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Clase correspondiente a la UNIDAD 6

CONTENIDOS:

Evaluacion de la toxicidad. Principios generales para los estudios de toxicidad.
Reglamentaciones sobre la experimentacion toxicologica. Estudios de toxicidad
aguda por via oral: Determinacion de la DL50. Estudios agudos por via cutanea

y via inhalatoria. Estudios de toxicidad por administracion continuada y de

toxicidad subcronica. Estudios de toxicidad cronica. Ensayos de mutagenicidad.
Ensayos de carcinogenicidad. Métodos alternativos.

BIBLIOGRAFIA: “Toxicologia Experimental”Joxicologia Fundamental."Repet

3ra Ed. (Cap. 11)
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SINOPSIS DE LA PRESENTACION: Evaluacién de toxicidad

OBJETIVO DE LOS ESTUDIOS (Diap. 4)

A S
METODOS (Diap. 5-22)

ESTUDIOS RETROSPECTIVOS (Diap. 5)

EXPERIMENTOS CON ANIMALES Y PLANTAS (Diap. 6-19) DISERO EXPERIMETAL (Diap. 11-18) **
EXPERIMENTOS CON PLANTAS (Diap. 6-7) ESPECIE ANIMAL (Diap 11)
EXPERIMENTOS CON ANIMALES (Diap. 8-19) Numero y grupo de animales (Diap 12)

CONSIDERACIONES ETICAS Y LEGALES (Diap. 8-10) OTRAS CONSIDERACIONES (Diap 13)
DISERO EXPERIMETAL (Diap, 11-18) = | > VIAS DE ADMINISTRACION (Diap 14)

ESTUDIOS POR METODOS ALTERNATIVOS (Diap. 19-22) ULE[® 3 ELEEiomn €1 Sl (DIED L)
ESTUDIOS IN VITRO CON PROCARIOTAS (Diap. 20) Toxicidad Aguda (Diap 16)
ESTUDIOS IN SILICO CON PROCARIOTAS (Diap. 21) Toxicidad Cronica (Diap 17)
ESTUDIOS IN VITRO CON EUCARIOTAS (Diap. 22) g‘éﬁfrifo?fjor(e[ﬁé‘i,dfgfiva y del

OTROS DATOS (Diap. 23-26) " 7
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OBJETIVOS: LOS ESTUDIOS TOXICOLOGICOS

= NECESITAN ESTABLECER LOS EFECTOS
PELIGROSOS SOBRE LA SALUD DE LOS
XENOBIOTICOS...

- EFECTOS LETALES AGUDOS: tras una sola exposicion.
- EFECTOS IRREVERSIBLES NO LETALES, tras una sola exposicion
- EFECTOS GRAVES, tras exposiciones repetidas

- EFECTOS CORROSIVOS

- EFECTOS IRRITANTES

- EFECTOS SENSIBILIZANTES

- EFECTOS CARCINOGENICOS

- EFECTOS MUTAGENICOS

- EFECTOS TOXICOS PARA LA REPRODUCCION Y EL DESARROLLO
- EFECTOS TOXICOS SOBRE EL MEDIO AMBIENTE.

Simbolos e indicaciones de peligro de las sustancias y preparados
peligrosos [1]

R ER TR

E:Explosive O:Comburente Facilmente T+ Muy toxico T : Toxico C: Corrosivo Xn : Nocivo Xi:Irritante N:Peligroso
Ex t*eﬁada'nen‘e inflamable para el medio
inflamable ambiente
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> ERMINACION DE TOXICIDAD:
w’ESTUDIOS EXPERIMENTALES.

A. ESTUDIOS RETROSPECTIVOS DE CASOS DE INTOXICACION

ORIGINALES

Estudio retrospectivo de casos de Intoxicacion por Mondxido de Carbono
atendidos en los dltimos 7 aiios en Centros Hospitalarios de Vigo '+

A. Ros Rosillo

Servicio de Sanidad Maritima. Instituto Social de la Marina. Vigo

Estudio Retrospectivo: Intoxicaciones en Pacientes Pediatricos del Hospital Vicente Corral
Moscoso, Enero a Diciembre 2015 / Retrospective Research: Poisoning in Pediatric Patients
of Vicente Corral Moscoso Hospital, January December 2015

Romero Valdez, Alexandra Rocio; Rojas Bastidas, Lisseth Jhoana; Cordova Neira, Fernando Marcelo.
Rev. méd. Hosp. José Carrasco Arteaga; 11(1): 53-57, Marzo 20189. Tablas
Artigo em Espanhol | LILACS | ID: biblio-1016209

Biblioteca responsavel: EC163
v
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- DETERMINACION DE TOXICIDAD:
ht ESTUDIOS EXPERIMENTALES.

