphenyl 92-67-1;2113-61-3 +(s.c.) + (p.o.) Aduccion covalente al ADN

2 Benzene 71-43-2 + (inh.) (p.o.) + (inh.) (p.o.) Inhibicion ditl)z\i/atl(:;(ziem;lmzlrjaNSi“; Aduccion

3 Benzidine 92-87-5;531-85-1 + (p.0.) (s.c.) + (p.o.) (s.c.)

4 Benzo[a]pyrene 50-32-8 + (i.tra) (p.o.) + (p.o.) (i.p.)

5 Bis(chloromethyl) ether 542-88-1 + (inh.) (s.c.) + (inh.) (s.c.)

6 1,3-Butadiene 106-99-0 + (inh.) + (inh.)

7 Chloroethylene 75-01-4 + (inh.) (p.o.) + (inh.)

8 Calcium chromate 13765-19-0 + (i.trach) (s.c.) + (inh.) (i.m.)

9 Sodium dichromate 7789-12-0 + (i.trach) + (p.o.)

10 Chromium trioxide 1333-82-0 + (i.m.) + (inh.)

11 | Coal-combustion Emissions + (inh.) + (inh.)

12 | Coal Tar 8007-45-2 T (inh) T (nh) Aduccion covalente &l ADN

13 Coal-Tar Pitch + (inh.) + (skin)

14 | Coke-Oven Emissions + (skin)

15 1,2-Dichloropropane 78-87-5 + (inh.) (p.o.) + (inh.) (p.o.)

16 Diesel Engine Exhaust + (inh.) + (inh.)

17 Formaldehyde 50-00-0 + (inh.) = (inh.)

18 | 2-Naphthylamine 91-59-8 + (p.0.) + (p.0.)

19 | Sulfur mustard 505-60-2 + (inh.)

20 | Tobacco Smoke + (inh.) + (inh.)

21 ortho-Toluidine 95-53-4; 636-21-5 + (p.0.) + (p.o.)

RCB: Bioensayo de carcinogenicidad en roedores a 2-afios; i.m.: inyeccién intramuscular; inh: inhalacion; i.p.: inyeccion intraperitoneal; i.tra.: instilacion intratraqueal; i.v.: inyeccion
intravenosa; p.o.: via oral; skin: aplicacion dérmica; s.c.: inyeccion subcutanea; § Extractos acuosos de lanuez de areca; # Junto con aduccion oxidativa del ADN (p. €j., 8-0x0G; 8-
OH-dG); Q basado en la significativa o sustancial biodisponibilidad oral (o inhalatoria) indicada por los estudios de farmacocinética d isponibles en la literatura, la carcinogenicidad de



esta sustancia en roedores puede extrapolarse con razonable confianza a la via oral (o inhalatoria); e La via (o ruta) de carcinogenicidad de los distintos carcindgenos de humanos se
reconocio en estatesis de acuerdo a lo explicado en la seccion 9.3.3; A las sustancias carcinogénicas en humanos se identificaron en esta tesis de acuerdo a lo expuesto en la seccién
9.3.2; ¥ Desenlaces reconocidos de acuerdo alo expuesto en la seccién 9.3.3. Nota#1: Las celdas en blanco correspondieron a una ausencia de datos disponibles en la literatura. Nota
#2: Las referencias de los datos compilados en esta tabla estan disponibles en el material suplementario de Suarez-Torres y col. [72,73].

Tabla A2. (Datos). Datos de toxicologia genética de los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico reconocidos en esta tesis

# Nombre genérico de la CASRN® Mutagénesis Clastogénesis Dafio al ADN Criterio ¢
sustancia A in vitro in vivo in vitro in vivo in vitro in vivo
Mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestione probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)
+ (MLA, MN,
1 Acetaldehyde 75-07-0 + (HUM) ( CA) + (CA) + (SCE) 1,2
2 | Aflatoxins 1162-65-8 | +(Ames,v79) | +@em BBr) | TMAMNL N ca) +(COMET, 11 5 3,45
CA) SCE)
Avristolochic Acids 313-67-7 + (Ames, CHO) + (MM, BBR) + (MLA) + (MN) + (COMET) 1,3,5
4 Azathioprine 446-86-6 + (Ames) + (Pig-A, MM) + (CA) + (MN, CA) 1,3
5 Betel quid w/o tobacco § + (Ames, V79) + (MN, CA) + (MN, CA) + (SCE) 1,2,4,5
+
6 Busulfan 55-98-1 + (Ames) (Még MN, + (MN, CA) 1,2
+
7 Chlorambucil 305-03-3 + (Ames, V79) + (Pig-A, MM) + (CA) (I\DAI[\IM?A 1,3,5
8 Chlornaphazine 494-03-1 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN, DLM) + (UDS) 1,2
9 Cyclophosphamide 50-18-0 + (Ames, CHO) + (Pig-A, MM) * (MLA, MN, + (MN, CA) + (COMET, 1,2,3,4,5
CA) SCE)
+ (MLA, MN, + (COMET,
10 | Diethylstilbestrol 56-53-1 - (Ames) + (SYR) ( + (MN, CA) ( + (SCE) 1,2,4
CA) SCE)
11 | Ethanol 64-17-5 + (HUM) * (Még MN, + (CA) + (SCE) 1,2
12 | Melphalan 148-82-3 + (Ames) + (Pig-A) + (CA) + (MN, CA) + (SCE) + (COMET) 1,234
13 | Methoxsalen plus UVA 298-81-7 + (Ames, V79) + (MN, CA) + (CA) + (SCE) 1,2,5
(continua)
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Tabla A2. (Datos). Datos de toxicologia genética de los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico reconocidos en esta tesis (continuacion)

# Nombre genérico de la CASRN® Mutagénesis Clastogénesis Dafio al ADN Criterio ¢
StStallciapa in vitro in vivo in vitro in vivo in vitro in vivo
Mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestione probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)
. + (Gpt-delta- + (COMET,
14 | Phenacetin 62-44-2 + (Ames, V79) Rat) + (CA) + (MN, CA) SCE) 1,3,4,5
15 | Semustine 13909-09-6 + (Ames) + (MN, CA) + (MN) + (SCE) 2
16 | Smokeless Tobacco + (Ames, V79) + (MM) + (MN, CA) + (MN) + (COMET) 1,2,3,5
17 | Tamoxifen 10540-29-1 | * (A”(':e:’o')z'm"' + (BBR) + (MN) + (CA) + (COMET) 2,3,5
] + (Ames, E.coli, . 1,23, 4,
18 | Thiotepa 52-24-4 v79) + (Pig-A, BBR) + (MN, CA) + (MN, CA) + (SCE) + (SCE) 5
Mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalaciéne probados en el RCB por via inhalatoria (o por otras vias extrapolables Q)
1 | 4-Aminobiphenyl 92-67-1 + (Ames, CHO) + (MM) + (MLA, CA) + (MN, CA) + (COMET) + (SCE) L 2’53’ 4.
2 | Benzene 71-43-2 + (BBM) * (Mlég MN, + (MN, CA) + (COMET) + (SCE) 1,2,4
+ (MLA, MN,
3 | Benzidine 92-87-5 + (Ames, V79) ( CA) + (MN, CA) + (COMET) + (SCE) 1,2,4,5
+ (Ames, CHO, . + (MLA, MN, + (SCE, 1,2,3,4,
4 | Benzo[a]pyrene 50-32-8 v79) + (Pig-A, MM) CA) + (MN, CA) + (SCE) COMET) 5
5 | Bis(chloromethyl) ether 542-88-1 + (Ames) + (MN, DLM) + (UDS) 1
6 | 1,3-Butadiene 106-99-0 + (Ames) + (BBM) + (MN, CA) ~ (UDs, 1,3
' ' COMET) '
+
7 | Chloroethylene 75-01-4 + (Ames, V79) (Mlég MN, + (MN, CA) + (SCE) + (SCE) 1,2,4,5
13765-19-0;
8 | Chromium (VI) compounds 7789-12-0; + (Ames) + (MM) + (CA) + (MN; DLM) + (SCE) 1,2,3
1333-82-0
Coal-combustion . + (MLA, MN,
+ (Al V7 + (Pig-A, MM + (MN, CA 1,2
% | Emissions (Ames, V79) (Pig-A, MM) CcA) (MN, CA) ,2,3,5

(continta)



Tabla A2. (Datos). Datos de toxicologia genética de los carcindégenos de humanos de tipo mutagénico reconocidos en esta tesis (continuacion)

# Nombre genérico de la CASRN® Mutagénesis Clastogénesis Dafio al ADN Criterio ¢
sustancla A in vitro in vivo in vitro invivo in vitro in vivo
Mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalaciéne probados en el RCB por via inhalatoria (o por otras vias extrapolables Q)
+ (MLA, MN,
10 | Coal Tar 8007-45-2 + (Ames, V79) + (Pig-A, MM) ( cA) + (MN, CA) 1,2,3,5
11 | Coal-Tar Pitch + (Ames,V79) | +(Pig-A,MM) | T (Még MN. 4 (M, cay 1,2,3,5
12 | Coke-Oven Emissions + (Ames, V79) + (Pig-A, MM) * (MIC;:; MN, + (MN, CA) 1,2,3,5
. + (Gpt-delta- + (MLA, MN,
13 | 1,2-Dichloropropane 78-87-5 + (Ames) Mouse) CA) + (SCE) + (COMET) 2,3
. . . + (MLA, MN,
14 | Diesel Engine Exhaust + (Ames, V79) + (Pig-A, MM) cA) + (MN, CA) 1,2,3,5
+ (Ames, CHO, + (MLA, MN,
15| F ldehyd 50-00-0 + (MN, CA + (SCE 1,2,5
ormaldehyde V79) cA) ( ) (SCE)
16 | 2-Naphthylamine 91-59-8 + (Ames, V79) + (MLA, CA) + (MN) * ((;Cc):l\él)ET’ 1,2,4,5
17 | Sulfur mustard 505-60-2 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN, DLM) + (SCE) 1,2
18 | Tobacco Smoke + (Ames, V79) + (MM) + (MN, CA) + (MN) + (COMET) 1,2,3,5
. + (MLA, MN, + (COMET,
19 | ortho-Toluidine 95-53-4 + (Ames, V79) CA) + (MN) SCE) 1,2,4,5

Ames: Bacterial Reverse Mutation Test; BBM: Big Blue transgenic Mouse (gen mutado: lacZ o lacl); BBR: Big Blue transgenic Rat (gen mutado: lacZ o lacl); CA: aberraciones
cromosdmicas en células de roedores o humanas (in vitro), o en roedores expuestos a la sustancia de prueba (in vivo); CASRN®: Numero de registro en el Servicio de Resumenes
Quimicos de la Sociedad Quimica Americana (CAS ACS); CHO/CHL: mutagénesis in vitro en células de ovario o pulmén de hamster chino (lineas celulares: CHO or CHL; gen mutado:
HPRT/HGPRT); COMET: bioensayos (in vitro o in vivo) de dafio al o rotura del ADN; DLM: rodent dominant lethal assay; HPRT: mutagénesis en ovejas (in vivo) en el gen HPRT
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase); E. coli: bioensayos de mutagenicidad in vitro conocidos con los acronimos de WP2 y WP2 uvrA; HUM: mutagénesis en células
humanas (in vitro); Gpt-delta-Mouse: Gpt delta mouse, transgenic (mutagénesis quimica in vivo); Gpt-delta-Rat: Gpt delta rat, transgenic (mutagénesis quimica in vivo); MLA: bioensayo
de mutagénesis o clastogénesis in vitro conocido como mouse lymphoma assay (gen mutado: TK locus); MM: MutaMouse, mutagenesis quimica in vivo en ratones transgénicos (gen
mutado: lacZ); MN: Prueba de micron(cleos in vitro (con células de roedores o humanas) o in vivo (en roedores expuestos a la sustancia de prueba); Pig-A: bioensayo en roedores de
mutagenicidad in vivo (gen mutado: PIG-A); SCE: bioensayo in vitro (con células de roedores o humanas) o in vivo (en roedores expuestos a la sustancia de prueba) conocido como
Intercambios entre Cromatidas Hermanas; SYR: mutagénesis in vitro en lineas celulares de hamster Sirio; UDS: bioensayo de sintesis de ADN no-programada (ya sea in vitro o in vivo);
V79: mutagénesis in vitro en la linea celular V79 de hamster chino (gen mutado: HPRT/HGPRT). ¢ Para el conjunto de sustancias presentadas en esta, las cuales son ampliamente
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consideradas en la literatura como mutagenos inequivocos, mutagenos trans-especies, y carcinégenos de humanos de tipo mutagénico, la columna nombrada “Criterio ¢” especificala
combinacion de datos de genotoxicidad que, de acuerdo alo especificado en las Tabla 6 (seccion 9.3.3) y Tabla A3 (Apéndice), se usaron en esta tesis para identificar alas sustancias
diana del objetivo especifico #3 (Tabla 16). Nota #1: Las celdas en blanco correspondieron a una ausencia de datos disponibles en la literatura. Nota #2: Las referencias de los datos
compilados en esta tabla estan disponibles en el material suplementario de Suarez-Torres y col. [72,73].

