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Metodologia cientifica y nuevas perspectivas de la evaluacién de riesgos de sustancias quimicas en sanidad ambiental

Prélogo

La evaluacidn de riesgos de las sustancias quimicas constituye uno de los pilares fundamentales
de la Sanidad Ambiental y de la proteccién de la Salud Publica. En un contexto marcado
por la globalizacién, la innovacién tecnoldgica, la creciente complejidad de las exposiciones
ambientales, y la emergencia de nuevos riesgos ambientales, resulta imprescindible seguir un
abordaje integrador, que apoye el concepto de “One Health”, y disponer de metodologias
solidas, actualizadas y basadas en la evidencia cientifica disponible.

Desde el Centro Nacional de Sanidad Ambiental (CNSA), como centro de referencia del
Instituto de Salud Carlos III en el 4mbito de la vigilancia, investigacién, evaluacién y control
de los riesgos ambientales para la salud, entendemos que el avance del conocimiento cientifico
debe ir acompanado de herramientas capaces de responder a los desafios actuales y futuros.
Este libro surge precisamente de esa necesidad: ofrecer una visién integrada y actualizada de la
metodologia cientifica aplicada a la evaluacién de riesgos de sustancias quimicas, incluyendo
aproximaciones tradicionales e incorporando nuevas perspectivas que reflejan la evolucién del
conocimiento y el futuro de los enfoques regulatorios y técnicos.

Nos encontramos en un momento clave para la Sanidad Ambiental, en el que la influencia
de la exposicién ambiental en el estado de salud de las personas es innegable y la concienciacién
ciudadana sobre ello crece cada dia. La exposicién simultdnea a multiples sustancias, los efectos
a bajas dosis, la susceptibilidad individual, la incorporacién de nuevos métodos alternativos a
la experimentacién animal, el uso de biomarcadores de efecto y exposicién, la modelizacién
avanzada o la integracién del enfoque “One Health” son hoy elementos imprescindibles en
Sanidad Ambiental a nivel global y en la evaluacién del riesgo quimico de forma particular.
Este libro aborda estos retos desde una perspectiva cientifica rigurosa, pero también préctica,
alineada con las necesidades reales de los profesionales que trabajan en la proteccién de la salud
de la poblacién.

Uno de los principales valores de esta publicacidn, en linea con la ciencia de la evaluacién de
riesgos, es su enfoque multidisciplinar, que integra conocimientos procedentes de la toxicologfa, la
epidemiologia, la quimica analitica, la evaluacién de la exposicidn, la biomonitorizacién humana,
la estadistica, la modelizacién y la gestién del riesgo. Esta visién transversal refleja la realidad del
trabajo en Sanidad Ambiental, donde la toma de decisiones exige una comprension global de los
procesos que vinculan las fuentes de contaminacién, las vias de exposicién, la toxicocinética de
los quimicos, los eventos téxicos que se producen, la respuesta de cada organismo/ecosistema y
en dltimo término, los efectos sobre la salud humana y el medio ambiente.

Asimismo, el libro no se limita a describir metodologias consolidadas, sino que explora nuevas
aproximaciones cientificas y conceptuales que estdn transformando la evaluacidn de riesgos.
La incorporacién de métodos predictivos, enfoques basados en mecanismos de accién, nuevas
estrategias de evaluacidn integrada y el uso de datos procedentes de la vigilancia ambiental y de
la biomonitorizacién humana, representan avances fundamentales para mejorar la proteccion de
la salud y optimizar la gestién de los riesgos quimicos.

Desde la perspectiva del Centro Nacional de Sanidad Ambiental, esta obra constituye una
herramienta de gran utilidad tanto para profesionales de la Sanidad Ambiental como para
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investigadores, técnicos de las administraciones publicas, responsables de la evaluacién y gestién
del riesgo, y estudiantes de disciplinas relacionadas con la salud publica y el medio ambiente. Su
contenido contribuye a fortalecer las capacidades técnicas necesarias para afrontar los desafios
emergentes y para avanzar hacia modelos de evaluacion del riesgo mds preventivos, transparentes y
basados en la ciencia.

Finalmente, este libro refleja un compromiso compartido con la proteccion de la salud de
la poblacién y del medio ambiente, poniendo de manifiesto la importancia de la evaluacién de
riesgos como instrumento clave para la toma de decisiones informadas y la formulacién de politicas
publicas eficaces. Desde el Centro Nacional de Sanidad Ambiental, celebramos la publicacién de
esta obra y confiamos en que se convierta en referencia para quienes trabajan, investigan y se forman
en el dmbito de la Sanidad Ambiental, contribuyendo a mejorar la comprensién de los riesgos
quimicos y a reforzar las estrategias de prevencion y proteccién de la salud.

Dra. Ana Isabel Canas Portilla

Directora del Centro Nacional de Sanidad Ambiental
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1. Introduccion a las metodolo?ias de evaluacion de riesgos y su
aplicacion en sanidad ambienta

En las Gltimas décadas, la produccién y el uso de sustancias quimicas han crecido a un ritmo sin precedentes,
entre 1970 y 2010, la produccién global se multiplicé por diez, impulsada por la industrializacion, la
globalizacién y el desarrollo econémico (UNER, 2019). Vivimos en una época que algunos han denominado
como la “Era Quimica” (Bernhardt et al., 2017). En la actualidad, los compuestos sintéticos forman parte
inseparable de la vida cotidiana y estdn presentes pricticamente en todos los dmbitos de actividad humana,
desde bienes de consumo directo como alimentos, medicamentos y cosméticos, hasta productos de limpieza y
materiales de uso estructural y funcional (plésticos, aislantes, recubrimientos en la construccién, envases...).

Este desarrollo ha traido beneficios incuestionables: avances en salud, agricultura, materiales y energia.
Sin embargo, este progreso conlleva un precio, la Organizacién Mundial de la Salud (OMYS) estima que mds
de una cuarta parte de la carga mundial de enfermedad est4 relacionada con factores ambientales, incluidos
miles de compuestos quimicos, algunos persistentes, bioacumulativos y con toxicidad a largo plazo (WHO,
2019). Este problema se agrava fundamentalmente por dos factores:

1. Desigualdad global: la mayor carga de exposicidn recae en paises con menos capacidad para controlar,
regular y vigilar el uso de sustancias quimicas (Landrigan et al., 2018).

2. Incertidumbre cientifica: la mayoria de las sustancias en uso no han sido evaluadas exhaustivamente,
especialmente en cuanto a efectos crénicos, combinados o sobre poblaciones vulnerables (OECD, 2019a).