B. ENSAYOS EXPERIMENTALES CON ANIMALES Y PLANTAS
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ESTUDIOS EXPERIMENTALES:

\/ PLANTAS )
—Base de Datos del CODEX ALIMENTARIUS*

Hot

DETERMINACION DEL LIMITE MAXIMO DE RESIDUOS

2. INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE ALGAS PARA
DETECCION DE HERBICIDAS EN SANGRE w
O Y ﬂ

Limite Maximo Permitido
de Residuos de
Plaguicidas adoptados

por el CODEX en Julio de
2016

1.

S A TERACIONES DE LA
YXICOS )

3. DETERMINACION DE LA
Y\

FISIOLOGIA VEGETAL TND AS P
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" EXPERIMENTACION CON ANIMALES:

Consideraciones preliminares...

A PESAR DE LAS CONTROVERSIAS,
EN UN CONTEXTO TOXICOLOGICO, LA
UTILIZACION DE ANIMALES DE
LABORATORIO PERMITE ESTUDIAR
LAS RESPUESTAS SISTEMICAS DE
LOS ORGANISMOS (TOXICOCINETICA)
A LOS XENOBIOTICOS. -/

I N bt \ /
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Experimentacion y
proteccion animal

La ética en la investigaciéon con animales

Principio de las 3 R
DEBE REALIZARSE

CUMPLIENDO CON TODAS
LAS EXIGENCIAS LEGALES
Y ETICAS QUE
ACTUALMENTE SE
ENCUENTRAN EN VIGENCIA.

eplacement ‘No utilizar animales, o

eduction -Utilizar los menos posil Yy

efinement .Con técnicas mas precisas para
evitar al maximo el sufrimiento }

- i\
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\/ XPERIMENTACION CON ANIMALES:

‘Comités Institucionales para el Cuidado y Uso
r de Animales de Laboratorio (CICUAL)...

O e

B e
L

Y
i
l:, P
Federacion de Socledades Sudamericanas
de Ciencias en Animales de Laboratorio

jer ]
o

LOS CICUALes SON LOS COMITES
QUE EVALUAN, ASESORAN Y
CONTROLAN LA
EXPERIMENTACION ANIMAL EN
LAS DISTINTAS INSTITUCIONES.

CICUAL
. Comité Institucional para el Cuidadoy
Uso de Animales de Laboratorio

FCEyN - UNMdP

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

ADEMAS, FORMAN REDES QUE S mEle
PERMITEN ESTABLECER
CRITERIOS HOMOGENEOS DE -

AACyTALY BB Cicual

.....
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DISENO EXPERIMENTAL DE ENSAYOS

" TOXICOLOGICOS CON ANIMALES:

'

et 1. Especie animal a utilizar

A. CLASIFICACION SEGUN ESPECIE:

1. FRECUENTES: ratones, ratas, cobayos, conejos.
2. MENOS FRECUENTES: aves, peces, gatos, perros.
3. EXCEPCIONALES: primates

i . C. CLASIFICACION SEGUN SU STATUS BACTERIOLOGICO
B. CLASIFICACION SEGUN

SU ORIGEN GENETICO 1. CONVENCIONALES: Flora bacteriana desconocida.
2. GNOTOBIOTICOS: Flora conocida.
1. EXOGAMICOS a. Axénicos
2. ENDOGAMICOS b. Gnotoxénicos
a. cepas 3. AGNOTOBIOTIOS: Flora bacteriana controlada.
b. animales transgénicos a. Heteroxénicos: Germ free, SPF, COBS
c. animales knock-out b. Holoxénicos

d. animales knock-in c. Neoholoxénicos



D|§E|\f) EXPERIMENTAL DE ENSAYOS
TOXICOLOGICOS CON ANIMALES:

~ 2. NUmero y grupos de animales
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La seleccion del numero de animales (n) por
grupo debe realizarse considerando la
distribucion gaussiana de un efecto en la
poblacion y la presencia de subpoblaciones
con diferente sensibilidad al xenobiotico.
Muchas revistas tiene sus propias exigencias
sobre el n a utilizar en cada grupo.