Tabla A3. (Metodologia). Validacion de los criterios empleados en esta tesis para identificar sustancias con mutagenicidad innata para los humanos

Sustancias ampliamente reconocidas en CASRN Criterio (derivados de patrones generales de comportamiento

la literaturacomo carcin6égenos de mutagénico y genotéxico)

humanos de tipo mutagénico N No. 2 No. 3 No. 4 ot

Acetaldehyde 75-07-0 + +
Aflatoxins 1162-65-8 + + + + +
Aristolochic Acids 313-67-7 + + +
Azathioprine 446-86-6 + +
Betel quid w/o tobacco § + + + +
Busulfan 55-98-1 + +
Chlorambucil 305-03-3 + + +
Chlornaphazine 494-03-1 + +
Cyclophosphamide 50-18-0 + + + + +
Diethylstilbestrol 56-53-1 + + +
Ethanol 64-17-5 + +
Melphalan 148-82-3 + + + +
Methoxsalen plus UVA 298-81-7 + + +
Phenacetin 62-44-2 + + + +
Semustine 13909-09-6 +
Smokeless Tobacco + + + +
Tamoxifen 10540-29-1 + + +
Thiotepa 52-24-4 + + + + +
4-Aminobiphenyl 92-67-1 + + + + +

(contintia)




Sustancias ampliamente reconocidas en CASRN Criterio (derivados de patrones generales de comportamiento
la literatura como carcinégenos de mutagénico y genotdxico)
humanos de tipo mutagénico No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5
Benzene 71-43-2 + + +
Benzidine 92-87-5 + + + +
Benzo[a]pyrene 50-32-8 + + + + +
Bis(chloromethyl) ether 542-88-1 +
1,3-Butadiene 106-99-0 + +
Chloroethylene 75-01-4 + + + +
Chromium (VI) compounds + + +
Coal-combustion Emissions + + + +
Coal Tar 8007-45-2 + + + +
Coal-Tar Pitch + + + +
Coke-Oven Emissions + + + +
1,2-Dichloropropane 78-87-5 + +
Diesel Engine Exhaust + + + +
Formaldehyde 50-00-0 + + +
2-Naphthylamine 91-59-8 + + + +
Sulfur mustard 505-60-2 + +
Tobacco Smoke + + + +
ortho-Toluidine 95-53-4 + + + +
Prevalencia (o frecuenciaporcentual) (%) 92% (34) 84% (31) 57% (21) 38% (14) 62% (23)

Tabla A3. Validacion de los criterios empleados en esta tesis para identificar sustancias con mutagenicidad innata para los humanos (continuacién)

Nota: Las celdas en blanco correspondieron a una ausencia de datos disponibles en la literatura. Entre paréntesis: el nimero de carcin6genos de humanos de tipo
mutagénico con datos de toxicologia genética disponibles en la literatura, los cuales son consistentes con uno (0 mas) de los criterios empleados en esta tesis para identificar
la mutagenicidad innata para los humanos de las sustancias. Los criterios presentados en esta Tabla A3 fueron definidos (o explicitados) en la Tabla 6 (seccién 9.3.3).
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Tabla A4. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico

# Nombre genérico de la CASRN® Desenlace en RCBs de 1-especie ¥ Desenlace en RCBs de 2-especies ¥
sustancia A RCB-rata RCB-ratén Config. #1 Config. #2
Mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestione probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)

1 Acetaldehyde 75-07-0 + +

2 Aflatoxins 1162-65-8 + + + +

3 Aristolochic Acids 313-67-7; 475-80-9 + + + +

4 Azathioprine 446-86-6 + + + +

5 Betel quid w/o tobacco + + + +

6 Busulfan 55-98-1 + +

7 Chlorambucil 305-03-3; 1030-06-4 + + + +

8 Chlornaphazine 494-03-1 + +

9 Cyclophosphamide 50-18-0; 6055-19-2 + + + +
10 | Diethylstilbestrol 56-53-1 + + + +
11 | Ethanol 64-17-5 + + + +
12 | Formaldehyde - -

13 Melphalan 148-82-3; 3223-07-2 + + + +
14 | Methoxsalen plus UVA 298-81-7 + + + +
15 | Phenacetin 62-44-2 + + + +
16 | Semustine 13909-09-6 + + + +
17 | Smokeless Tobacco + + + +
18 | Tamoxifen 10540-29-1 + + + +
19 | Thiotepa 52-24-4 + + + +

Positivos al RCB + Total de carcinégenos de humanos 17/18 16/16 15/16 18/18
Sensibilidad = (Positivos al RCB + Total) x 100% 94.4% 100% 93.7% 100%
Mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalaciéne probados en el RCB por via inhalatoria (o por otras vias extrapolables Q)
1 4-Aminobiphenyl 92-67-1;2113-61-3 + + + +

(continda)



Tabla A4. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcinégenos de humanos de tipo mutagénico (continuacién)

# Nombre genérico de la CASRN® Desenlace en RCBs de 1-especie ¥ Desenlace en RCBs de 2-especies ¥
sustancia A RCB-rata RCB-ratén Config. #1 Config. #2
Mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalaciéne probados en el RCB por via inhalatoria (o por otras vias extrapolables Q)
2 Benzene 71-43-2 + + + +
3 | Benzidine 92-87-5; 531-85-1 + + + +
4 Benzo[a]pyrene 50-32-8 + + + +
5 Bis(chloromethyl) ether 542-88-1 + + + +
6 1,3-Butadiene 106-99-0 + + + +
7 Chloroethylene (Vinyl chloride) 75-01-4 + + + +
8 Calcium chromate 13765-19-0 + + + +
9 Sodium dichromate 7789-12-0 + + + +
10 | Chromium trioxide 1333-82-0 + + + +
11 | Coal-combustion Emissions + + + +
12 | Coal Tar 8007-45-2 + + + +
13 | Coal-Tar Pitch + + + +
14 | Coke-Oven Emissions + +
15 | 1,2-Dichloropropane 78-87-5 + + + +
16 | Diesel Engine Exhaust + + + +
17 | Formaldehyde 50-00-0 + - - +
18 | 2-Naphthylamine 91-59-8 + + + +
19 | Sulfur mustard 505-60-2 + +
20 | Tobacco Smoke + + + +
21 | ortho-Toluidine 95-53-4; 636-21-5 + + + +
Positivos al RCB + Total de carcin6genos de humanos 20/20 19/20 18/19 21/21
Sensibilidad = (Positivos + Total) x 100% 100% 95.0% 94.7% 100%
(continta)
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Tabla A4. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcindgenos de humanos de tipo mutagénico (continuacién)

# Nombre genérico de la CASRN® Desenlace en RCBs de 1-especie ¥ Desenlace en RCBs de 2-especies ¥
sustancia A RCB-rata RCB-ratén Config. #1 Config. #2
Mutagenos carcinogénicos en humanos ya sea por ingestion o inhalacién, ensayados en el RCB por via oral o inhalatoria
Positivos al RCB + Total de carcin6genos de humanos 37/38 35/36 33/35 39/39
Sensibilidad = (Positivos + Total) x 100% 97.3% 97.2% 94.2% 100%

e La via (o ruta) de carcinogenicidad de los distintos carcin6genos de humanos se reconocié en esta tesis de acuerdo a lo exp licado en la seccion 9.3.3; A las sustancias
carcinogénicas en humanos se identificaron en esta tesis de acuerdo a lo expuesto en la seccién 9.3.2; ¥ Desenlaces reconocidos de acuerdo a lo expuesto en la seccion
9.3.3; Q basado en la significativa o sustancial biodisponibilidad oral (o inhalatoria) indicadaporlos estudios de farmacocinéticad isponibles enla literatura, la carcinogenicidad
de esta sustancia en roedores puede extrapolarse con razonable confianza a la via oral (o inhalatoria); Config: Configuracién del RCB (Figuras 2, 3, y 4). Positivos:
Sustancias reconocidas en esta tesis como carcinégenos de humanos de tipo mutagénico, los cuales, a su vez, resultaron positivas (o carcinogénicas) en el RCB. Total:
Total de sustancias reconocidas en esta tesis como carcinégenos de humanos de tipo mutagénico con resultados disponibles en el RCB. Nota #1: Sensibilidad calculada de
acuerdo a lo explicado enla seccion 9.3.1. Nota #2: Las celdas en blanco correspondieron a una ausencia de datos disponibles en la literatura.

Tabla A5. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico

# Nombre general del agente Nombre especifico de la CASRN® RCB de 1-especie ¥ RCB de 2-especies ¥
quimico A sustancla en cuestion A RCB-rata RCB-ratén Config. #1 Config. #2
No-mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestiéne probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)

1 | Arsenic (lll) compounds Sodium arsenite 7784-46-5 - (p.0.) -

2 | Arsenic (V) compounds Sodium arsenate 7631-89-2 - (p.0.) -

3 | Arsenic (V) compounds Lead arsenate 7784-40-9 -(p.0.) -

4 | Asbestos (chrysotile) Chrysotile 12001-29-5 - (p.0.) -

5 | Cyclosporin A Cyclosporin A 59865-13-3 + (p.0.) +
6 | Diethylstilbestrol Diethylstilbestrol 56-53-1 + (p.0.) (s.c.) + (p.0.) + +
- Estrogen-plus-Progestin Estradiol cypionate plus 313-06-4 plus +(s.) .

contraceptives [# 1] Medroxyprogesterone acetate 71-58-9
S e Tt | e | e | +

(continta)




Tabla A5. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico (continuacion)

# Nombre general del agente Nombre especifico de la CASRN® RCB de 1-especie ¥ RCB de 2-especies ¥
qUIMiCOA sustanciaencuestiona RCB-rata RCB-ratén Config. #1 Config. #2
No-mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestione probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)

9 Estrogen-plus-Progestln Ethinylestradiol plus Megestrol 57-63-6 plus +(p.0.) +(p.o.) + +
contraceptives [# 3] acetate 595-33-5
Estrogen-plus-Progestin 57-63-6 plus

10 g p g Ethinylestradiol plus Norgestrel P - (p.0.) - (p.o.) - -
contraceptives [# 4] 797-63-7
Estrogen-plus-Progestin Ethinylestradiol plus Ethynodiol 57-63-6 plus

11 g p g . y P y P + (p.o.) + (p.o.) + +
contraceptives [# 5] diacetate 297-76-7
Estrogen-plus-Progestin Ethinylestradiol plus 57-63-6 plus

12 d p g y_ P P + (p.o.) + (p.o.) + +
contraceptives [# 6] Drospirenone 67392-87-4
Estrogen-plus-Progestin 72-33-3 plus

13 contraceptives [# 7] Mestranol plus Norethynodrel 68-23-5 + (p.o.) + (p.0.) + +
Estrogen-plus-Progestin . 72-33-3 plus

14 contracepives [# 8] Mestranol plus Norethindrone 68-22-4 + (p.0.) + (p.0.) + +
Estrogen-plus-Progestin 72-33-3 plus

15 contraceptives [# 9] Mestranol plus Lynestrenol 52-76-6 (p.0.) (p.o.)

16 Estrogen-plus-Progestin Mestranol plus Ethynodiol 72-33-3 plus (b0 .
contraceptives [# 10] diacetate 297-76-7 (p-0.)

17 Estrogen-plus-Progestin Mestranol plus Chlormadinone 72-33-3 plus +(p.0) .
contraceptives [# 11] acetate 302-22-7 p-0.

18 Estrogen-plus-Progestin Quinestrol plus Quingestanol 152-43-2 plus +(p.0) .
contraceptives [# 12] acetate 3000-39-3 p-0.