La historia reciente ofrece ejemplos elocuentes de cémo la falta de una evaluacién adecuada puede
derivar en crisis sanitarias y ambientales prolongadas. Casos como el uso masivo del plomo en gasolina o la
dispersién de plaguicidas persistentes ilustran los costes de actuar tarde (EEA, 2013). Frente a este panorama,
la evaluacién del riesgo se convierte en una herramienta esencial para anticipar, prevenir y gestionar
adecuadamente los efectos adversos antes de que alcancen dimensiones irreversibles.

1.1. El andlisis de riesgo: un enfoque integral

El anélisis de riesgo surge como un marco conceptual y metodolégico unificado para predecir,
comunicar y gestionar los posibles danos derivados de la exposicién a agentes peligrosos. Se trata de un
proceso estructurado, basado en la evidencia cientifica y en el didlogo interdisciplinar, que se compone de tres
elementos interdependientes (OECD, 2021a):

1. La Evaluacién del riesgo constituye el componente cientifico del proceso y tiene como objetivo
estimar la probabilidad y gravedad de los efectos adversos asociados a la exposicién a sustancias
quimicas (NRC, 2009). Es la columna vertebral del andlisis, y el objeto de la presente guia, se
estructura en torno a tres cuestiones fundamentales, que constituyen el paradigma tradicional de
la evaluacién de riesgo:

I. la identificacién de los efectos adversos potenciales asociados a la sustancia (identificacién del
peligro);

I la estimacién de la magnitud, duracién y frecuencia de la exposicién de los individuos,
poblaciones o compartimentos ambientales de interés (evaluacién de la exposicién); y,

III. la integracién de la informacién sobre peligros y exposicién para estimar la probabilidad y
gravedad de los posibles efectos adversos bajo condiciones especificas (caracterizacién del riesgo).
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2. La Gestion del riesgo es un proceso de toma de decisiones orientado a seleccionar e implementar
medidas destinadas a prevenir, reducir o eliminar los riesgos identificados. Este componente
transforma el conocimiento cientifico generado en la evaluacién de riesgo en decisiones y medidas
concretas. Supone considerar no solo los datos de la evaluacion, sino también factores econdémicos,
sociales, politicos y éticos (OECD, 2021a). Entre las medidas de gestién del riesgo pueden incluirse,
entre otras, la prohibicién o restriccion del uso de la sustancia, establecimiento de limites méximos
de concentracién en alimentos, aire o agua, la sustitucién por alternativas mds seguras, asi como la

implementacién de medidas de control técnico o de proteccion personal en entornos laborales.

3. La Comunicacién del riesgo consiste en el intercambio interactivo de informacién y opiniones sobre
los riesgos entre evaluadores, gestores, partes interesadas y publico general (Lofstedt et al., 2011).
Lejos de ser un proceso unidireccional implica un dialogo continuo entre la comunidad cientifica,
los evaluadores, las autoridades, los sectores afectados, los medios de comunicacién y la ciudadania
(Smith et al., 2021). Su objetivo no es solo transmitir datos técnicos, sino fomentar la comprension,
generar conflanza y promover una toma de decisiones informada. Una comunicacién eficaz debe
incluir informacion sobre los niveles de riesgo identificados y sobre las medidas de gestién adoptadas

para minimizarlos, y requiere de:
I. Transparencia sobre el grado de certeza e incertidumbre.
II. Claridad en el lenguaje, evitando tecnicismos innecesarios.
I1I. Reconocimiento de las preocupaciones y percepciones del publico.
IV. Adaptacién del mensaje a diferentes audiencias.

Estos tres componentes del andlisis del riesgo no constituyen etapas lineales aisladas e independientes,
sino que se retroalimentan. Una evaluacién de riesgo mds precisa orienta una gestion mds eficaz; una gestion
transparente refuerza la credibilidad del proceso y facilita la comunicacidn; y una comunicacion clara y

coherente contribuye a mejorar la aceptacion social y el cumplimiento de las medidas adoptadas.

Figura 1. Marco conceptual del Andlisis de Riesgo.
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1.2. Principio de precaucion

El principio de precaucion constituye un elemento transversal que debe integrarse en los procesos de
evaluacion, gestion y comunicacion del riesgo, especialmente en situaciones en las que la evidencia cientifica
disponible es limitada, incierta o insuficiente para caracterizar de manera concluyente los posibles efectos
adversos (UNESCO, 2005). Si bien la evaluacion del riesgo se apoya tradicionalmente en datos toxicoldgicos
robustos, obtenidos a través de estudios estandarizados — histdricamente basados en ensayos en animales de
laboratorio- su aplicacién practica depende en gran medida de la disponibilidad, calidad y representatividad
de la informacién existente. Sin embargo, muchas sustancias quimicas presentes en el entorno, tanto nuevas
como existentes, carecen de una base de datos toxicoldgica suficiente para permitir una caracterizacion
completa del riesgo. En este contexto, el principio de precaucién adquiere especial relevancia al permitir la
adopcién de medidas preventivas incluso cuando no se ha establecido de forma concluyente una relacion
causa-efecto entre la exposicién y un efecto adverso (European Commision, 20006).

Este principio reconoce que la incertidumbre no debe ser un impedimento para proteger la salud humana
y el medio ambiente, y plantea que la inaccién ante posibles danos puede ser mds costosa que una intervencion
anticipada. Aplicado a la gestién del riesgo quimico, permite justificar acciones regulatorias o restricciones
provisionales mientras se generan datos adicionales. En Europa, este enfoque ha sido incorporado de forma
explicita y sistemdtica en sus marcos regulatorios (como el Reglamento REACH), promoviendo una visién
mds precautoria y preventiva de la evaluacion del riesgo. Su integracién no sustituye la evaluacion cientifica,
sino que la complementa, fortaleciendo la capacidad de respuesta frente a amenazas emergentes.

1.3. La evaluacion del riesgo: concepto y alcance

La evaluacién del riesgo (ER) es un proceso cientifico sistemdtico que proporciona la base para la toma
de decisiones de gestion orientadas a proteger la salud humana, la salud animal y el medio ambiente (NRC,
2009). Aunque esté sujeta a incertidumbres inherentes- derivadas de limitaciones en los datos disponibles
y de la variabilidad biolégica y ambiental-, la evaluacién del riesgo asociada a la exposicién a sustancias
quimicas constituye una herramienta esencial para identificar, caracterizar y priorizar los peligros potenciales,
optimizando as la asignacién de recursos disponibles(WHO, 2021) .