EFECTO
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DO (-) D1 D2 D3 (+)
RESULTADOS

El disefio experimental debe considerar un
grupo minimo de animales. Depende del

estudio particular pero en términos generales,
deben incluirse: DO (grupo sin tratar), (-) -
(grupo tratado vehiculo), D1-3 (diferentes

dosis del toxico a estudiar que permitan
establecer la relacion dosis-respuesta) y (+)

(grupedtratqolo/bon un toxico conocida)
N N\ /



@ Integrating Sex & Gender into Animal Research

Caging
Individual or group? Size?
Complex environment vs. no enrichment?

Social Dynamics

Sex-segregated or male/female mix?
Number and mix of animals in lab?

N o Microbially sterile?
A 7/]
OTRAS

CONSIDERACIONES
RELACIONADAS A LA
SELECCION DE ANIMALES...

//‘ )
estrous cycle
age/reproductive phase L

8/%-

—_—
Researcher/Staff \

\
Sex of researcher/staff? \

Research/staff handling of Room
male/female animals? Temperature?
Sound?
Lighting (circadian)?
Prendergast, B, et al. (2014), Neuroscience and Blobehavioral Reviews. 40, 1-5 Odor?

Ritz, S. et al., (2014). FASESB ), 28(1), 4.13
Sorge, R, et al. (2014), Natuwe Methods



DISENQ EXPERIMENTAL DE ENSAYOS
TOXICOLOGICOS CON ANIMALES:

ot 3. Vias de administracion

Debe seleccionarse en funcion de la via de exposicion por la que el

xenobiotico en estudio toma contacto con el organismo huésped.

"3

1. Oral

4. Sensibilizacion

. 2. Parenteral
(intravenosa)




DISEJR,IO EXPERIMENTAL DE ENSAYOS
TOXICOLOGICOS CON ANIMALES:

et 4. Tiempo de duracion del estudio

A. TOXICIDAD AGUDA:

Son estudios que consideran la administracion del
xenobidtico en una UNICA dosis. Los resultados
esperados pueden analizarse en forma inmediata o
diferida (7, 14, 28 dias).

C. TOXICIDAD PARA LA REPRODUCCION Y DESARROLLO:
B. TOXICIDAD CRONICA Y/O

SUBCRONICA: Se trata de estudios que consideran la ADMINISTRACION
REPETIDA en relacion a etapas fisiologicas especiales como
Se trata de estudios que consideran resultan como son la prenez y lactancia. Generalmente se
los efectos de la ADMINISTRACION estudia el comportamiento de variables como la formacion de
REPETIDA de un xenobidtico. Los gametos y estructura gonadal, fertilidad, gestacion, parto y
plazo utilizados mas frecuentemente lactancia. Sobre la descendencia pueden estudiarse variables
utilizados son : 28 dias (subcronica) relacionadas al comportamiento, aumento de peso, presencia de

y mayor a 90 dias (cronica). malformaciones, pautas de maduracion.



A. TOXICIDAD AGUDA:

« Es la capacidad de una sustancia de producir efectos adversos tras
UNA SOLA DOSIS.
» Por resultar evidente e irreversible, el parametro mas frecuentemente
utilizado es la Dosis Letal media (DL50).
* Aunque existen diferentes criterios para clasificar un compuesto
toxico, la OECD* recomienda...

Tabla 11.4. METODO DE DOSIS FIJA PARA DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL APROXIMADA.

TOXICIDAD AGUDA POR VIA ORAL, EN RATA, EN LOTES DE 5 ANIMALES

Resultado

Supervivencia menor del 100 por 100
Supervivencia del 100 por 100 pero toxicidad

Supervivencia menor del 100 por 100

Supervivencia del 100 por 100 pero toxicidad

Supervivencia menor del 100 por 100

Supervivencia del 100 por 100 pero toxicidad

Dosis

5 mg/kg

evidente.