19 | Steroidal Estrogens [# 1] Estradiol or its esters 50-28-2 + (p.o.) + (p.0.) + +

20 | Steroidal Estrogens [# 2] Ethinylestradiol 57-63-6 - (p.0.) + (p.0.) - +

21 | Steroidal Estrogens [# 3] Mestranol 72-33-3 + (p.0.) + (p.o.) + +

22 | Tamoxifen Tamoxifen or its citrate 10540-29-1 + (p.o.) + (p.0.) + +

23 | Trichloroethylene Trichloroethylene 79-01-6 + (p.o.) + (p.0.) + +

(continta)
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Tabla A5. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico (continuacion)

# Nombre general del agente Nombre especifico dela CASRN® RCB de 1-especie ¥ RCB de 2-especies ¥
quimico A sustancia en cuestién A RCB-rata RCB-ratén Config. #1 Config. #2
No-mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestiéne probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)
Positivos al RCB + Total de carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico 13/20 15/17 11/18 17/19
Sensibilidad = (Positivos + Total) x 100% 65.0% 88.2% 61.1% 89.4%
No-mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalaciéne probados en el RCB por via inhalatoria (o por otras vias extrapolables Q)
1 | Arsenic (lll) compounds Gallium arsenide 1303-00-0 + (inh.) = (inh.) - +
2 | Arsenic (V) compounds Calcium arsenate 7778-44-1 + (i.trach) +
3 | Asbestos (actinolite) Actinolite 77536-67-5 + (i.p.) +
+ (inh.) (i.p.
4 | Asbestos (amosite) Amosite 12172-73-5 ( ( ;é P) +(s.c) + +
5 | Asbestos (anthophyllite) Anthophyllite 77536-66-4 + (inh.) (i.pl) +
6 | Asbestos (chrysotile) Chrysotile 12001-29-5 " ('n(?';l;"p') +
(NP (o,
7 | Asbestos (crocidolite) Crocidolite 12001-28-4 (m(? ;é' p.) +(s.c) + +
8 | Asbestos (tremolite) Tremolite 77536-68-6 " (m(?.;lgl.p.) +
9 | Beryllium (metallic) Metallic beryllium 7440-41-7 + (i.trach) +
10 | Beryllium compounds [# 1] Beryllium dichloride 7787-47-5 + (inh.) +
11 | Beryllium compounds [# 2] Beryllium dihydroxide 13327-32-7 + (i.trach) +
12 | Beryllium compounds [# 3] Beryllium monoxide 1304-56-9 + (inh.) (i.trach) +
13 | Beryllium compounds [# 4] Beryllium sulfate tetrahydrate 7787-56-6 + (inh.) +
14 | Cadmium compounds [# 1] Cadmium dichloride 10108-64-2 + (inh.) (s.c.) +(s.c) + +
15 | Cadmium compounds [# 2] Cadmium monoxide 1306-19-0 + (inh.) +
16 | Cadmium compounds [# 3] Cadmium sulfate 10124-36-4 + (inh.) +
17 | Cadmium compounds [# 4] Cadmium sulfide 1306-23-6 + (inh.) +
18 | Silica (crystalline) dust Crystalline silica + (inh.) +(s.c) + +

(continta)



Tabla A5. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico (continuacion)

# Nombre general del agente Nombre especifico de la CASRN® RCB de 1-especie ¥ RCB de 2-especies ¥
quimico A sustancia en cuestién A RCB-rata RCB-ratén Config. #1 | Config. #2
No-mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalaciéne probados en el RCB por via inhalatoria (o por otras vias extrapolables Q)
19 | Erionite Erionite 66733-21-9 " (in(?.;lgi.p.) + (i.p.) + +
20 | Lindane gamma-HCH, or technical-grade 58-89-9 - (p.0) +(p.o.) _ N
HCH

21 | Nickel (metallic) Elemental nickel 1313-99-1 + (inh.) +
22 | Nickel compounds [# 1] Nickel monoxide 1313-99-1 + (inh.) (i.trach) + (inh.) + +
23 | Nickel compounds [# 2] Nickel subsulfide 12035-72-2 + (inh.) = (inh.) - +
24 | Nickel compounds [# 3] Nickel sulfate hexahydrate 10101-97-0 = (inh.) = (inh.) - -
25 | Pentachlorophenol Pentachlorophenol 87-86-5 + (p.0.) + (p.0.) + +
26 | Polychlorinated Biphenyls [# 1] PCB-118 31508-00-6 + (p.o.) +
27 | Polychlorinated Biphenyls [# 2] PCB-126 57465-28-8 + (p.o.) +
28 | Polychlorinated Biphenyls [# 3] PCB-153 35065-27-1 - (p.o.) -

29 | Polychlorinated Biphenyls [# 4] Aroclor 1016 12674-11-2 + (p.o.) +
30 | Polychlorinated Biphenyls [# 5] Aroclor 1242 53469-21-9 + (p.o.) +
31 | Polychlorinated Biphenyls [# 6] Aroclor 1254 11097-69-1 + (p.o.) + (p.o.) + +
32 | Polychlorinated Biphenyls [# 7] Aroclor 1260 11096-82-5 + (p.o.) +
33 | Polychlorinated Biphenyls [# 8] Kanechlor 400 12737-87-0 + (p.o.) +
34 | Polychlorinated Biphenyls [# 9] Kanechlor 500 37317-41-2 + (p.o.) + (p.0.) + +
35 | Tetrachlorodibenzo-p-dioxin Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 1746-01-6 + (p.0.) + (p.o.) + +
36 | Trichloroethylene Trichloroethylene 79-01-6 = (inh.) + (inh.) - +

Positivos al RCB + Total de carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico 32/36 12/15 10/16 34/35
Sensibilidad = (Positivos + Total) x 100% 88.8% 80.0% 62.5% 97.1%
(continua)
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Tabla A5. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico (continuacion)

# Nombre general del agente Nombre especifico de la CASRN®
quimico A sustancia en cuestion A

RCB de 1-especie ¥

RCB de 2-especies ¥

RCB-rata

RCB-ratén

Config. #1 Config. #2

No-mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestion o inhalaciéne proba

dos en el RCB por ya sea por ingestién o inhalacién

Positivos al RCB + Total de carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico

45/56

27132

21/34 51/54

Sensibilidad = (Positivos + Total) x 100%

80.3%

84.3%

61.7% 94.4%

e L avia (o ruta) de carcinogenicidad delos distintos carcinégenos de humanos se reconocié enestatesis de acuerdo a lo explicado en la secciéon9.3.3; A las sustancias carcinogénicas
en humanos se identificaron en esta tesis de acuerdo a lo expuesto en la seccion 9.3.2; ¥ Desenlaces reconocidos de acuerdo a lo expuesto en la seccion 9.3.3; Q basado en la
significativa o sustancial biodisponibilidad oral (o inhalatoria) indicada porlos estudios de farmacocinéticadisponibles en la literatura, la carcinogenicidad de esta sustancia en roedores
puede extrapolarse conrazonable confianza a la via oral (o inhalatoria). Config: Configuracion del RCB (Figuras 2, 3,y 4); HCH: Hexachlorocyclohexane; i.pl: inyeccién intrapleural.
Positivos: Sustancias reconocidas en esta tesis como carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico, los cuales, a su vez, resultaron positivas (o carcinogénicas)en el RCB. Total:
Total de sustancias reconocidas en esta tesis como carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico con resultados disponibles en el RCB. Nota #1: Las celdas en blanco
correspondieron a una ausencia de datos disponibles en la literatura. Nota #2: El significado de las siglas empleadas mas no explicadas en la leyenda de esta Tabla A5 se explican
en laleyenda de la Tabla Al. Nota #3: Las referencias de los datos compilados en esta tabla estan disponibles en el material suplementario de Suarez-Torres y col. [43].

Tabla A6. (Resultados). Estimacién de la sensibilidad del RCB por los carcindégenos de humanos de tipo no-mutagénico (andlisis restringido a los carcinégenos

de humanos de tipo no-mutagénico ensayados tanto en el RCB-rata como en el RCB-raton).

# Nombre especifico del carcin6geno de CASRN®

Desenlace en RCBs de 1-especie ¥

Desenlace en RCBs de 2-especies ¥

humanos de tipo no-mutagénicos A RCB-rata

RCB-ratéon

Config. #1 Config. #2

No-mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestiéne probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)

1 Diethylstilbestrol 56-53-1 + + + +
2 Ethinylestradiol plus Norethindrone acetate 57-63-6 plus 51-98-9 + + + +
3 Ethinylestradiol plus Megestrol acetate 57-63-6 plus 595-33-5 + + + +
4 Ethinylestradiol plus Norgestrel 57-63-6 plus 797-63-7 - - - -
5 Ethinylestradiol plus Ethynodiol diacetate 57-63-6 plus 297-76-7 + + + +
6 Ethinylestradiol plus Drospirenone 57-63-6 plus 67392-87-4 + + + +
7 Mestranol plus Norethynodrel 72-33-3 plus 68-23-5 + + + +
8 Mestranol plus Norethindrone 72-33-3 plus 68-22-4 + + + +

(continua)




Tabla A6. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico (andlisis restringido a los carcinégenos de
humanos de tipo no-mutagénico ensayados tanto en el RCB-rata como en el RCB-ratén). [continuacion]

# Nombre especifico del carcin6geno de CASRN® Desenlace en RCBs de 1-especie ¥ Desenlace en RCBs de 2-especies ¥
humanos de tipo no-mutageénicos A RCB-rata RCB-ratén Config. #1 Config. #2
No-mutagenos carcinogénicos en humanos por ingestiéne probados en el RCB por via oral (o por otras vias extrapolables Q)
9 Mestranol plus Lynestrenol 72-33-3 plus 52-76-6 - - - -
10 | Estradiol or its esters 50-28-2 + + + +
11 | Ethinylestradiol 57-63-6 - + - +
12 | Mestranol 72-33-3 + + + +
13 | Tamoxifen or its citrate 10540-29-1 + + + +
14 | Trichloroethylene 79-01-6 + + + +
No-mutagenos carcinogénicos en humanos por inhalaciéne probados en el RCB por via inhalatoria (o por otras vias extrapolables Q)
1 Gallium arsenide 1303-00-0 + - - +
2 | Amosite 12172-73-5 + + + +
3 | Crocidolite 12001-28-4 + + + +
4 Cadmium dichloride 10108-64-2 + + + +
5 Crystalline silica + + + +
6 | Erionite 66733-21-9 + + + +
7 Lindane 58-89-9 - + - +
8 Nickel monoxide 1313-99-1 + + + +
9 Nickel subsulfide 12035-72-2 + - - +
10 | Nickel sulfate hexahydrate 10101-97-0 - - - -
11 | Pentachlorophenol 87-86-5 + + + +
12 | Aroclor 1254 11097-69-1 + + + +
13 | Kanechlor 500 37317-41-2 + + + +
14 | Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 1746-01-6 + + + +
15 | Trichloroethylene 79-01-6 - + - +
(continua)
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Tabla A6. (Resultados). Estimacion de la sensibilidad del RCB por los carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico (andlisis restringido a los carcinégenos de

humanos de tipo no-mutagénico ensayados tanto en el RCB-rata como en el RCB-raton). [continuacion]

# Nombre especifico del carcinégeno de CASRN® Desenlace en RCBs de 1-especie ¥ Desenlace en RCBs de 2-especies ¥
humanos de tipo no-mutagénicos A RCB-rata RCB-ratén Config. #1 Config. #2
Positivos al RCB + Total de carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico 23/29 24/29 21/29 26/29
Sensibilidad = (Positivos + Total) x 100% 79.3% 82.7% 72.4% 89.6%

e La via (o ruta) decarcinogenicidad delos distintos carcinégenos de humanos se reconocio en esta tesis de acuerdo alo exp licado enla secciéon9.3.3; A las sustancias carcinogénicas
en humanos se identificaron en esta tesis de acuerdo a lo expuesto en la seccion 9.3.2; ¥ Desenlaces reconocidos de acuerdo a lo expuesto en la seccién 9.3.3; Q basado en la
significativa o sustancial biodisponibilidad oral (o inhalatoria) indicada por los estudios de farmacocinética disponibles en la literatura, la carcinogenicidad de esta sustancia en roedores
puede extrapolarse con razonable confianza a la via oral (o inhalatoria). Positivos: Sustancias reconocidas en esta tesis como carcinégenos de humanos de tipo no-mutagénico, los
cuales, a su vez, resultaron positivas (o carcinogénicas) en el RCB. Total: Total de sustancias reconocidas en esta tesis como carcin6genos de humanos de tipo no-mutagénico con
resultados disponibles en el RCB. Nota #1: Las referencias de los datos compilados en esta tabla estan disponibles en el material suplementario de Suarez-Torres y col. [43].