En la prictica, la evaluacién del riesgo permite, por ejemplo, estimar los riesgos asociados al consumo de
agua y determinar la necesidad de buscar fuentes ms seguras, evaluar la peligrosidad de vertidos quimicos y
definir las medidas de respuesta de emergencia mds adecuadas, asi como valorar la viabilidad de desarrollar
zonas residenciales en emplazamientos previamente contaminados o la conveniencia de llevar a cabo su
descontaminacion. Asimismo, las evaluaciones de riesgo “prospectivas” permiten anticipar los posibles riesgos
antes de la comercializacion de la sustancia, lo que sustenta decisiones regulatorias clave, como la autorizacion
de sustancias para usos especificos, el establecimiento de limites de exposicién en entornos ocupacionales,
productos, compartimentos ambientales o alimentos, y la definicidn de restricciones a las emisiones quimicas
procedentes de actividades industriales, agricolas u otras de origen antrépico (ECHA, 2012).

En el contexto de la evaluacion del riesgo es fundamental distinguir entre dos conceptos estrechamente
relacionados, pero conceptualmente diferentes, que con frecuencia se utilizan de manera indistinta: peligro

y riesgo (WHO, 2010).

* El peligro se define como la capacidad inherente de una sustancia, agente o situacién para causar un
efecto adverso en un organismo, sistema o poblacién.
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* El riesgo, en cambio, hace referencia a la probabilidad de que dicho efecto adverso se produzca bajo
condiciones especificas de exposicién, y depende tanto de la peligrosidad intrinseca del agente como
de la magnitud, frecuencia y duracién de la exposicién.

Esta relacién puede expresarse de forma simplificada mediante la siguiente expresion:
RIESGO=PELIGROXEXPOSICION (x SUSCEPTIBILIDAD INDIVIDUAL)

Siendo la susceptibilidad individual el factor que explica por qué, ante una misma dosis de exposicion
a un peligro quimico, no todos los individuos responden de la misma manera (Grandjean and Landrigan,
2014). Esta variabilidad viene determinada por factores genéticos, como las diferencias en las enzimas
implicadas en la metabolizacién de las sustancias; por el estado fisioldgico, que incluye la edad, el sexo, el
estado nutricional, la exposicidn a otras sustancias, o la presencia de enfermedades preexistentes. Hdbitos de
vida, como el tabaquismo, el consumo de alcohol o drogas, o el estrés, también pueden modificar o potenciar
los efectos téxicos de una sustancia quimica.

En este planteamiento, el peligro es una propiedad fija de la sustancia, mientras que la exposicién y
la susceptibilidad son variables dependientes del contexto y del receptor. Por tanto, una sustancia puede
presentar una elevada peligrosidad intrinseca; sin embargo, si no existe exposicion, el riesgo asociado serd
nulo o despreciable.

1.4. Modelos probabilisticos frente a modelos deterministas

Una vez establecida la caracterizacion del riesgo como el proceso en el que se integran la informacién
sobre peligro y exposicién para apoyar la toma de decisiones, el siguiente aspecto clave es como se lleva a cabo
dicha integracién desde el punto de vista metodolégico. En este contexto, pueden distinguirse principalmente
dos enfoques: los modelos deterministas y los modelos probabilisticos.

1. Los modelos deterministas se basan en la comparacién de valores puntuales de exposicion —como
medias o percentiles seleccionados— con valores de referencia toxicoldgica, tales como la dosis de
referencia (RfD) o la ingesta diaria tolerable (TDI) (KEMI, 2020). Este enfoque, ampliamente
utilizado en evaluaciones regulatorias y de cribado, ofrece una aproximacion sencilla y transparente;
sin embargo, al condensar la variabilidad y la incertidumbre en valores nicos, puede dar lugar tanto
a subestimaciones como a sobreestimaciones del riesgo.

2. Por el contrario, los modelos probabilisticos representan la exposicion y, cuando es posible, la
toxicidad mediante distribuciones de probabilidad, permitiendo una descripcién més explicita
de la variabilidad y la incertidumbre inherentes al sistema evaluado (Bruce et al., 2007; Heo et al.,
2021). Este tipo de modelos no se limita a proporcionar un tinico indicador de riesgo, sino que ofrece
una visién mds completa de su comportamiento, lo que resulta especialmente ttil en contextos en los
que se dispone de informacidn suficiente y se requiere una caracterizacién més refinada del riesgo.

En la préictica, la eleccién entre enfoques deterministas y probabilisticos suele responder a un enfoque
escalonado o por niveles (tiered approach), en el que el grado de complejidad del anilisis se ajusta
progresivamente en funcién del objetivo de la evaluacién, la disponibilidad de informacién y el nivel de
incertidumbre aceptable. De este modo, las evaluaciones iniciales suelen basarse en métodos mds simples y
conservadores, mientras que andlisis posteriores pueden incorporar enfoques probabilisticos mds avanzados
cuando se requiere una caracterizacién més detallada del riesgo. Este planteamiento permite adaptar la evaluacion
a las necesidades especificas del contexto regulatorio o cientifico, tal como se describe en el apartado siguiente.
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1.5. Evaluaciones Prospectivas y Retrospectivas

En el dmbito de la evaluacién de riesgos para la salud, es comin distinguir entre evaluaciones retrospectivas
y prospectivas, segin el momento y el propésito del andlisis. Ambos enfoques responden a finalidades
distintas, pero complementarias.

Las evaluaciones retrospectivas se llevan a cabo una vez que ya se ha observado un efecto adverso, y
tienen como objetivo analizar la informacién disponible sobre la incidencia de enfermedades u otros impactos
en la salud o en los ecosistemas relacionados con la exposicion a sustancias quimicas. Este tipo de evaluaciones
se fundamenta en evidencia empirica previamente registrada, como datos de monitorizacion ambiental,
informacién clinica o registros epidemiolégicos, y permite identificar asociaciones entre la exposicion y
los efectos observados, contribuyendo a esclarecer las causas del dafio y a orientar medidas correctivas o
preventivas (Miller and Machado, 2010).

Por el contrario, las evaluaciones prospectivas se centran en anticipar los posibles impactos sobre la
salud y el medio ambiente antes de que se adopten decisiones de gestién o se introduzcan nuevas sustancias,
productos o tecnologias. Estas evaluaciones se basan en escenarios hipotéticos de exposicién, apoyados en
datos toxicoldgicos y epidemioldgicos disponibles y en herramientas de modelizacién, con el objetivo de
estimar riesgos potenciales y respaldar una toma de decisiones informada. Este enfoque resulta especialmente
relevante en contextos regulatorios, ya que permite prevenir posibles efectos adversos antes de que se autorice
el uso de la sustancia y reducir la probabilidad de dafios futuros.

Con independencia de su caricter prospectivo o retrospectivo, la evaluacién del riesgo puede
abordarse con distintos grados de detalle y profundidad analitica (niveles de evaluacién), en funcién del
objetivo del andlisis, la disponibilidad de informacién y el contexto de aplicacién. Este planteamiento
escalonado permite adaptar el esfuerzo evaluador a las necesidades especificas de cada caso, optimizando
el uso de los recursos disponibles, priorizando las acciones adiciones necesarias para generar nueva
informacién.