Sin signos de toxicidad
50 ma/kg

evidente

Sin signos de toxicidad
500 mg/kg

evidente

Sin signos de toxicidad
2.000 mg/kg

Supervivencia menor del 100 por 100

Sin signos de toxicidad

Interpretacion

Compuesto muy toxico
Compuesto toxico

Ensayar dosis de 50 mg/kg

Compuesto muy 1Oxico O toXico
Ensayar dosis de 5 mg/kg
Compuesto nocivo

Ensayar dosis de 500 mg/kg

Compuesto 1oxico 0 Nnocivo
Ensayar dosis de 50 mg/kg
Compuesto nocivo

NO precisa mas ensayos
Ensayar dosis de 2.000 mg/kg

Compuesto nocivo

Ensayar dosis de 500 mg/kg
Compuesto sin riesgo de efectos
agudos

=

*OECD: Organization for Economic Co-operation
and Development (OECD), que es una asociacion
econdmica intergubernamental con 36 paises
integrantes cuyo objetico es el progreso

# econémico y el comercio internacional.
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B. TOXICIDAD CRONICA
Se consideran cronicos estudios sostenidos en el tiempo (desde 7 dias a 18
meses), en los cuales se administren diferentes dosis del xenobiotico
problema, de manera diaria y repetida, utilizando como diversas variables para
determinar toxicidad...

S’

COMPORTAMIENTO BIOQUIMICA

CONSUMO LiQUIDO
4 ALIMENTACION
ACTIVIDAD ESPONTANEA

AGRESIVIDAD
ACICALAMIENTO

ASPECTO FiSICO

+ i -
o ‘ -
N - GLUCEMIA
« UREMIA
« CREATININEMIA
R HEMATOLOGIA * ASAT ’ 3
— Sl . ALAT ANATOMIA PATOLOGICA
- FAL N R B TN S
« ERITROCITOS FONCIRE. P R e RS
: ﬁcE’LSgURA - LEUCOCITOS l ! \’ I ol N RO D
- MUCOSAS : FORMULA | B AR Yy S, Mg A S TSN R
+ PLAQUETAS | ape e B S ee st - QIBADO
. LIMPIEZA Hoielens eis oAbt A TG 2
$o .\u 0«?; o~ ."( ‘."'i‘: <a °£.,. ‘\— . RINON’
@<L N TR %Y« PULMON
Vel Yt etee | (YuEss 0U% 0 o INTESTIN
BES o1 e o 'v‘..'\\. P BA
v‘\ =S .O‘ t-‘ A o “.0 ) \
g0 taer” UL TR o MUSCULO

CRITERIO HUMANITARIOS DE EUTANASIA: el animal debe ser inmediatamente sacrificado ante la -,-Z:’-.'*o'._:"_f""”, ‘m’_ St
presencia de signos como: convulsiones, adelgazamiento (>20%), anorexia, lordosis, ascitis, etc. \ / e /
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C. TOXICIDAD PARA LA REPRODUCCION Y DESARROLLO

7

TRASTORNOS DE LA FERTILIDAD
W, MASCULINA O FEMENINA TRASTORNOS DEL DESARROLLO

ETAPAS:

 PRENATAL
. IC_:IS:\I/?POORTAMIENTO SEXUAL DISMIN O
i 3 RETRASO DEL CRECIMIENTO Y
 GAMETOGENESIS PERINATAL DESARROLLO
« ACTIVIDAD HORMONAL ) LESIONES ORGANO
 PROCESO DE FERTILIZACION ESPECIFICAS
. DESARROLLQ DEL CIGOTO MUERTE
« IMPLANTACION ABORTO

« POSNATAL DEFECTOS ESTRUCTURALES

DEFECTOS FUNCIONALES &

* LACTANCIA




ES\FUSJPS DE TOXICIDAD ALTERNATIVOS:

Estos estudios no sustituyen a los experimento in vivo, pero
obligatoriamente deben realizarse en forma previa a estos con el objeto
de ajustar la experimentacién animal acorde al principio de las 3R.