Tabla A7. Datos mecanicistas, y desenlaces en el RCB, de las sustancias identificadas en esta tesis como carentes de carcinogenicidad sobre los humanos

# Nombre genérico del no- CASRN® Caracteristicas mecanicistas | ldentificable RCB de 1-especie RCB de 2-especies
carcinégeno de humanos como NCH A RCB-rata Ratén Config. #1 Config. #2
1 | Acac Arabi 9000.0L.5 | -ABS: BCNC; IM-NC; N-MUT, s _ _ _ _
cacia gum (Arabic gum) N-GEN: NHP-ROD i
> | A i 33665-90-6 N-MET; N-MUT; N-GEN; NHP- N _ _ B B
cesuiiame ROD; NHP-DOG ©
3 | Acetylated distarch glycerol 63798-35-6 FS; ECPA; N-MUT; N-GEN; Si - -
NHP-RAT
4 | Acetylated distarch phosphate | 68130-14-3 FS; ECPA; N-MUT; N-GEN; Si - -
NPN-RAT
. . . FS; SM-NC; N-MUT; N-GEN; .
5 | Adipic acid (and its salts ¢) 124-04-9 NHP-RAT Si
N-ABS; N-MET; N-MUT; N- _ _ _ _
6 | Agar 9002-18-0 GEN: NHP-ROD No
. . . N-ABS; IM-NC; N-MUT; N-
7 | Al I -38- ' ' ' i - -
ginic acid (and its salts ¢) 9005-38-3 GEN: NHP-MIC: NHP-DOG Si

(continua)




Tabla A7. Datos mecanicistas, y desenlaces en el RCB, de las sustancias carentes de carcinogenicidad sobre los humanos (continuacion)

# Nombre genérico del no- CASRN® Caracteristicas mecanicistas | Identificable RCB de 1-especie RCB de 2-especies
carcinégeno de humanos como NCH A RCB-rata Ratén Config. #1 Config. #2
NEG-A; N-MUT; N-GEN; NHP- _ _ _ _
8 | Anoxomer 60837-57-2 ROD: NHP-DOG No
9 | Ascorbic acid (and its salts ¢) 50-81-7 VIT; N-MUT; N-GEN; NHP- Si - - - -
ROD
10 | A . 22839-47-0 EMNS; MBPM; N-MUT; N- Si _ _ _ _
spartame i GEN; NHP-ROD; NHP-DOG !
11 | Benzoic acid (and its salts ¢) 65-85-0 EPHD; EMIC; N-MUT; N-GEN Si - -
EMIC; IHPM N-MUT; N-GEN;
12 | B { tat 140-11-4 ' ' ' i - - - -
enzyl acetate 0 NPN-ROD Si
13lB | alcohol 100-51-6 EMIC; IHPM N-MUT; N-GEN; Si _ B _ _
enzyl alcoho NPN-ROD i
. N-MUT; N-GEN; NHP-ROD; _ _ _ _
14 | Canthaxanthin 514-78-3 NHP-DOG: NHP-MON No
15 | Caramel (plain or spirit) 8028-89-5 FS; BCNC; N-MUT; N-GEN; si - - - -
NHP-ROD
N-ABS; IM-NC; N-MUT; N- .
16 | Carboxy methyl cellulose 9004-32-4 GEN: NHP-DOG Si
N-ABS; IM-NC N-MUT; N-GEN; . _ _ _ _
17 | Carob gum (Locust gum) 9000-40-2 NHP-ROD: NHP-DOG Si
VIT; N-MUT; N-GEN; NHP-
1 - 7235-40-7 ’ ’ ’ i - - - -
8 | beta-Carotene 35-40 ROD: NHP-DOG Si
. NEG-A; BCNC; N-MUT; N- .
19 | Carrageenan (native) 9000-07-1 GEN: NHP-RAT: NHP-MON Si
NCF; N-MUT; N-GEN; NPN-
20 | Citral 5392-40-5 CFi UT; N-GEN; No - - - -
ROD
21 | Citric acid (and its salts ¢) 77-92-9 IHPM; NCF; N-MUT; N-GEN; Si - -
NHP-RAT
22 | C.I. Food Orange 6 1107-26-2 VIT; NCF; N-MUT; N-GEN; Si - -
NHP-RAT
(continta)

149



150

Tabla A7. Datos mecanicistas, y desenlaces en el RCB, de las sustancias carentes de carcinogenicidad sobre los humanos (continuacion)

# Nombre genérico del no- CASRN® Caracteristicas mecanicistas | Identificable RCB de 1-especie RCB de 2-especies
carcinégeno de humanos como NCH A RCB-rata Ratén Config. #1 Config. #2
23 | Cocoa powder FS; BCNC; N-MUT; NPN-RAT Si - -
. BCNC; IM-NC; EMNS; N-MUT; . _ _ _ _
24 | beta-Cyclodextrin 7585-39-9 N-GEN: NPH-ROD Si
o5 D&C Yellow No. 10 (C.I. Food 8004-92-0 N-MUT; N-GEN; NHP-ROD; No _ _ _ B
Yellow 13) NHP-DOG
26 Diglycerides of fatty acids FS; EMNS; N-MUT; N-GEN; Si _ _ _ _
(Diacylglycerol) NHP-ROD
27 | Dimethvi polvsil 63148-62-9 N-ABS; N-MUT; N-GEN; NHP- N _ _ _ _
imethyl polysiloxane -62- ROD: N-IPAT 0
- FS; ECPA; EMNS; N-MUT; N- . _ _ _ _
28 | Emulsifier YN 1 55965-13-4 GEN: NPN-ROD Si (o)
29 | Erythritol 149-32-6 N-MET; [M-NC; N-MUT; N- No - -
GEN; NHP-RAT; NHP-DOG
30 | Erythorbic acid (and its salts ¢) 89-65-6 VIT; SM-NC; N-MUT; N-GEN Si - - - -
N-ABS; IM-NC; N-MUT; N-
31 | Ethyl methyl cellulose 9004-69-7 ' ' ' Si - - - -
y y ! GEN; NHP-ROD; NHP-DOG !
FD&C Blue No. 1 (Brilliant NEG-A; N-MUT; N-GEN; NHP-
32 | Blue FCR) 3844-45-9 ROD; NHP-DOG No
FD&C Blue No. 2 (Indigo NEG-A; N-MUT; N-GEN; NHP- _ _ _ _
331 carmine) 860-22-0 ROD; NHP-DOG No
34 FD&C Red No. 40 (Allura Red 25956-17-6 N-MUT; N-GEN; NHP-ROD; No _ _ a _
AC) NHP-DOG
35 FD&C Y_ellow No. 5 1934-21-0 N-MUT; N-GEN; NHP-ROD; NoO _ B _ _
(Tartrazine) NHP-DOG
36 FD&C Yellow No. 6 (Sunset 2783-94-0 N-MUT; N-GEN; NHP-ROD; N _ B _ B
Yellow FCF) NHP-DOG °
N-ABS; BCNC; IM-NC; N-MUT; . _ _ _ _
37 | Gellan gum 71010-52-1 N-GEN: NHP-ROD Si
38 L-Glutamic acid (and its salts 56-86-0 AA; IHPM; N-MUT; N-GEN; Si _ _ _ _

¢)

NHP-ROD; NHP-DOG

(continda)



Tabla A7. Datos mecanicistas, y desenlaces en el RCB, de las sustancias carentes de carcinogenicidad sobre los humanos (continuacion)

# Nombre genérico del no- CASRN® Caracteristicas mecanicistas | Identificable RCB de 1-especie RCB de 2-especies
carcinégeno de humanos como NCH A RCB-rata Ratén Config. #1 Config. #2
. FS; IHPM; N-MUT; N-GEN; . _ _
39 | Glycerin (Glycerol) 56-81-5 NHP-RAT Si
N-ABS; BCNC; IM-NC; N-MUT; . + [PIT.a/ ADR.p]
40 | Guar gum 9000-30-0 S - - +
Hargu N-GEN; NHP-ROD; NHP-DOG ! 5%/ 2.5%
a1 Hydrogenated starch FS; EMNS; N-MUT; N-GEN; Si _ B
hydrolysates ¢ NHP-RAT
42 Hydroxypropyl distarch FS; ECPA; N-MUT; N-GEN,; Si _ _
glycerol NPN-RAT
43 Hydroxypropyl distarch 53124-00-8 FS; ECPA; N-MUT; N-GEN,; - _ _
phosphate NHP-MIC
Hydroxypropyl methyl N-ABS; IM-NC; N-MUT; N- . _ _
44 | cellulose 9004-65-3 GEN; NHP-RAT; NHP-DOG Si
EMNS; IM-NC; N-MUT; N-GEN; ] _ _ _ _
45 | Isomalt 64519-82-0 NPN-ROD Si
46 | Lactic acid (and its salts ¢) 50-21-5 NCF; IHPM; N-MUT; N-GEN; si - -
NPN-RAT
. NEG-A; IM-NC; N-MUT; N- ,
47 | Lactitol 585-86-4 GEN: NPN-ROD: NHP-DOG Si - (o)
48 | Lactose 63-42-3 FS; IM-NC; NHP-ROD Si - (o) - - -
o . FS; ECPA; N-MUT; N-GEN,;
49 | Lecith - 2-43- ’ ’ ’ ’ i - -
9 ecithin (soya-bean derived) 8002-43-5 NHP-RAT Si
50 | Lithocholic acid 434-13-9 ECPA; N-MUT; NPN-ROD Si - - - -
51 | Maltitol 585886 | o IMNC N-MUTN-GEN: Si - (o) -
NPN-RAT
5 | b-Mannitol 69.65.8 FS; IM-NC; N-MUT; N-GEN; s _ _ _ _
annito NPN-ROD !
53 | Methyl cellulose 618-391-7 N-ABS; IM-NC; N-MUT; N- si - -

GEN; NHP-RAT; NHP-DOG

(continda)
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Tabla A7. Datos mecanicistas, y desenlaces en el RCB, de las sustancias carentes de carcinogenicidad sobre los humanos (continuacion)

# Nombre genérico del no- CASRN® Caracteristicas mecanicistas | Identificable RCB de 1-especie RCB de 2-especies
carcindgeno de humanos como NCH A RCB-rata Ratén Config. #1 Config. #2
54 | Neosugar® 88385-81-3 | DCNG N-MET; IM-NC; N-MUT; Si +[PIT.a] 2% m +
NPN-RAT; N-GEN
55 | Niacin 59-67-6 VIT; NCF; ECPA Si - -
56 | Niacinamide 98-92-0 VIT; NCF; ECPA Si - -
57 | Oleic acid (and its salts ¢) 121854-29-3 FS; NCF; N-MUT; N-GEN Si + [PAN.i] 5% = +
58 | Olest 121854-29-3 | ConCi MEGA NMET;N- si - - - -
estra Ead MUT; N-GEN !
. FS; EMNS; N-MUT; N-GEN; . _ _
59 | Oxystearin NHP-RAT: NHP-DOG Si
60 Phosphated distarch FS; ECPA; N-MUT; N-GEN,; Si _ a
phosphate NPN-RAT
61 | Polvdext 68424.04.4 | NEG-A; BCNC; IM-NC; N-MUT; s _ _ _ _
olydextrose N-GEN i
62 Polyglycerol esters of fatty BCNC; N-MET; N-MUT; N- Si _ _ _ _
acids GEN; NHP-ROD
. FS; BCNC; N-MET; N-MUT; N-
63 | Polyglycerol polyricinoleate 68936-89-0 ' ! ' ' Si - - - -
yaly poync GEN; NHP-ROD !
64 | Polyphosphates NCF; ECPA; N-MUT; N-GEN; Si - -
NHP-HUM
EMNS; N-MUT; N-GEN; NPN-
65 | Polysorbate 80 9005-65-6 ROD: NHP-DOG: NHP-MON No
. . NEG-A; N-MUT; N-GEN; NHP- _ _
66 | Polyvinylpyrrolidone 9003-39-8 RAT: NHP-DOG No
_— . . NCF; IHPM; N-MUT; N-GEN;
7|P | 79-09-4 ; ’ ’ ' i - -
6 ropionic acid (and its salts ¢) 9-09 NHP-RAT: NHP-DOG Si
6s | p | qallat 121-79-9 NCF; IHPM; N-MUT; N-GEN; - _ _ _ _
ropyl gaflate " NHP-ROD !
EMNS; MIHPM; N-MUT; N- . _ _
69 | Propylene glycol 57-55-6 GEN: NHP-RAT Si