1.6. Niveles de Evaluacion de Riesgo

1.6.1.Nivel 1: Evaluaciones basadas en niveles de referencia

Las evaluaciones de nivel 1 constituyen el enfoque mds ampliamente utilizado en contextos
regulatorios. Su objetivo fundamental es determinar si una exposicion especifica se encuentra por
debajo de un umbral considerado aceptable para la salud humana (o el medio ambiente), a partir de
valores de referencia establecidos previamente por organismos cientificos o normativos. Estos valores
(como el valor limite umbral, la dosis diaria admisible o la concentracién de referencia) representan
estimaciones conservadoras disefiadas para proteger a la poblacién general, incluyendo a los grupos
mds vulnerables.

Este tipo de evaluacién convierte la incertidumbre inherente al analisis del riesgo en decisiones
deterministicas, recurriendo frecuentemente a valores por defecto y supuestos de "peor caso" para garantizar
la proteccién frente a posibles exposiciones adversas. Asi, aunque no proporciona una medida directa de la
probabilidad o magnitud del dafo, permite establecer de forma clara si el riesgo puede considerarse aceptable
o si es necesario implementar medidas de control o intervencion.
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1.6.2. Nivel 2: Evaluaciones cuantitativas del riesgo

Cuando se supera un nivel de referencia, o cuando se requiere una caracterizacién mds precisa del riesgo, se
recurte a evaluaciones de nivel 2, que permiten cuantificar tanto la magnitud como la probabilidad de que
se produzcan efectos adversos en condiciones especificas de exposicion. Estas evaluaciones se fundamentan
en modelos matemdticos o probabilisticos y requieren una caracterizacién detallada de la relacidon dosis-
respuesta, asi como de las distribuciones de exposicién en la poblacién.

Este enfoque tiene un amplio uso en el dmbito cientifico y puede ser también empleado en contextos
normativos, especialmente en situaciones de emergencia, accidentes, exposiciones agudas 0 escenarios
complejos. Una de sus ventajas clave es la posibilidad de discriminar entre la variabilidad biolégica real (p.
¢j., diferencias interindividuales en la respuesta) y la incertidumbre asociada a limitaciones del conocimiento
o la calidad de los datos disponibles. Esta diferenciacién es fundamental para priorizar acciones y comunicar
de forma mds transparente el riesgo a los responsables de la toma de decisiones.

1.6.3. Nivel 3: Evaluaciones con caracter diagnéstico

El tercer nivel de evaluacién se aplica en situaciones retrospectivas, cuando ya se han observado efectos
adversos y se requiere investigar su origen. Estas evaluaciones tienen un enfoque claramente diagndstico y se
orientan a identificar el agente causal, la fuente de exposicién o, en contextos mds complejos, a desentrafar
las contribuciones relativas de distintos factores en una etiologia multifactorial.

Este tipo de andlisis implica comparar los efectos observados con los efectos esperados en funcion de los
niveles de exposicién estimados, integrando datos toxicoldgicos, epidemioldgicos, ambientales y clinicos. Su
utilidad es especialmente relevante en contextos como la salud pablica ambiental, la vigilancia epidemiolégica
post-incidente, las investigaciones forenses o los litigios asociados a dafos en la salud.

1.6.4. Nivel 4: Evaluaciones de Riesgo de Nueva Generacion (NGRA)

Este nivel se orienta a una comprension mecanistica del riesgo, centrada en el andlisis de cémo la sustancia
interactda con los sistemas bioldgicos a distintos niveles de organizacion. Incorpora de manera explicita las especificidades
de la exposicién, incluyendo escenarios realistas, ventanas criticas y poblaciones vulnerables. A partir de la integracion
de multiples lineas de evidencia, se formulan hipétesis bioldgicamente plausibles que permiten vincular la exposicion
con los efectos adversos observados o esperados, proporcionando una base més refinada y predictiva para la toma de

decisiones.
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2. Metodologias de nivel 1 y su utilizacion en el marco normativo

2.1. Evaluacion de Riesgos en el Marco Legislativo Europeo

En la Unién Europea (UE), la regulacion de las sustancias quimicas y de los productos que pueden tener un
impacto sobre la salud o el medio ambiente se fundamenta en un conjunto de normas que buscan garantizar un
nivel elevado de proteccién para las personas, los animales y los ecosistemas. Estas normas no solo establecen
obligaciones para las empresas que fabrican, comercializan o utilizan dichas sustancias o productos, sino que
también especifican cémo deben evaluarse sus posibles riesgos antes y durante su puesta en el mercado.

La evaluacién de riesgos constituye el pilar de este sistema regulatorio. Este proceso consiste en recopilar
y analizar informacién cientifica sobre los peligros intrinsecos de una sustancia (por ejemplo, su toxicidad,
inflamabilidad o propiedades de persistencia y bioacumulacién), las vias por las que las personas o el medio
ambiente pueden estar expuestos, y las posibles consecuencias de dicha exposicién. Con estos elementos, se
determina si la sustancia o producto puede usarse de forma segura y sus condiciones de uso.

Para coordinar este proceso, la UE cuenta con varias agencias especializadas que asesoran a la Comision
Europea y a los Estados miembros:

» ECHA (Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Quimicas), con sede en Helsinki, gestiona la
aplicacién de los reglamentos REACH, CLP y Biocidas, y coordina la evaluacién de sustancias
quimicas en toda la Unién.

* EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria), con sede en Parma, asesora cientificamente
en todo lo relacionado con la seguridad alimentaria, incluidos los plaguicidas, contaminantes
alimentarios, aditivos y materiales en contacto con alimentos.

* EMA (Agencia Europea de Medicamentos), con sede en Amsterdam, es responsable de la evaluacion cientifica,
la supervision y el control de la seguridad de los medicamentos de uso humano y veterinario en la UE.

El funcionamiento de este sistema combina el trabajo de las agencias europeas con el de las autoridades
competentes de los Estados miembros. En términos generales, se lleva a cabo una evaluacién cientifica
inicial basada en la informacién aportada por la industria y en la evidencia cientifica disponible. Dicha
evaluacién es posteriormente revisada y debatida por los Estados miembros en el seno de comités técnicos y,
cuando procede, por la Comisién Europea, que adopta la decisién final. Este procedimiento garantiza que
las decisiones no dependan de un tnico actor, sino que se basen en un proceso armonizado a nivel europeo,
fundamentado en criterios cientificos.

Dentro de este marco general, cada legislacién sectorial concreta cémo debe hacerse la evaluacién:

1. El Reglamento REACH (CE) 1907/2006, gestionado por la ECHA, establece que la evaluacién de
sustancias quimicas implica recopilar y analizar informacion sobre sus propiedades, su clasificacion
de peligros y la exposicién prevista, con el fin de determinar medidas de gestién adecuadas.