1. MODELOS CELULARES
PROCARIOTAS “IN VITRO”

-

»
Q‘v
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o e 2%
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3. MODELOS CELULARES EUCARIOTAS“IN VITRO” L

Dimension 1

2. MODELOS
MATEMATICOS Y

COMPUTACIONALES

“IN SILICO”

~—Q



Las pruebas de sensibilidad bacteriana se llevan a

cabo mediante el antibiograma que sirve para
medir la sensibilidad de una cepa bacteriana a
uno o varios antibidticos. El estudio de la
sensibilidad in vitro es uno de los requisitos previos
para la eficacia in vivo de un tratamiento

antibidtico. Ames Bacterial Plates

El test de Ames es un ensayo biolégico para evaluar el potencial

mutagénico de compuestos quimicos. Esta prueba utiliza varias
cepas de la bacteria Salmonella typhimurium alteradas
genéticamente para presentar mutaciones en los genes implicados
en la sintesis de histidina. A causa de dichas mutaciones, estas
bacterias requieren de un suministro externo de histidina para su

crecimiento. El ensayo pone a prueba la capacidad del mutdgeno

para provocar una alteracién genética en las bacterias que Q) T Mutagenic Chemical /

permita el retorno al crecimiento en un soporte libre de histidina. Plate Treated Plate
 S—

P
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A. Modelado molecular:
evaluan la interaccion de
moléculas pequeias con
macromoléculas P
biologicas M
(predominantemente
proteinas), ajustando el
ligando en el sitio activo

del receptor.

9
(

B. Sistemas expertos: evaluaran la toxicidad
de un nuevo compuesto, en un programa de
ordenador. La creacion de una base de datos
para un sistema experto requiere extensas
busquedas para crear conocimientos aplicables
a partir de casos especificos.

Mutagenicity

Carcinogenicity

Reproductive
Toxicity

C. Driven data system: El clasico analisis
(Q) SAR utiliza técnicas de regresion para
derivar las ecuaciones a partir de datos
experimentales. Estas ecuaciones se
pueden utilizar para la prediccion de otros
compuestos con estructuras y mecanismos

_similares. 0)
N N\ /
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2. MODELOS CELULARES EUCARIOTASIN VITRO”

C) A. SUSTRATO BIOLOGICO
En la prdctica, el término "cultivo celular” se usa
normalmente en referencia al cultivo de células aisladas
de eucariotas pluricelulares. Estas células se encuentran
disponible comercialmente y son representativas de
diferentes especies y érganos.

LINEA, JURKAT T MOA-MB-231 F-TIVP
CELLLAR ' ME
ERA e L e e ::x- L R
wonooga B2 SEINGE U EIAEE S
Sl o Y e -_T N e e PR
Tajide Linfessitos T Glandula mamana  Glandula mamasia
Crger Sanguineo Epstaiial Epiteiial
Crecimienta SusEansidn Actherarte A hamtenty L
Daorvada de MCE-T
Frocedancis ATCC: TIB-152 ATCS: HTB-28 poC B SSCOn 3
Elopdede
pod mutadate
Caraclersticas P53 Tunsiang E?; :j::;: caipaga-3 mutada

ACDMERxpiEaion MRP-1

B. INDICADORES DE TOXICIDAD

Son pardmetros elegidos para
representar los efectos del
xenobidtico a estudiar. Incluyen
estudios de proliferacién celular,
viabilidad, morfologia, actividad
metabdlica, integridad de

membranas celulares, etc.

13 w "w o
LOlLT race Violet

CollTrace Violet
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CORRELACION ENTRE TOXICIDAD ANIMAL, LA HUMANA Y
TOXICOLOGIA COMPARATIVA

NINGUN ANIMAL RESPONDE A LOS TOXICOS IGUAL QUE EL HOMBRE. Las diferencias son mas del
tipo cuantitativo que cualitativo.

Las DIFERENCIAS INTERESPECIES se deben a diferencias de toxicocinética y de biotransformacion.

Existe una correlacion lineal entre el logaritmo del peso corporal medio de la especie y el logaritmo de la
DL50 de cada toxico (RELACION ALOMETRICA).