(continda)



Tabla A7. Datos mecanicistas, y desenlaces en el RCB, de las sustancias carentes de carcinogenicidad sobre los humanos (continuacion)

# Nombre genérico del no- CASRN® Caracteristicas mecanicistas | ldentificable RCB de 1-especie RCB de 2-especies
carcinégeno de humanos como NCH A RCB-rata Ratén Config. #1 Config. #2
70 | all-trans-Retinol 68-26-8 VIT; NCF; N-MUT; N-GEN; Si + [ADR.p] 0.25% +
NPN-RAT
71 S.I|.ICOI’1 dioxide (amorphous 7631-86-9 NEG-A; N-MUT; N-GEN; NHP- No N _ _ _
silica) RAT
. . . FS; NCF; N-MUT; N-GEN; ;
72 | Sorbic acid (and its salts ¢) 110-44-1 NHP-ROD Si
. FS; NCF; N-MUT; N-GEN,; . _ _
73 | D-Sorbitol 50-70-4 NHP-RAT: NHP-DOG Si
74 Starch acetate (Acetylated 9045-28-7 FS; ECPA; N-MUT; N-GEN; Si _ _ _ _
starch) NPN-ROD
Starch sodium octenyl FS; MIHPM; N-MUT; N-GEN; .
S | succinate 66829-29-6 NHP-RAT S
: EMNS; MIHPM; N-MUT; N- . _ _
76 | Sucroglyceride GEN Si
77 | Sucrose 57-50-1 FS; EMNS; NHP-ROD Si - - - -
. EMNS; MIHPM; N-MUT; N- .
78 | Sucrose acetate isobutyrate 204-771-6 GEN: NHP-ROD: NHP-MON Si
79 | 5170 (Ryoto™) 5 FS; EMNS; N-MUT; N-GEN; si _ _
NHP-RAT
80 | 5-570 (Ryoto™) 5 FS; EMNS; N-MUT; N-GEN; si _ _
NHP-RAT
. N-ABS; BCNC; IM-NC; N-MUT,; .
81 | Tamarind seed gum 39386-78-2 N-GEN: NHP-ROD Si
N-ABS; BCNC; IM-NC; N-MUT; . _ _ _ _
82 | Taragum 39300-88-4 N-GEN: NHP-ROD Si
Titanium dioxide (C.I. Pigment N-ABS; N-MUT; N-GEN; N-
83 13463-67-7 No - - - -
White 6) IPAT; NPN-ROD
84 | alpha-Tocopherol 59-02-9 VIT; N-MUT; N-GEN; NHP-RAT Si - -
(continta)
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Tabla A7. Datos mecanicistas, y desenlaces en el RCB, de las sustancias carentes de carcinogenicidad sobre los humanos (continuacion)

# Nombre genérico del no- CASRN® Caracteristicas mecanicistas | Identificable RCB de 1-especie RCB de 2-especies
SEFEIMETETD Bl NS el RCB-rata Raton Config.#1 | Config.#2
N-ABS; BCNC; IM-NC; N-MUT; ] _ _
85 | Tragacanth gum 9000-65-1 N-GEN: NHP-MIC Si
86 | Triglycerides of fatty acids FS; EMNS; N-MUT; N-GEN; Si - - - -
NHP-ROD
. . . 107-43-7;590- | NCF; MIHPM; N-MUT; N-GEN; .
87 | Trimethylglycine (Betaine) 47-6 NHP-RAT Si
. NCF; ECPA; N-MUT; N-GEN; ,
88 | Triphosphate 14127-68-5 NPN-RAT: NHP-HUM Si
89 | L-Tryptophan 73-22-3 AA, IHPM; N-MUT; NHP-ROD Si - - - -
90 | xanth 11138-66-2 BCNC; IM-NC; N-MUT; N-GEN; Si _ _
anthan gum NHP-DOG i
. FS; NCF; IM-NC; N-MUT; N- . _ _ _ _
91 | Xylitol 87-99-0 GEN: NHP-ROD Si
92 | D-Xylose 58-86-6 NCF; EMNS; N-MUT: N-GEN; si - -
NHP-RAT; NHP-DOG
Negativos al RCB + Total de no-carcindgenos de humanos de tipo no-mutagénico 80/84 57/57 89/89 49/53
Especificidad = (Negativos al RCB + Total de no-carcinégenos de humanos) x 100% 95.2% 100% 100% 92.4%

AA: Aminoécido natural, ya sea natural o fisiolégico; ADR.p: Adrenal gland pheochromocytoma; BCNC: Sustancia compuesta por moléculas nutricionales; ECPA: Sustancia end6gena
al y con actividad fisiol6gica en el cuerpo humano; EMIC: Extensivamente metabolizado a sustancias farmacoldgica y toxicol6gicamente inertes (p. €j., acido hipurico); EMNS:
Extensivamente metabolizado a sustancias nutricionales; EPHD: Ampliamente presente en las dietas naturales humanas; IHPM: Intermediario del metabolismo fisiolégico humano; IM-
NC: Sujeto a metabolismo intestinal humano con productos que son de insignificante toxicidad; KID.tca/tcc: Kidney transitional-cell adenoma or carcinoma; MBPM: Metabolizado a
subproductos del metabolismo fisiolégico humano; MIHPM: Completamente metabolizado a intermediarios del metabolismo fisioldgico humano; MTD: Dosis méxima tolerada [8]; N-
ABS: Sin absorcion oral detectable; N-IPAT: en roedores expuestos hasta por 2 afios a MTDs de esta sustancia, no se encontrd incrementos en la incidencia de lesiones histolégicas
gastrointestinales; NCF: En cantidades significativas y sustantiva frecuencia, esta sustancia es un constituyente de frutas o vegetables comestibles; N-GEN: Carencia de genotoxicidad,;
N-MET: No metabolizado tras estar sistémicamente biodisponible; N-MUT: Carencia de mutagenicidad; NEG-A: Insignificante absorcién oral (< 1%); NHP-HUM: en estudios clinicos
en humanos de duracién crénica (= 6 meses), no se encontré incremento en la incidencia de lesiones histopatoldgicas adosis d iarias mayores a la ingesta diaria de la poblaciéngeneral;
NHP-DOG: En bioensayos cronicos (= 1 afio) conducidos en perros expuestos a MTDs de esta sustancia, no se encontré incremento en la incidencia de lesiones histopatolégicas;
NHP-MON: En bioensayos crénicos (= 1 afio) conducidos en monos expuestos a MTDs de esta sustancia, no se encontré incremento en la incidencia de lesiones histopatolégicas;
PAN.i: Pancreas insulinoma; PIT.a: Pituitary gland adenoma; SM-NC: Sometido en humanos a metabolismo sistémico cuyos productos poseen insignificante toxicidad ;



THY.fa: Thyroid follicular-cell adenoma: VIT: Una vitamina o precursor de vitaminas (provitaminas). Negativos: Sustancias identificadas en esta tesis como no-carcindgenos de
humanos que, a su vez, resultaron negativas (0 no-carcinogénicas) en el RCB. Total: Total de sustancias identificadas en esta tesis como no-carcinégenos de humanos y con resultados
disponibles en el RCB. ¢ Sales de sodio, potasio, o calcio; § untipo de éster de sacarosa de acidos grasos; 1 una mezcla del acido fosfatidico y triglicéridos; ¢ también conocido como
Hydrogenated glucose syrups; A Identificable como no-carcinogénico para humanos sin necesidad de recurrir ala ausencia tanto de lesiones histol6gicas preneoplasicas como de otras
lesiones histologicas asociables a las caracteristicas claves de los carcinégenos en pruebas de toxicidad crénica (> 1-afio de exposicion) en roedores (asunto explicado en la seccion
10.3.2); e Emulsifier YN: un incremento estadisticamente significativo en la incidencia de tumores pituitarios (chromophobe adenoma) se observo a dosis equivalentes a 6% (p/p) del
alimento; e Lactitol: Un incremento estadisticamente significativo en la incidencia de tumores testiculares (Leydig-cell tumors) se observd a dosis equivalentes a 10% (p/p) del alimento;
e Lactose: Unincremento estadisticamente significativo enlaincidencia de tumores testiculares (Leydig-cell tumors) y neoplasmas adrenales (malignant pheochromocytoma) se obsené
a dosis equivalentes a 20% (p/p) del alimento; e Maltitol: Un incremento estadisticamente significativo de la incidencia de tumores adrenales (benign pheochromocytoma) se encontré
a dosis equivalentes a 9% (p/p) del alimento; m Neosugar® resulté negativo a carcinogenicidad en el RCB-rata a dosis equivalentes a 0.8% (p/p) del alimento; m Sodium oleate (una sal
del acido oleico) fue negativo a carcinogenicidad en el RCB-rata a dosis equivalentes a 2.5% (p/p) del alimento. Nota #1: Las celdas en blanco correspondieron a una ausencia de
datos disponibles en la literatura. Note #2: El significado de algunos de los acronimos empleados en esta tabla (a saber, NHP-RAT; NHP-MIC; NHP-ROD; NPN-RAT; NPN-MIC; NPN-
ROD) se explican en la Tabla A10. Nota #3: Las referencias de los datos compilados en esta tabla estan disponibles en el material suplementario de Suarez-Torres y col. [42,43].

Tabla A8. (Datos). Desenlaces en el RCB, y mecanismos de accidon mutagénica, de las sustancias blanco del objetivo especifico #3

o Carcinogénesis en roedores
# Nomb;eugstteg:crlizo dela CASRN® RCB-rata (ruta) RCB-rat6n (ruta) Mecanismo de accién mutagénica
(histopatologia) (histopatologia)
Drogas (principios activos) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
1 | Amsacrine 51264-14-3 + (i.v.) Intercalado en el ADN ¥
2 | Bendamustine 3543-75-7 + (p.o./i.p.) Aduccién covalente al ADN
3 | Bleomycin 9041-93-4 +(s.c.) Intercalado rigne;fgeT;Agmé” al surco
4 | Carmustine 154-93-8 + (i.p.) + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
5 | Chloral hydrate 302-17-0 + (p.o.) Aduccion covalente al ADN
6 | Chlorozotocin 54749-90-5 + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
7 | Cisplatin 15663-27-1 + (i.p.) Aduccién covalente al ADN
8 | Cytembena 21739-91-3 + (i.p.) EQ (i.p.) Inhibicién de la sintesis de ADN ¢
9 | Dacarbazine 4342-03-4 + (p.0.) + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
10 | Dactinomycin 50-76-0 + (i.p./s.c.) + (i.p./s.c.) Intercalado en el ADN ¥
(continta)
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Tabla A8. (Datos). Desenlaces en el RCB, y mecanismos de accién mutagénica, de las sustancias blanco del objetivo especifico #3 (continuacion)

. Carcinogénesis en roedores
# Nombfuifg::i;o dela CASRN® RCB-rata (ruta) RCB-rat6n (ruta) Mecanismo de accion mutageénica
(histopatologia) (histopatologia)
Drogas (principios activos) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
11 | Danthron 117-10-2 + (p.o.) + (p.o.) Intercalado en el ADN ¥
12 | Daunorubicin 20830-81-3 + (i.v.) +(s.c.) Intercalado en el ADN ¥
13 | Dexrazoxane; Razoxane 24584-09-6 + (i.p.) & + (i.p.) & Inhibicion de la topoisomerasa Il
14 | Doxorubicin 23214-92-8 + (i.v./s.c.) Intercalado en el ADN ¥
15 | Epirubicin 56390-09-1 + (i.v./s.c.) Intercalado en el ADN ¥
16 | Hydralazine 86-54-4 + (p.o.) + (p.o.) Aduccion covalente al ADN
17 | Hydroxyurea 127-07-1 + (i.p.) Desconocido
18 | Ifosfamide 3778-73-2 + (i.p.) + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
19 | Irinotecan 97682-44-5 + (i.v.) Inhibicion de la topoisomerasa |
20 | Lomustine 13010-47-4 + (i.p.) + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
21 | Mechlorethamine 51-75-2 + (i.v.) + (i.v./s.c.) Aduccién covalente al ADN
22 | Mitomycin C 50-07-7 + (i.p.) + (i.v.) Aduccion covalente al ADN
23 | Mitoxantrone 65271-80-9 + (i.v.) + (i.v.) Intercalado en el ADN ¥
24 | Oxcarbazepine 28721-07-5 + (p.o.) + (p.o.) Unién al ADN de tipo ain no caracterizado
25 | Phenazopyridine 94-78-0 + (p.o.) + (p.o.) Unién al ADN de tipo alin no caracterizado
26 | Phenoxybenzamine 59-96-1 + (p.o./i.p.) + (i.p.) Aduccién covalente al ADN ¢
27 | Procarbazine 366-70-1 + (p.0.) + (p.o.) Aduccion covalente al ADN
28 | Streptozotocin 18883-66-4 + (i.p.fiv.) + (i.p.fi.v.) Aduccion covalente al ADN
29 | Temozolomide 85622-93-1 + (p.o.) Aduccion covalente al ADN
30 | Triethylenephosphoramide 545-55-1 + (p.o.) Aduccidn covalente al ADN
31 | Triethylenemelamine 51-18-3 + (i.p.) Aduccion covalente al ADN
32 | Triaziquone 68-76-8 + (i.v.) Aduccion covalente al ADN
33 | Trichlormethine 555-77-1 +(s.c.) Aduccion covalente al ADN

drogas Nitro-aromaticas de 5-miembros (FMNASs) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies

(continua)



Tabla A8. (Datos). Desenlaces en el RCB, y mecanismos de accidon mutagénica, de las sustancias blanco del objetivo especffico #3 (continuacion)

N S el Carcinogénesis en roedores
ombre genérico de la . - -
# I CASRN® RCB-rata (ruta) RCB-rat6n (ruta) Mecanismo de acciéon mutagénica
(histopatologia) (histopatologia)
drogas Nitro-aromaticas de 5-miembros (FMNAs) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
1 | Benznidazole 22994-85-0 + (i.p.) (In.lym; sp.lym) Unién al ADN de tipo caracterizado A
) + (p.o.) (mg.ac; . . .
2 | Furazolidone 67-45-8 P mz;(fa)g + (p.o.) (ab.ca; ns.Is) Unién al ADN de tipo caracterizado A
3 | Furylfuramide 3688-53-7 *(p-0) (mg.ac; * (p-0.) (fs.scp; fs.scc; Desconocido
fs.scp; liv.hms) ab.ad)
4 | Metronidazole 443-48-1 *(p-0) (‘.“e'amy; + (p.0.) (ns.lym; ab.ad) Union al ADN de tipo caracterizado A
mg.fa; liv.hpc)
I + (p.o.) (mg.fa; , ) .
5 | Nifurtimox 23256-30-6 mg.ac; ub.tcc) + (i.p.) (In.lym; sp.lym) Desconocido
) . + (p.o.) (mg.fa; +(p.o.) (ao.lym; . . .
6 | Nitrofurantoin 67-20-9 Kid.tub.ad) ov.tub.ad) Unién al ADN de tipo caracterizado A
Nitro-fenilos con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
1 | 1-Chloro-2-nitrobenzene 88-73-3 + (p.o.) (liv.hpa/hpc) * (p-0-|)i\5|lr\]/r-)|'l1)lf;a/hpc: Unién al ADN de tipo caracterizado A
, + (p.o. fi; sp.fs; . . . .

2 | 1-Chloro-4-nitrobenzene 100-00-5 (P s)p(ZZtsl) p-Is + (p.o.) (In.lym; liv.hms) Unién al ADN de tipo caracterizado A
1-Methoxy-2-nitrobenzene (2- + (p.o.) (mcl; ub.tcc; . . ., . .

3 91-23-6 + (p.o.) (liv.hpa; liv.hpb u | ADN det t do A
Nitroanisole) kid.tcc) (p.0.) (liv.hpa; liv.hpb) nién al e tipo caracterizado
1-Methyl-2,4-dinitrobenzene + (p.o.) (liv.hpc; . - . .

4 121-14-2 + (p.o.) (kid.tub.ad u | ADN det t do A
(2,4-Dinitrotoluene) mg.fa; sub.fi) (p-0.) (kid.tub.ad) nion & € 1ipo Garaclorizado
2-Methyl-1,3-dinitrob + (p.o.) (liv.hpa;

5 emyi-~,s-dinitrobenzene 606-20-2 (P © ) (liv-hpa; Unioén al ADN de tipo caracterizado A
(2,6-Dinitrotoluene) liv.hpc)

. + (inh.) (liv.hpa/hpc; + (inh.) (mg.ad; . . .
6 | 4-Nitrobenzene 98-95-3 esp: kid.tub.ad) ab.ad/ab.ca: liv.hpa) Union al ADN de tipo caracterizado A
Dioxidos (u otros derivados) de la quinoxalina (drogas) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
1 | Carbadox 6804-07-5 + (p.o.) Desconocido
(continda)
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Tabla A8. (Datos). Desenlaces en el RCB, y mecanismos de accidon mutagénica, de las sustancias blanco del objetivo especffico #3 (continuacion)

o Carcinogénesis en roedores
Nombre genérico de la

# N, CASRN® RCB-rata (ruta) RCB-rat6n (ruta) Mecanismo de accion mutageénica
(histopatologia) (histopatologia)
Dioxidos (y otros derivados) de la quinoxalina (drogas) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
2 | Desoxycarbadox 55456-55-8 + (p.o.) Desconocido
3 | Mequindox 13297-17-1 + (p.0.) + (p.o.) Unién al ADN de tipo caracterizado A
4 | Olaquindox 23696-28-8 + (p.o.) + (p.o.) Unién al ADN de tipo caracterizado A
Tri-fenil-metanos (colorantes antimicrobianos) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
C.l. Basic Red 9 (para- + (p.o.) (ski.scc,
. S ) + (p.o.) (ab.ad/ab.ca, . . ,
1 | Magenta; para-Fuchsin; para- 569-61-9 ski.tri, sub.fi, thy.fcc, . (p-0.) ( Unioén al ADN de tipo caracterizado A §
. } liv.hpc, hag.ad/hag.cya)

Rosaniline) liv.hpc, ess, zym.ca)

2 | Leucomalachite Green 129-73-7 EQ (p.0.) + (p.o.) (liv.hpa/liv.hpc) Unién al ADN de tipo caracterizado A

ab.ad: alveolar/bronchiolar adenoma (lung); ab.ca: alveolar/bronchiolar carcinoma (lung); ao.hms: any organ hemangioendothelial sarcoma; ao.lym: any organ lymphoma; cg.ad:
clitoral gland adenoma; cg.ac: clitoral gland adenocarcinoma; ess: endometrial stromal sarcoma; esp: endometrial stromal polyps (uterus); fs.scp: forestomach squamous-cell
papilloma; fs.scc: forestomach squamous-cell carcinoma; hag.ad/hag.cya: harderian gland adenomas or cystadenomas; hs.Il: hematopoietic system leukemia or lymphoma; kid.tca:
kidneys transitional-cell adenoma; kid.tcc: kidneys transitional-cell carcinoma; kid.tub.ad: kidneys tubular-cell adenoma; kid.tub.ca: kidneys tubular-cell carcinoma; liv.hpa: liver
hepatocellular adenoma; liv.hpc: liver hepatocellular carcinoma; liv.hpb: liver hepatoblastoma; In.lym: lymph node lymphoma; liv.hms: liver hemangioendothelial sarcoma; mg.fa:
mammary gland fibroadenoma; mg.ac: mammary gland adenocarcinoma mcl: mononuclear-cell leukemia; ns.lym: lymphoma (unspecified site); ns.Is: lymphosarcoma (unspecified
site); ov.tub.ad: ovary tubular adenoma; ov.bn.mix: ovary benign mixed tumors; pg.ad: preputial gland adenoma; pg.ac: preputial gland adenocarcinoma; sp.lym: spleen lymphoma;
sp.ll: spleen leukemia or lymphoma; sp.fi: spleen fibroma; sp.fs: spleen fibrosarcoma; sp.osts: spleen osteosarcoma; sub.fi: subcutaneous fibroma; sub.fs: subcutaneous
fibrosarcoma; ski.scc: skin squamous-cell carcinoma; ski.tri: skin trichoepitheliomas; thy.fca: thyroid follicular-cell adenoma; thy.fcc: thyroid follicular-cell carcinoma;

ute.ad: uterus adenoma (unspecified tissue); ute.amy: uterus adenomyoma; ub.scc: urinary bladder squamous-cell carcinoma; ub.tcp: urinary bladder transitional-cell papilloma;
ub.tcc: urinary bladder transitional-cell carcinoma; zym.ca: zymbal gland carcinomas. Nota #1: Las celdas en blanco correspondieron a una ausencia de datos disponibles en la
literatura. Nota #2: Las referencias de los datos compilados enestatablaestan disponibles en el material suplementario de Suarez-Torres y col. [42,43]. ¢ Se desconoce el mecanismo
exacto de inhibicion de la sintesis de ADN; ¥ acoplado ala inhibicién o envenenamiento de topoisomerasas celulares; # corresponde al ensayo (or prueba) del farmaco razoxane
(ICRF-159, CASNR 21416-67-1), el cual es una mezcla racémica de dexrazoxane (ICRF-187, 24584-09-6) y levrazoxane (ICRF-186; CASNR 24613-06-7); A Evidenciaexperimental
de (1) aduccién al ADN, ya sea covalente u oxidativa, o (2) unién al ADN através de otros mecanismos asociados a la mutagenicidad (p. €j., intercalado al ADN acoplado a inhibicion
de topoisomerasas); EQ: Desenlace equivoco (los resultados fueron ambiguos, o no pueden ser reconocidos inequivocamente); A sitio e histopatologia de los tumores; § extrapolado
tedricamente desdela conocidacapacidad de C.l. Basic Violet 3 (CASRN 548-62-9) y Leucomalachite Green (CASRN 129-73-7) de formaraductos covalentes con el ADN, los cuales
(p. €j., C.I. Basic Violet 3) pertenecen a la misma misma clase quimica (a saber, tri-fenil-metanos) y comparten los mismos toxicéforos que C.I. Basic Red 9.



Tabla A9. Datos de toxicologia genética de las sustancias blanco del objetivo especifico #3

# | Nombre genérico dela CASRN® Mutagénesis Clastogénesis Dafio al ADN Criterio ¢
DL in vitro in vivo in vitro in vivo in vitro in vivo
Drogas (principios activos) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies

1 | Amsacrine 51264-14-3 + (Ames, V79, CHO) - (MM) + (MLA, MN, CA) + (MN, CA) + (SCE) 1,2,4,5
2 | Bendamustine 3543-75-7 + (Ames) + (CA) + (MN) + (SCE) 2

3 | Bleomycin 9041-93-4 + (Ames) + (MLA, MN, CA) + (MN, CA) + (COMET) 1,2,4
4 | Carmustine 154-93-8 + (Ames, V79) + (MLA, MN, CA) + (MN, CA) + (COMET) + (SCE) 1,2,4,5
5 | Chloral hydrate 302-17-0 + (Ames) + (MLA, MN, CA) + (MN, CA) CJ:rO(I\S/ICI:EI'EI') + (COMET) 1,24
6 | Chlorozotocin 54749-90-5 + (Ames; V79) * (SCE + (COMET) 2,5

' COMET) '

7 | Cisplatin 15663-27-1 + (Ames) + (MM) + (MLA, MN, CA) + (MN, CA) +(COMET) | 1,2,3,4
8 | Cytembena 21739-91-3 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN, CA) + (SCE) 1,2

9 | Dacarbazine 4342-03-4 + (Ames, CHO) + (MLA) i ('\DAI[\II\’/IfA’ 1,4,5
10 | Dactinomycin 50-76-0 + (CHO) + (MLA, MN, CA) + (MN) + (SCE) + (SCE) 1,2
11 | Danthron 117-10-2 + (Ames) + (MLA, MN, CA) - (MN) + (COMET) | + (COMET) 2
12 | Daunorubicin 20830-81-3 + (Ames, V79) + (MLA, CA) + (MN, CA) 1,2,5
3 Dexrazoxane 24584-09-6 + (CA, MLA) + (MN) )
1 1,