2. El Reglamento CLP (CE) 1272/2008, también bajo el émbito de la ECHA, vincula la evaluacién a la
clasificacién y etiquetado de las sustancias y las mezclas en funcién de sus peligros fisicos, para la salud
humana y para el medio ambiente, teniendo en cuenta el conjunto de las evidencias disponibles.

3. En el caso de los productos cosméticos (Reglamento (CE) 1223/2009), las autoridades competentes
de los Estados miembros, con el apoyo del Comité Cientifico de Seguridad de los Consumidores
(SCCS), realizan la evaluacién de seguridad de ingredientes y productos antes de su comercializacién.
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4. El Reglamento (UE) 528/2012 relativo a los biocidas, supervisado por la ECHA y el Comité
de Biocidas, asi como el Reglamento (CE) 1107/2009 sobre productos fitosanitarios, con
evaluacién cientifica a cargo de la EFSA, requieren evaluaciones que integren informacién sobre
peligros, exposicién y riesgos para la salud humana, la salud animal y el medio ambiente, en funcién
de los usos previstos.

5. En el sector alimentario, normas como el Reglamento (CE) 1935/2004 sobre materiales en
contacto con alimentos o el Reglamento (UE) 2023/915 sobre contaminantes encomiendan
ala EFSA la valoracion cientifica de la inocuidad, sirviendo de base para el establecimiento de limites
méximos y condiciones de uso. De forma complementaria, los aditivos alimentarios para consumo
humano se rigen por el Reglamento (CE) 1333/2008, mientras que los aditivos destinados a la
alimentacién animal estin regulados por el Reglamento (CE) 1831/2003. Estableciéndose en ambos
casos procedimientos de autorizacion basados en evaluaciones cientificas de la EFSA para garantizar
la proteccion del consumidor, la salud animal y el medio ambiente.

6. En el dmbito farmacéutico, la Directiva 2001/83/CE y el Reglamento (CE) 726/2004, bajo la
coordinacién de la EMA, incluyen la evaluacién de riesgos como parte del proceso de autorizacién,
considerando seguridad, eficacia, calidad y la relacién beneficio-riesgo.

7. Los Reglamentos (UE) 2017/745 sobre productos sanitarios y 2017/746 sobre productos sanitarios
para diagndstico in vitro, bajo la EMA y autoridades nacionales, incorporan la evaluacién de riesgos
como requisito esencial, valorando la seguridad clinica, la compatibilidad quimica y biolégica, y la
minimizacion de riesgos residuales.

8. En el dmbito laboral, las Directivas 98/24/CE, relativa a los agentes quimicos, y 2004/37/CE, sobre
carcindgenos y mutdgenos, transpuestas por los Estados miembros, exigen la identificacion de
peligros y la estimacion de riesgos con el fin de implementar medidas preventivas adecuadas.

En conjunto, este sistema legislativo europeo combina la evidencia cientifica con un proceso de revisién
compartida entre agencias y Estados miembros, garantizando que la gestién de los riesgos de sustancias y
productos se lleve a cabo de forma coherente, transparente y orientada a la proteccién de la salud humana y
del medio ambiente.

Tabla 1. Legislaciones de la UE que contemplan la evaluacion de riesgo de sustancias quimicas.

Reglamento / Agencia Evaluacion de

Sector / Producto Comentarios

Directiva responsable riesgos

Propiedades
Proceso europeo

. - REACH (CE) intrinsecas, ’
Sustancias quimicas 1907/2006 ECHA exposicion, medidas compamd_o entre
- Estados miembros
de gestion
Peligros fisicos, para .
e o . CLP (CE) ; Considera todas las
Clasificacion y etiquetado 1272/2008 ECHA la salud.y medio evidencias disponibles
ambiente
Autoridades Seguridad de -
. Reglamento . . . Evaluacién antes de la
Cosméticos nacionales + ingredientes y AT
1223/2009 comercializacion
SCCS productos
Biocidas Reglamento ::;i(();d;g:i Peligros, exposiciéon y Revision colegiada
528/2012 riesgos segln uso entre Estados miembros

ECHA
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Sector / Producto

Reglamento /

Directiva

Agencia

responsable

Evaluacion de
riesgos

Comentarios

Reglamento

Peligros, exposicion
y riesgos humanos,

Basado en usos

Productos fitosanitarios 1107/2009 EFSA animales y previstos
ambientales
Materiales en contacto Reglamento Inocuidad y limites Evalta condiciones de
. EFSA P
con alimentos 1935/2004 maximos uso
Contaminantes Reglamento Riesgo para salud Fua_h_m ites y
N . EFSA condiciones de
alimentarios 2023/915 humana )
seguridad
Seguridad Autorizacion previa
Aditivos alimentarios (uso Reglamento (CE) toxicologica, previa
EFSA Y basada en evaluacion
humano) 1333/2008 exposicion dietética y S
- cientifica
limites de uso
Seguridad
- . L. para animales, Evaluacién por
Ad_ltlvos para alimentaciéon | Reglamento (CE) EFSA consumidores, categorias de uso y
animal 1831/2003 . : . )
usuarios y medio especies animales
ambiente
Directiva 2001/83/ Seguridad, eficacia, Parte intearal del
Medicamentos CE; Reglamento EMA calidad y relacién roceso de agtorizacién
(CE) 726/2004 beneficio-riesgo P
Reglamentos EMA + Seguridad clinica, Minimizacién de riesqos
Productos sanitarios (UE) 2017/745y Autoridades compatibilidad . 9
. P NP residuales
2017/746 nacionales quimica y biologica
- . Identificacion de y
Ambito laboral Directivas 98/24/ Autoridades eligros v estimacion Implementacion de
CE y 2004/37/CE nacionales peligros y medidas preventivas

de riesgos

En comparacién con otros entornos regulatorios, el modelo de la UE se caracteriza por su estructura
basada en agencias especializadas y por la aplicacién del principio de precaucion, que implica evaluar de
forma exhaustiva los riesgos antes de autorizar la comercializacién de un producto. En Estados Unidos, por
ejemplo, la EPA (Environmental Protection Agency), la FDA (Food and Drug Administration) y la OSHA
(Occupational Safety and Health Administration) asumen funciones andlogas en distintos dmbitos, pero el
sistema es mds fragmentado y, en algunos casos, permite la comercializacion previa a una evaluacién completa,
con controles posteriores. En paises como Japén o Canadd, los marcos regulatorios también estin alineados
con estindares internacionales de la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos (OCDE),
aunque tienden a ser més flexibles y adaptativos. Asi, mientras la UE pone el acento en la armonizacién entre
Estados miembros y en la revisién conjunta de la evidencia cientifica, otros entornos priorizan una mayor
rapidez de acceso al mercado, asumiendo un control més reactivo.