Debe considerarse que los estudios de toxicidad animal solo consideran datos que corresponden a
“signos”. La presencia de manifestaciones subjetivas, denominadas SINTOMAS, soélo puede ser evaluado /

en el ser humano.
= \J | o /



\/ ESTIMACION DE RIESGO

2. EVALUAR EL RIESGO DE LA INCIDENCIA SOBRE
LAS POBLACIONES

DETERMINACION DE RIESGO: identificacion y cuantificacion de
posibles dafios determinados por toxicos.

ESTIMACION DEL RIESGO: es la relaciéon que se establece entre las curvas dosis-respuesta de un toxico
y la probabilidad de exposicion a la que esta expuesta la poblacion. /
S 0] \




FACTORES DE SEGURIDAD

AL EXTRAPOLAR LOS RESULTADOS DE TOXICIDAD OBTENIDOS EN ANIMALES AL HOMBRE; O BIEN,
DATOS DE UN PEQUENO NUMERO DE INDIVIDUOS A UNA GRAN POBLACION ES NECESARIO
CONSIDERAR LA APILCACION DE FACTORES DE SEGURIDAD.
Se han propuesto varios procedimientos:

 Regla del peso corporal.

« Meétodo probit.

 Modelo del impacto singular.

¥ N \ bt \ )



REGLAMENTACION DE LA
EXPERIMENTACION TOXICOLOGICA

St

Existen normativas legales que afectan a la experimentacion toxicologica. La
legislacion internacional requiere que cualquier nueva sustancia sea caracterizada
desde un punto de vista fisico quimico, analitica, toxicologica y ecotoxicoldgica.

&) OECD

BETTER POLICIES FOR BETTER LIVES

Las guias para el estudio
OECD Home About Countries ~ Topics . toxicologico mejor aceptadas
alrededor del mundo

son las determinadas
QOECDH Chemical safety and hi fety - Testi T chemical OECD Test Guideli for the Chemical
ome emical 5arety an 1054 ET}_ esing_ o1 Cnemicals 25 uidelnes 1or tine emicals por Ia OECD...

OECD Test Guidelines for the Chemicals J



https://www.oecd-ilibrary.org/environment/oecd-guidelines-for-the-testing-of-chemicals_72d77764-en
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VIDEOS COMPLEMENTARIOS:

Titulo: “Determinacion del Limite Maximo de Residuos (LMR)”

link:

Resumen: El video plantea en forma clara, concisa y didactica la

Importancia del establecimiento de LMR y su relacion con la
toxicidad humana.


https://www.youtube.com/watch?v=pZvuhgiF0q0

-4
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VIDEOS COMPLEMENTARIOS:

Titulo: “Citotoxicidad”
link:

Resumen: EXCELENTE descripcion general de los estudios de
toxicidad realizados en cultivos celulares (citotoxicidad). Ademas,
se presenta un contraste muy preciso de los alcances de los
estudio in vitro en la estimacion de la toxicidad.

A e @ )


https://www.youtube.com/watch?v=4EMa8pSB6Es

N
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VIDEOS COMPLEMENTARIOS:

Titulo: “Evaluacion de la toxicidad del extracto del Chichipince”
link:

Resumen: El video presenta el resumen de una investigacion
realizada en Ecuador para validar cientificamente los reportes
folcloricos de las propiedades de una planta medicinal. A partir del
minuto 17’ se explican y presentan los resultados de los estudios
de la toxicidad oral en ratones de |laboratorio. J

s

N _\,J\ /


https://www.youtube.com/watch?v=A8xPOzVSsrw
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VIDEOS COMPLEMENTARIOS:

Titulo: “Ames Test”
link:

Resumen: Descripcion del Test de Ames y sus aplicaciones. El
video es en inglés pero esta subtitulado.



https://www.youtube.com/watch?v=9sCHHD5dqy0

N
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VIDEOS COMPLEMENTARIOS:

Titulo: “El modelado molecular, la quimica computacional y sus
aplicaciones”

link:

Resumen: Descripcion de los principales métodos computacionales

(modelado in silico) para predecir interacciones biologicas. A partir

del minuto 20" se presentan los ejemplos de toxicidad en distintos "
sistemas bioldgicos. J

A



https://www.youtube.com/watch?v=YGXqZLyMs48