Razoxane 21416-67-1 + (V79) + (MN, CA) + (UDS)
14 | Doxorubicin 23214-92-8 + (Ames, V79, CHO) + (MN, CA) + (MN, CA) + (SCE) 1,2,4,5
15 | Epirubicin 56390-09-1 + (Ames, V79) + (CA) + (MN, CA) 1,5
16 | Hydralazine 86-54-4 + (Ames, V79) + (MN) + (SCE) 1,5
+ (COMET,
17 | Hydroxyurea 127-07-1 + (Ames) + (MLA, MN, CA) + (MN, CA) (SCE) 1,24
18 | Ifosfamide 3778-73-2 + (Ames) + (MLA) + (MN, DLM) 1
+ (COMET;
19 | Irinotecan 97682-44-5 - (Ames) + (CA) + (MN, CA) (SCE) + (COMET) 1,2,4
(continta)
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Tabla A9. Datos de toxicologia genética de las sustancias blanco del objetivo especifico #3 (continuacion)
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# | Nombre genérico de la CASRN® Mutagénesis Clastogénesis Dafio al ADN Criterio ¢
sustancia in vitro in vivo in vitro in vivo in vitro in vivo
Drogas (principios activos) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
20 | Lomustine 13010-47-4 | + (Ames, V79, CHO) + (CA) + (DLM) + (SCE) + (COMET) 1,2,5
21 | Mechlorethamine 51-75-2 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN, DLM) | + (COMET) 1,2
22 | Mitomycin C 50-07-7 + (Ames) + (MLA, MN, CA) | + (MN, CA) + (COMET) 1,2,4
23 | Mitoxantrone 65271-80-9 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN) " (C;?:'\él)ET’ 2
24 | Oxcarbazepine 28721-07-5 + (Ames) / = (V79) + (MN; CA) - (MN) + (SCE) + (COMET) 2
25 | Phenazopyridine 94-78-0 + (Ames) + (CA, MLA) + (MN) + (COMET) 1,2
26 | Phenoxybenzamine 59-96-1 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN) + (SCE) 2
27 | Procarbazine 366-70-1 +(V79, CHO) + (MM) + (MLA) * (Mlég MN, + (SCE) + (SCE) L 2'53' 4
28 | Streptozotocin 18883-66-4 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN) + (SCE) + (COMET) 1,2
29 | Temozolomide 85622-93-1 + (Ames) + (Pig-A) + (MN) + (COMET) 1,3
30 | TEPA 545-55-1 + (Ames) + (CA) + (CA, DLM) + (SCE) 1,2
31 | Triethylenemelamine 51-18-3 + (Ames, V79) + (MN, CA) + (MN, CA) + (SCE) 1,2,4,5
32 | Triaziquone 68-76-8 + (Ames) + (MN, CA) + (MN, CA) + (SCE) 1,2
33 | Trichlormethine 555-77-1 + (V79) + (CA; DLM) 1
drogas Nitro-aromaticas de 5-miembros (FMNASs) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutédgenos trans-especies
1 | Benznidazole 22994-85-0 + (Ames) + (MN, CA) + (MN, CA) - (SCE) 1,2
2 | Furazolidone 67-45-8 + (Ames, CHO) + (CA) + (MN) + (SCE) + (SCE) 1,2,5
3 | Furylfuramide 3688-53-7 + (Ames, V79) + (MLA) + (MN, CA) 1,5
4 | Metronidazole 443-48-1 + (Ames) + (MN, CA) + (MN, CA) + (SCE) + (COMET) 1,2,4
5 | Nifurtimox 23256-30-6 + (Ames) + (MN) + (MN, CA) + (SCE) 1,4
6 | Nitrofurantoin 67-20-9 + (Ames, CHO) * (G;;tc)ielta- + (MLA, CA) g O(I\S/I(I:E'EI') g O(;C;_) 1,2,3,5

(continta)



Tabla A9. Datos de toxicologia genética de las sustancias blanco del objetivo especifico #3 (continuacion)

Nombre genérico de la CASRN® Mutagénesis Clastogénesis Dafio al ADN Criterio ¢
SUSEIEE! in vitro in vivo in vitro in vivo in vitro in vivo
Nitro-fenilos con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
1-Chloro-2-

88-73-3 + (Ames + (CA - (MN + (SCE + (COMET 2
nitrobenzene ( ) (CA (MN) ( ) ( )
1-Chloro-4-

. 100-00-5 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN) + (SCE) + (COMET) 1,2
nitrobenzene
1-Methoxy-2-

. y 91-23-6 + (Ames) + (MLA) +(SCE) | +(COMET) 2
nitrobenzene
1-Methyl-2,4- + (UDS,

+ (MN)/ - - (UDS,

dinitrobenzene (2,4- 121-14-2 + (Ames) / - (CHO) + (MLA)/ - (CA) ((DLI\ZI) éCE) SCE) / - 1,4
Dinitrotoluene) (COMET)
2-Methyl-1,3- + (COMET
dinitrobenzene (2,6- 606-20-2 + (Ames) + (MN) ( ' 1,4

. uDS)
Dinitrotoluene)
4-Nitrobenzene 98-95-3 + (V79) / - (Ames) + (MN) + (MN) + (COMET) 1

Dioxidos (u otros derivados) de la quinoxalina (drogas) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies

Carbadox 6804-07-5 + (Ames) + (MLA, CA) + (MN, CA) + (COMET) 1,2
Desoxycarbadox 55456-55-8 + (Ames) + (CA, MN) 1
+ (gamma-
Mequindox 13297-17-1 + (Ames, V79) + (CA) + (MN) + (UDS) (I-?ZAX) 1,2,5
. ) + (MN; CA; + (COMET,
Olaquindox 23696-28-8 + (Ames; V79) DLM) SCE) 1,2,5
Tri-fenil-metanos (colorantes antimicrobianos) con suficiente evidencia de toxicologia genética para ser considerados como mutagenos trans-especies
C.l. Basic Red 9 (para-
Magenta) 569-61-9 + (Ames) + (MLA)/ - (CA) (MN) + (UDS) + (COMET) 2
) + (BBM,
Leucomalachite Green 129-73-7 - (CHO) BER) - (CA) + (MN) - (COMET) 5

¢ Combinacion de datos de genotoxicidad que, de acuerdo a lo validado por medio de la Tabla A3 y Tabla 6 (seccion 9.3.3), se us6 en esta tesis para identificar a las sustancias
mutagénicas para los humanos (es decir, a los mutédgenos trans-especies). Nota #1: El significado de las siglas empleadas mas no explicadas en (la leyenda de) esta Tabla A9 puede
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encontrarse en la leyenda de la Tabla A2. Nota #2: Las celdas en blanco correspondieron a una ausencia de datos disponibles en la literatura. Nota #3: Las referencias de los datos
compilados en esta tabla estan disponibles en el material suplementario de Suarez-Torres y col. [42,43].

Tabla A10. (Datos). Desenlaces en el RCB, datos de histopatologia, y datos de genotoxicidad de las sustancias blanco del objetivo especifico #4

# Sustancia CASRN (u otros Desenlace en el RCB Lesiones Ausencia de genotoxicidad A
I £e) RCB-rata A RCB-ratén A il O
Colorantes autorizados en varios paises para uso en alimentos, medicamentos, y/o cosméticos
Amaranth 915-67-3 - (Ames, V-MN, DLM) / + (V-
1 - - (Amaranth) - (Amaranth) NPN-ROD
Amaranth, Aluminum Lake 12227-62-2 COMET) [Amaranth]
Azorubine 3567-69-9 ) ) - (Ames, MLA, IV-SCE, IV-CA, V-
2 - - - (Azorubine) - (Azorubine) NPN-ROD .
Azorubine, Aluminum Lake 84238-07-3 CA) [Azorubine]
3 | Brown HT 4553-89-3 - (Brown HT) - (Brown HT) NPN-ROD - (Ames, E. coli) (Brown HT)
4 | Carminic acid 1260-17-9 ) ) - (Ames, IV-SCE, IV-CA, IV-MN,
- (Carmine) - (Cochineal extract) NPN-ROD . .
5 | Carmine 1390-65-4 V-MN) [Carminic acid]
D&C Yellow No. 10 8004-92-0 - (Ames, MLA, V-MN) / + (IV-
6 | D&C Yellow No. 10 Aluminum - (D&C Yellow No. 10) | - (D&C Yellow No. 10) NHP-ROD COMET, IV-MN) [D&C Yellow No.
68814-04-0 10
Lake ]
FD&C Blue No. 1 3844-45-9 - (Ames, V-MN, V-COMET)
7 - (FD&C Blue No. 1) - (FD&C Blue No. 1) NHP-ROD |
FD&C Blue No. 1 Aluminum Lake 68921-42-6 [FD&C Blue No. 1]
FD&C Blue No. 2 860-22-0 - (Ames, IV-COMET, V-CA, V-
8 - (FD&C Blue No. 2) - (FD&C Blue No. 2) NHP-ROD COMET, V-MN) [FD&C Blue No.
FD&C Blue No. 2 Aluminum Lake 16521-38-3 2]
FD&C Green No. 3 2353-45-9
9 i FD&C Green No. 3 FD&C Green No. 3 NHP-ROD - (Ames, IV-CA, V-COMET, V-
FD&C Green No. 3 Aluminum .1 420531 ¢ ( reen No. 3) ( reen No. 3) - MN) [FD&C Green No. 3]
Lake o '
FD&C Red No. 40 25956-17-6 - (Ames, V-MN, MutaMouse)
10 . - (FD&C Red No. 40) | - (FD&C Red No. 40) NHP-ROD
FD&C Red No. 40 Aluminum Lake 68583-95-9 [FD&C Red No. 40]

Colorantes autorizados en varios paises para uso en alimentos, medicamentos, y/o cosméticos

(continta)



Tabla A10. (Datos). Desenlaces en el RCB, datos de histopatologia, y datos de genotoxicidad de las sustancias blanco del objetivo especifico #4 (continuacion)

# Sustancia CASRN (u Desenlace en el RCB Lesiones Ausencia de genotoxicidad A
otros iDs Q) RCB-rata A RCB-ratén A histolégicas A
FD&C Yellow No. 5 (Tartrazine) 1934-21-0 - (Ames, MLA, IV-SCE, V-CA, V-MN)
- (FD&C Yellow No.
11 - - (FD&C Yellow No. 5) NHP-ROD / + (IV-COMET, V-COMET) [FD&C
FD&C Yellow No. 5 Aluminum 5) vell
. 12225-21-7 ellow No. 5]
Lake (Tartrazine’s Lake)
FD&C vellow No. 6 2783940 (FD&C Yellow N (Ames, V-MN, V-CA, V-COMET)
- ellow No. - (Ames, V-MN, V-CA, V-
12 | FD&C Yellow No. 6 Aluminum 15790075 - (FD&C Yellow No. 6) 6) NHP-ROD [FD&C Yellow No. 6]
Lake
Patent Blue V, Calcium Salt 3536-49-0
13 | PatentBlue V, Sodium Salt 20262-76-4 | - (Patent Blue V, either | _ (FaentBlueV, — (MLA, V-MN, V-COMET) [Patent
) . either calcium or NHP-ROD
Patent Blue V, Aluminum Lake 86510-75-0 | calciumor sodium salf) sodium salt) Blue V]
14 | PatentBlue VF, Sodium Salt 129-17-9
15 Ponceau 4R 2611-82-7 ® 4R) P 4R) NPN-ROD - (Ames, MLA, V-MN) / + (IV-CA, V-
- (Ponceau - (Ponceau -
Ponceau 4R Aluminum Lake 12227-64-4 COMET) [Ponceau 4R)
Farmacos (drogas aprobadas por la autoridad sanitaria) antimicrobianos de la medicina humana o veterinaria
1 | Abamectin 71751-41-2
- . . - (Ames, V79, MLA, IV-CA, V-CA)
2 | Avermectin Bla 65195-55-3 - (Abamectin) - (Abamectin) NHP-ROD .
[Abamectin]
3 | Avermectin Blb 65195-56-4
4 | Apramycin 37321-09-8 - (Apramycin - (Apramycin NPN-ROD - (Ames, E. coli, MLA, IV-UDS)
pramy! (Apramycin) (Apramycin) [Apramycin]
. . . . . . - (Ames, MLA, IV-CA, V-MN, V-SCE)
5 | Avilamycin 11051-71-1 - (Avilamycin) = (Avilamycin) NHP-ROD . .
[Avilamycin]
6 | chl l 57-62-5 chl I NHP-RAT ~ (Ames, CHO, V-CA)
ortetracycline -62- (Chlortetracycline) - [Chlortetracycline]
. . _ _ _ _ NPN-ROD - (Ames, V79, DLM, V-MN) / + (MLA)
7 | Ciprofloxacin 85721-33-1 (Ciprofloxacin) (Ciprofloxacin) (Enrofloxacin) [Ciprofloxacin]
_ _ _ - (Ames, CHO, MLA, V-MN) / + (IV-
8 | Danofloxacin 112398-08-0 - (Danofloxacin) - (Danofloxacin) NHP-ROD .
CA) [Danofloxacin]
(continta)
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Tabla A10. (Datos). Desenlaces en el RCB, datos de histopatologia, y datos de genotoxicidad de las sustancias blanco del objetivo especifico #4 (continuacion)