A nivel global, existen iniciativas e instrumentos normativos que complementan la regulacién nacional y
regional de las sustancias quimicas y de los productos con impacto ambiental y sanitario. La OMS establece
directrices sobre calidad del aire, agua potable y seguridad quimica, promoviendo estindares basados en la
evidencia cientifica para la proteccion de la salud publica a escala internacional. Asimismo, el Convenio de
Estocolmo sobre Contaminantes Orgdnicos Persistentes (COP) y el Convenio de Minamata sobre Mercurio
regulan la produccién, el uso y la liberacién de sustancias quimicas altamente peligrosas y persistentes en el
medio ambiente, con el objetivo de minimizar su impacto sobre la salud humana y los ecosistemas. Como
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instrumento complementario, el Convenio de Rotterdam se centra en el control del comercio internacional
de determinados productos quimicos peligrosos y plaguicidas mediante el procedimiento de consentimiento
fundamentado previo. Este mecanismo obliga a los paises exportadores a notificar y obtener el consentimiento
explicito de los paises importadores antes de realizar envios de sustancias incluidas en el anexo del Convenio.
Ademds, promueve el intercambio de informacién sobre peligros, riesgos y medidas regulatorias adoptadas a
nivel nacional, fortaleciendo las capacidades de los Estados para tomar decisiones informadas en materia de
gestion del riesgo quimico.

La OCDE también desempefa un papel clave mediante la elaboracién de guias de ensayo armonizadas
y principios para la evaluacién de riesgos quimicos. Estas guias incluyen métodos in vitro e in vivo, asi como
estrategias orientadas a la reduccion del uso de animales en los ensayos. Otras iniciativas relevantes incluyen
el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA), que impulsa politicas globales para
una gestion segura de las sustancias quimicas, y el Enfoque Estratégico para la Gestién Internacional de los
Productos Quimicos (SAICM, Strategic Approach to International Chemicals Management), cuyo objetivo
es promover un manejo seguro de los productos quimicos a lo largo de todo su ciclo de vida, con especial
atencién a los paises en desarrollo.

En conjunto, estos marcos internacionales y regionales complementan los sistemas nacionales y ofrecen
un contexto de cooperacién, armonizacién y desarrollo de metodologias cientificas avanzadas, reforzando la
proteccién de la salud humana y del medio ambiente a escala global.

2.2. Definicion y caracteristicas de las metodologias de nivel 1

Como menciondbamos anteriormente, la evaluacién de riesgo de sustancias quimicas se ha convertido
en una herramienta fundamental para proteger la salud humana y el medio ambiente frente a los posibles
efectos adversos derivados de la exposicion a compuestos que utilizamos en nuestro dia a dia. Desde
pesticidas en la agricultura hasta aditivos en los alimentos, pasando por medicamentos, productos de
limpieza, cosméticos o sustancias industriales, todos estos compuestos se someten a un proceso de andlisis
estructurado que permite responder a una pregunta esencial: ;podemos usar esta sustancia de manera
segura, y bajo qué condiciones?

El enfoque mds habitual en la prictica regulatoria es el de Nivel 1, un tipo de evaluacién que se caracteriza
por ser prospectiva, normativa y conservadora. En otras palabras, estd disefiada para garantizar la seguridad
de las poblaciones y los ecosistemas en escenarios de uso razonablemente previsibles, siempre aplicando un
margen de proteccion. Tal y como se ha expuesto, la evaluacién de riesgo es un procedimiento técnico que se
desglosa en una secuencia de etapas interrelacionadas. En el caso del Nivel 1, estas etapas se aplican de forma
estandarizada y con un cardcter conservador, con el fin de garantizar un nivel adecuado de proteccién de la
salud humana y del medio ambiente.

2.3. Etapas en las metodologias de Nivel 1

2.3.1. Formulacion del problema

En el caso de las evaluaciones de nivel 1, la formulacién del problema comienza definiendo el contexto en
el que se usard la sustancia quimica: su ciclo de vida, los escenarios de exposicién relevantes y las poblaciones
que podrian verse afectadas. No es lo mismo un producto fitosanitario aplicado a gran escala en un cultivo
que un cosmético de uso tépico o un producto industrial que solo se manipula en un entorno laboral.
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La formulacién del problema ayuda a delimitar el alcance de la evaluacién de acuerdo con las necesidades
de los gestores y sus posibles decisiones: se establece qué efectos se deben vigilar, en qué condiciones de uso y
qué grado de proteccién se va a exigir.

En el caso de las evaluaciones de nivel 1, gran parte de la formulacién del problema viene definida por
el contexto regulatorio en el que la sustancia evaluada estd incluida o que la regula. Es la legislacién aplicable
la que establece, junto con las guias técnicas desarrolladas por las respectivas agencias, las condiciones de la
evaluacién, especificando, por ejemplo, los escenarios de exposicién que deben contemplarse y sus valores
por defecto, los efectos adversos que deben evaluarse y su extrapolacién, e interpretan el grado de proteccion
exigido para la poblacién humana y/o el medio ambiente en términos de nivel de riesgo aceptable.

De este modo, la formulacién del problema no solo refleja el uso real y previsto de la sustancia, sino que
integra los requisitos legales y normativos que orientan y condicionan el proceso de evaluacién de riesgo.

2.3.2. Identificacion del peligro

La identificacién del peligro tiene como objetivo principal responder a la pregunta: ;qué efectos adversos
puede causar una sustancia quimica? o, en otras palabras, ;qué tipo de toxicidad presenta? Este proceso

constituye la base para caracterizar los posibles efectos nocivos de una sustancia sobre la salud humana y el
medio ambiente (IPCS, 2004).

Es importante destacar que la toxicidad de una sustancia depende de multiples factores, como la dosis y
la especie, la duracién de la exposicion, la via de administracidn, la etapa de la vida, el sexo, la capacidad de
absorcidn, el metabolismo, la distribucién y excrecién de la sustancia, asi como el estado de salud y nutricional
del individuo, la exposicién concomitante a otras sustancias quimicas y los ritmos circadianos (Krewski et al.,
2010). Los efectos adversos pueden ser locales (como la irritacion cutdnea u ocular) o sistémicos, afectando
a drganos especificos o sistemas completos. En funcién del patrén de exposicidn, estos efectos se clasifican
principalmente en toxicidad aguda (efectos inmediatos tras dosis tnicas) y toxicidad por exposicién repetida,
la cual se apoya en datos de estudios subcrénicos y cronicos para determinar dafios a largo plazo. Entre los
tipos de efectos criticos se incluyen la genotoxicidad, la carcinogenicidad, la toxicidad para la reproduccién y la
disrupcion endocrina, que constituyen clases de peligro especificas en la normativa. Hay que precisar que otras
respuestas téxicas, como la neurotoxicidad y la inmunotoxicidad, se clasifican habitualmente bajo la clase de
Toxicidad especifica en determinados 6rganos (STOT), ya sea por exposicién nica o repetida, al no constituir
por ahora clases de peligro independientes en el sistema armonizado.

En el dmbito ambiental, la identificacién del peligro considera datos de toxicidad en organismos
representativos de distintos niveles tréficos, como peces, aves, abejas, lombrices y microorganismos del
suelo. Se consideran tanto efectos apicales —como la mortalidad, la reduccién del crecimiento o los fallos
reproductivos— como efectos subletales que, aunque no resulten inmediatamente letales, pueden comprometer
la viabilidad de las poblaciones a largo plazo.

En la evaluacién de riesgo de nivel 1, la identificacién del peligro se apoya de forma explicita en sistemas
normalizados de clasificacién y etiquetado de sustancias quimicas. A nivel internacional, este proceso se basa
en el Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (GHS), desarrollado en
el marco de Naciones Unidas con el objetivo de armonizar los criterios de clasificacién de peligros a escala
global. En la Unién Europea, este sistema se implementa legalmente a través del Reglamento CLP (CE) n.°
1272/2008, que hace obligatoria la clasificacién, etiquetado y envasado basindose en las clases y categorias
de peligro definidas, incorporando ademds disposiciones especificas para el mercado comunitario. En este

25



Metodologia cientifica y nuevas perspectivas de la evaluacién de riesgos de sustancias quimicas en sanidad ambiental

sentido, la identificacién del peligro de nivel 1 se estructura en torno a las clases y categorias de peligro

definidas por el GHS/CLP, lo que permite una evaluacién inicial estandarizada y comparable de los riesgos

potenciales para la salud humana y el medio ambiente.

Tabla 2. Criterios de Gravedad por Clases de Peligro: comparativa en los Sistemas GHS y CLP.

Clase de Peligro

Toxicidad aguda (Oral)

SGA/GHS

Cat 1: <5 mg/kg; Cat 2: 5<C<50; Cat 3:
50<C=300; Cat 4: 300<C=<2000; Cat 5:
2000<C<5000.

Reglamento CLP

Cat 1: <5 mg/kg; Cat 2: 5<C<50; Cat 3:
50<C<300; Cat 4: 300<C<2000.

Toxicidad aguda
(Cutanea)

Cat 1: <50 mg/kg; Cat 2: 50<C=<200; Cat 3:
200<C<1000; Cat 4: 1000<C=<2000; Cat 5:
2000<C<5000.

Cat 1: <5 mg/kg; Cat 2: 5<C<50; Cat 3:
50<C<300; Cat 4: 300<C=2000.

Toxicidad aguda
(Inhalacién-Vapores)

Cat 1: <0,5 mg/l; Cat 2: 0,5<C<2; Cat 3:
2<(C<10; Cat 4: 10<C<20.

Cat 1: <0,5 mg/l; Cat 2: 0,5<C<2; Cat 3:
2<(C<10; Cat 4: 10<C<20.

Corrosion / Irritacion
cutanea

Cat 1 (A/B/C): Necrosis; Cat 2: Irritacion
reversible; Cat 3: Irritacion leve.

Cat 1 (A/B/C): Necrosis; Cat 2: Irritacion
reversible (valor medio =2,3<4,0).

Lesiones oculares /
Irritacion

Cat 1: Irreversible (21 d); Cat 2 (2A/2B):
Reversible (7 a 21 d).

Cat 1: Irreversible (21 d); Cat 2:
Reversible.

Sensibilizacién (Resp./
Cut.)

Cat 1 (1A/1B): Basado en frecuencia y
potencia (ej. LLNA EC3 =2%).

Cat 1 (1A/1B): Basado en frecuencia y
potencia (ej. LLNA EC3 =2%).

Mutagenicidad /
Carcinogenicidad

Cat 1A: Humanos; Cat 1B: Animales; Cat 2:
Sospecha.

Cat 1A: Humanos; Cat 1B: Animales; Cat
2: Sospecha.

Toxicidad para la
Reproduccion

Cat 1A/1B: Conocido/Supuesto; Cat 2:
Sospecha; Lactancia: Efectos en leche.

Cat 1A/1B: Conocido/Supuesto; Cat 2:
Sospecha; Lactancia: Efectos en leche.

STOT SE (Exposicion
Unica)

Cat 1: Graves (<300 mg/kg pc); Cat 2:
Significativos; Cat 3: Transitorios.

Cat 1: Graves (<300 mg/kg pc); Cat 2:
Significativos; Cat 3: Transitorios.

STOT RE (Exp. Repetida)

Cat 1 (90 d): <10 mg/kg/d (oral); Cat 2:
10<C<100.

Cat 1 (90 d): <10 mg/kg/d (oral); Cat 2:
10<C=<100.

Peligro por Aspiracién

Cat 1: <20,5 mm2/s (40 °C); Cat 2:
20,5<C<100.

Cat 1: <20,5 mm2/s (40 °C).

Alteracion Endocrina
(Salud)

(No establecida)

Cat 1: Se sabe/supone; Cat 2: Se
sospecha.

Toxicidad Acuatica
(Aguda)

Cat 1: <1 mg/l; Cat 2: 1<C<10; Cat 3:
10<C=<100.

Cat 1: <1 mg/l.

Toxicidad Acuatica
(Croénica)

Cat 1: <0,1 mg/l (No RD) / <0,01 (RD); Cat 2:

<1 (No RD) / <0,1 (RD); Cat 4: Red seguridad.

Cat 1: <0,1 mg/I (No RD) / <0,01 (RD);
Cat 2: <1 (No RD) / <0,1 (RD); Cat 4: Red
seguridad.

Alteraciéon Endocrina
(Env.)

(No establecida)

Cat 1: Se sabe/supone; Cat 2: Se
sospecha.

Propiedades PBT / mPmB

(Informacién en anexos SGA)

PBT: P (agua > 40d), B (FBC > 2000), T;
mPmB: vP (> 60d), vB (> 5000).

Propiedades PMT / mPmM

(No disponible)

PMT: P, T, M (log Koc < 3); mPmM: vP, T,
vM (log Koc < 2).

Histéricamente, desde la década de 1960, la identificacion del peligro se ha basado principalmente en

estudios toxicoldgicos realizados en animales de laboratorio. Estos ensayos, armonizados mediante directrices
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internacionales como las de la OCDE (OECD, 2025a), permiten evaluar los efectos agudos, subcrénicos y
crénicos de la exposicidn a sustancias quimicas en especies de laboratorio como ratas, ratones, conejos, perros,
peces o dafnias. A través de estos estudios, se pueden identificar los efectos apicales, es decir, cambios fenotipicos,
fisiolégicos o clinicos que reflejan un dafo toxicoldgico directo en la especie de ensayo utilizada. Estos hallazgos,
ademds de permitir la clasificacion, constituyen la base para definir los puntos de partida, que posteriormente se
utilizan para derivar valores regulatorios y guiar decisiones de gestion de riesgos (More et al., 2022).