# Sustancia CASRN (u Desenlace en el RCB Lesiones Ausencia de genotoxicidad A
otros iDs Q) RCB-rata A RCB-ratén A histolégicas A
Farmacos (drogas aprobadas por la autoridad sanitaria) antimicrobianos de la medicina humana o veterinaria
) . . NHP-ROD - (Ames, MLA, IV-UDS, V-MN)
9 | Doramectin 117704-25-3 - (Abamectin) - (Abamectin) . .
(Abamectin) [Doramectin]
10 | Emamectin 119791-41-2
11| E tin B1 11549937 Q E ti E ti NPN-ROD - (Ames, V79, IV-CA, V-CA) [+ (IV-
mamectin Bla (Emamectin) (Emamectin) - COMET) [Emamectin]
12 | Emamectin B1b 15279960 Q
. . . - (IV-UDS, V-CA, V-MN, V-SCE) / +
13 | Enrofloxacin 93106-60-6 (Enrofloxacin) (Enrofloxacin) NPN-ROD (IV-CA) [Enrofloxacin]
14 | Eprinomectin 123997-26-2
15 | Eori Bl 133305.88-1 E . E i NPN-ROD - (Ames, V79, IV-CA, IV-COMET, V-
prinomectin Bla -88- (Emamectin) (Emamectin) (Emamectin) MN) [Eprinomectin]
16 | Eprinomectin Blb 133305-89-2
17 | Eryth i 114-07-8 Erythromyci Erythromyci NPN-ROD - (Ames, IV-CA, IV-SCE)
rythromycin -07- (Erythromycin) (Erythromycin) - [Erythromycin]
18 | Ilvermectin 70288-86-7
19 | Ivermectin Bla 71827-03-7 — (Abamectin) - (Abamectin) NHP-ROD - (Ames, MLA, IV-UDS) [Ivermectin]
20 | Ivermectin Blb 70209-81-3
21 | Milbemycin oxime 129496-10-2
- (Ames, MLA, IV-CA, V-MN
22 | Milbemycin A3 5-oxime 91617476 Q - (Milbemectin) - (Milbemectin) NHP-ROD ( . . )
[Milbemectin]
23 | Milbemycin A4 5-oxime 91617829 Q
24 | Moxidecti 113507-06-5 Moxidecti Moxidecti NPH-ROD - (Ames, V79, GHO, IV-CA, V-MN, V-
oxidectin -06- (Moxidectin) (Moxidectin) - UDS) [Moxidectin]
S . - (Ames, MLA, IV-CA, V-CA)
25 [ Natamycin (Pimaricin) 7681-93-8 - (Natamycin) NPH-RAT .
[Natamycin]
26 | Nemadecti 6436124 O Moxidecti Moxidecti NPH-ROD - (Ames, V79, CHO, IV-CA, V-MN, V-
emadectin (Moxidectin) (Moxidectin) - UDS) [Moxidectin]
27 | Neomycin 66-86-4 - (Neomycin) NPH-RAT - (Ames, CHO, V-CA) [Neomycin]

(continta)




Tabla A10. (Datos). Desenlaces en el RCB, datos de histopatologia, y datos de genotoxicidad de las sustancias blanco del objetivo especifico #4 (continuacion)

# Sustancia CASRN (u Desenlace en el RCB Lesiones Ausencia de genotoxicidad A
otros iDs Q) RCB-rata A RCB-ratén A histolégicas A
Farmacos (drogas aprobadas por la autoridad sanitaria) antimicrobianos de la medicina humana o veterinaria
28 | Neomycin B (Framycetin) 119-04-0 - (Neomycin) NPH-RAT - (Ames, CHO, V-CA) [Neomycin]
29 | Oxytetracycli ~ (Oxytetracycli ~ (Oxytetracycli NHP-ROD - (Ames, IV-SCE, IV-CA) 7+ (MLA)
xytetracycline 79-57-2 (Oxytetracycline) (Oxytetracycline) - [Oxytetracycline]
30 | Spinosad 168316-95-8
31 | Spi A 131929-60-7 Spinosad Spinosad NPN-ROD - (Ames, MLA, V79, IV-CA, V-MN)
pinosyn -60- (Spinosad) (Spinosad) - [Spinosad]
32 | Spinosyn D 131929-63-0
33 | Spiramycin 8025-81-8 - (Spiramycin) NPH-RAT - (CHO, IV-CA, V-MN) [Spiramycin]
34 | Tet i 60-54-8 _ (Tet i _ (Tet i FAH (RCB-rata) / - (Ames, MLA, IV-SCE, IV-CA)
etracycline -54- (Tetracycline) (Tetracycline) NHP-MIC [Tetracycline]
Thiamphenicol 15318-45-3 - (Ames, V79, IV-CA, V-MN)
35 = (Thiamphenicol) NPH-RAT . .
Thiamphenicol glycinate 2393-92-2 [Thiamphenicol]
Principios activos de productos pesticidas (no excluye el que algunas de estas drogas también hagan parte de medicamentos de la medicina veterinaria)
- (Ames, V79, IV-CA, IV-COMET, V-
1 | Bioresmethrin 28434-01-7 - (Bioresmethrin) NHP-ROD (Ames . .
MN) [Bioresmethrin]
. . . . . . - (Ames, MLA, CHO, V-MN, V-CA)
2 | Bifenthrin 82657-04-3 - (Bifenthrin) - (Bifenthrin) NPN-ROD . .
[Bifenthrin]
3 | Cyfluthri 68359-37-5 - (Cyfluthri - (Cyfluthri NHP-ROD - (Ames, CHO, IV-CA, V-MN, DLM)
yfluthrin -37- (Cyfluthrin) (Cyfluthrin) - [Cyfluthrin]
- (Ames, CHO, IV-CA, V-MN) [beta-
4 | beta-Cyfluthrin 86560-94-3 — (Cyfluthrin) = (Cyfluthrin) NHP-ROD ( . )
Cyfluthrin]
5 | Cyhalothrin 68085-85-8 - (Cyhalothrin) - (Cyhalothrin) NHP-ROD - (Ames, V-CA, DLM) [Cyhalothrin]
. _ . B . - (Ames, MLA, IV-CA, IV-MN)
6 | lambda-Cyhalothrin 91465-08-6 (Cyhalothrin) (Cyhalothrin) NHP-ROD [lambda-Cyhalothrin]
7|c thri 52315-07-8 -(C thri -(C thri NHP-ROD - (Ames, . coll, IV-CA, V-CA, V-
ypermethrin -07- (Cypermethrin) (Cypermethrin) - COMET, DLM) [Cypermethrin]
(continta)
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Tabla A10. (Datos). Desenlaces en el RCB, datos de histopatologia, y datos de genotoxicidad de las sustancias blanco del objetivo especifico #4 (continuacion)

# Sustancia CASRN (u Desenlace en el RCB Lesiones Ausencia de genotoxicidad A
otros iDs Q) RCB-rata A RCB-ratén A histolégicas A
Principios activos de productos pesticidas (no excluye el que algunas de estas drogas también hagan parte de medicamentos de la medicina veterinaria)
8 | alpha-C thri 67375-30-8 alpha-C thri NHP-ROD - (Ames, MLA, V-CA, V-CA, V-MN,
alpha-L.ypermethrin Y (alpha-Cypermethrin) i V-COMET) [alpha-Cypermethrin]
. _ . _ . - (Ames, V79, IV-CA, IV-MN, V-CA,
9 | Deltamethrin 52918-63-5 (Deltamethrin) (Deltamethrin) NHP-ROD DLM) [Deltamethrin]
- (Ames, V79, IV-CA, V-MN)
10 | Ethofenprox 80844-07-1 (Ethofenprox) (Ethofenprox) NPN-ROD [Ethofenprox]
- (Ames, IV-CA, IV-UDS)
11 | Fenvalerate 51630-58-1 (Fenvalerate) (Fenvalerate) NPN-ROD [Fenvalerate]
- (Ames, V79, IV-CA, V-MN
12 | Esfenvalerate 66230-04-4 - (Esfenvalerate) NPN-ROD ( )
[Esfenvalerate]
) ) - (Ames, MLA, V79, IV-CA, V-MN)
13 | Flumethrin 69770-45-2 = (Flumethrin) NHP-RAT .
[Flumethrin]
14 | Milbemectin ANR
- (Ames, MLA, IV-CA, V-MN
15 | Milbemycin A3 51596-10-2 - (Milbemectin) - (Milbemectin) NHP-ROD ( . . )
[Milbemectin]
16 | Milbemycin A4 51596-11-3
17 | P hri 52645-53-1 P hri P hri NPN-ROD - (Ames, MLA, V79, DLM) 7+ (IV-CA,
ermethrin -53- (Permethrin) (Permethrin) - IV-MN, IV-SCE) [Permethrin]
- (Ames, V79, IV-CA, IV-COMET, V-
18 | Resmethrin 10453-86-8 - (Resmethrin) - (Resmethrin) NHP-ROD ( .
MN) [Resmethrin]

ANR: De acuerdo al sitio de internet CAS Common Chemistry, esta sustancia no estaria registrada en el CAS de la ACS; FAH: Foco de alteracion (basofilica) hepatocelular. IV-CA:
aberraciones cromosémicas en células de roedores o humanas (in vitro); IV-COMET: bioensayos in vitro de dafio al o rotura del ADN; IV-MN: Prueba de microndcleos in vitro (con
células de roedores o humanas); 1V-SCE: bioensayo in vitro (con células de roedores o humanas) conocido como Intercambios entre Cromatidas Hermanas; 1V-UDS: bioensayo in vitro
(con células deroedores o humanas) conocido como Sintesis de ADN No-programada; MutaMouse: MutaMouse (locus: lacZ); V-CA: aberraciones cromosomicas enroedores expuestos
a la sustancia de prueba (in vivo); V-COMET: bioensayos in vivo de dafio al ADN o de rotura del ADN; V-MN: Prueba de micronlcleos en roedores expuestos a la sustancia de prueba
(in vivo); V-SCE: bioensayo in vivo (en roedores expuestos a la sustancia de prueba) conocido como Intercambios entre Cromatidas Hermanas; V-UDS: bioensayo in vivo (en roedores
tratados con la sustancia de prueba) conocido como Sintesis de ADN No-programada; ND: Sin datos disponibles en la literatura; A Entre paréntesis (o corchetes) se especifica la
sustancia de prueba ensayada en el RCB o en las respectivas pruebas de genotoxicidad. En algunos casos, la sustancia ensayada en el RCB (0 en las pruebas de genotoxicidad) fue
distinta a la sustancia a la que se estimé su valor predictivo negativo (p. €j., el caso Nemadectina, cuyo valor predictivo negativo se bas6 en los datos de Moxidectina).



En tales casos, la seccion 13.5.1 discutié el fundamento especifico por el cual extrapolar los datos de una determinada sustancia a otra (p. €j., el fundamento por el cual
extrapolar los datos de la Moxidectina a la Nemadectina); A De acuerdo a los resultados de las pruebas estadisticas pertinentes, la columna “lesiones histolégicas” reporta los
posibles cambios enlaincidencia de lesiones histopatolégicas especfificas (p. €]., no-neoplasicas, pre-neoplasicas; en RCBs) que son atribuibles al tratamiento con la sustancia
de prueba; Q PubChem CID: Numero de identificacionen PubChem (U.S. National Library of Medicine); notablemente, las sustancias identificadas en esta tabla con PubChem
CID no se encuentran registradas en el Chemical Abstract Service (CAS) de la American Chemical Society (ACS), segun el sitio de internet titulado CAS Common Chemistry;
+ Numero de registro en el Colour Index™. Nota #1: Elsignificado delas siglas empleadas mas no explicadas en laleyenda de esta Tabla A10 puede encontrarse en la leyenda
dela Tabla A2. Nota #2:Las celdas en blanco correspondieron con una ausencia de datos disponibles en la literatura.
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