Con el avance del conocimiento cientifico y el incremento de las restricciones éticas relativas al uso
de animales de experimentacion, la identificacién del peligro ha evolucionado hacia la incorporacién de
métodos alternativos y complementarios incluyendo enfoques in vitro, in silico y, de forma mds limitada,
in vivo focalizados. Los ensayos in vitro permiten estudiar mecanismos de toxicidad, incluyendo los de
efectos locales especificos, como la irritacion cutdnea u ocular, la sensibilizacion, la genotoxicidad, diferentes
modalidades de disrupcién endocrina, efectos sobre receptores moleculares, o la activacién o inhibicion
de la trascripcién de genes concretos. Por su parte, los modelos ## silico utilizan informacién estructural
de las moléculas para predecir propiedades toxicoldgicas y posibles efectos adversos, proporcionando una
primera aproximacién util para la priorizacién de sustancias y la optimizacién de las estrategias de ensayo.
En el caso del potencial genotdxico, se emplean habitualmente baterias de ensayos in vitro combinadas con
herramientas de modelizacién computacional, reservando los estudios iz vive inicamente para situaciones
especificas y justificadas. En el 4mbito de la industria cosmética, la prohibicién del uso de animales para la
evaluacién de la seguridad ha impulsado de manera significativa la adopcion y el desarrollo de estos métodos
alternativos para evaluar endpoints locales, como irritacién y sensibilizacién cutdnea u ocular.

Aunque los datos procedentes de estudios en humanos son mds limitados, su relevancia es innegable
¢ incluyen estudios clinicos previos a la comercializacién, evaluaciones de uso controlado, registros
postcomercializacion, y estudios epidemioldgicos, los cuales permiten identificar efectos adversos raros o
no previstos y contribuyen a refinar la identificacién del peligro. De hecho, en las clases de peligro donde
las categorias se basan en la evidencia disponible, se distinguen, mediante categorias diferenciadas, aquellas
sustancias quimicas para las que existe evidencia en seres humanos de aquellas clasificadas a partir de evidencia
en modelos animales no confirmada en nuestra especie.

Figura 2. Integracién de diferentes fuentes de informacién para la identificacién del peligro toxicolégico.
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2.3.3. Caracterizacion del peligro

Una vez identificados los posibles efectos adversos de una sustancia, la caracterizacién del peligro
busca traducir estos hallazgos en niveles de referencia aplicables a la regulacién, determinando la dosis o
concentracion a partir de la cual se espera que los efectos adversos comiencen a aparecer. Para ello, los estudios
utilizados en la identificacion del peligro son disefiados con multiples niveles de dosis capaces de generar
efectos de distinta magnitud, lo que permite caracterizar la curva dosis-respuesta completa, tanto en la zona
baja como en el alta.

Esta fase combina el andlisis de la relacién dosis-respuesta con la aplicacién de factores de seguridad
que contemplan la extrapolacidn entre especies, la variabilidad intraespecifica y las limitaciones de los datos

disponibles

El primer paso para establecer los puntos de partida (points of departure, PoD), que constituyen la base
para la derivacion de valores regulatorios, es la evaluacion de la relacién dosis-respuesta de cada parimetro/
estudio, y su agregacién cuando tenemos varios estudios complementarios. En funcién del disenio del estudio,
podremos utilizar el NOAEL (no observed adverse effect level), definido como la dosis més alta a la que no se
observan efectos adversos y el LOAEL (lowest observed adverse effect level), correspondiente a la dosis mas baja
en la que se detectan efectos adversos; o la benchmark dose (BMD), junto con su limite inferior de confianza
(BMDL), que proporciona una estimacién mds robusta y estadisticamente fundamentada del umbral de efecto.

* EINOAEL identifica la dosis mds alta en la que no se observan efectos adversos, basindose en que no
existan diferencias significativas frente al grupo control, y representa la dosis inferior a la LOAEL, que
es la que determina el tipo de efecto observado. Cuando en un estudio se miden diferentes pardmetros,
podemos obtener diferentes valores de NOAEL/LOAEL para cada pardmetro, y seleccionamos los
mds bajos como el NOAEL/LOAEL relevante del estudio. Cuando existen varios estudios similares
o complementarios, se pueden establecer ademds el NOAEL/LOAEL de cada parimetro, integrando
los resultados de los diferentes estudios, estableciendo diferencias relevantes, por ejemplo, junto
con el NOAEL/LOAEL global de reproduccién, se pueden establecer ademds los correspondientes
a toxicidad maternal, toxicidad para la progenie, fertilidad, o toxicidad a través de la lactacion. Sin
embargo, este enfoque depende del disefio del estudio, del espaciamiento entre niveles de dosis y
del tamafio de muestra, y no refleja la forma completa de la curva dosis-respuesta. Cuando todos los
niveles muestran efectos adversos, se recurre al LOAEL como referencia.

* La BMD y su limite inferior de confianza (BMDL) representan un método més robusto para definir
PoD, basado en la modelizacion de la curva dosis-respuesta y en la calidad del estudio. A diferencia
del NOAEL, la BMD es menos dependiente de la seleccién de dosis y del espaciado experimental,
y permite considerar de manera explicita la forma de la curva dosis-respuesta. La estimacion del
BMDL, correspondiente al limite inferior del 95% de confianza, proporciona un PoD que incorpora
la variabilidad y el tamafo de la muestra, aumentando la fiabilidad de la derivacion de niveles seguros
de exposicion. Al igual que para el NOAEL/LOAEL, se establecen BMD/BMDL por pardmetro/
estudio (Hardy et al., 2017b). Introducido como alternativa en la década de 1980, este enfoque se
ha convertido en el preferido por numerosas agencias regulatorias, y su uso se ha facilitado gracias a
programas de software especializados, como el BMDS de la EPA o el BMD and Bayesian BMD de
la EFSA. Esta aproximacion requiere un disefio de estudio con suficiente nimero de dosis, y no se
adapta al disefio tradicional de muchas guias de la OECD que maximiza el nimero de animales por
dosis, en vez del nimero de dosis, por lo que, a dia de hoy, la mayor parte de las dosis de referencia
disponibles atn se basa en el enfoque tradicional del NOAEL.
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La seleccién de los PoD se lleva a cabo mediante la identificacién del efecto critico o apical mds sensible
a partir de los NOAEL/LOAEL y/o BMDL. Este proceso se realiza teniendo en cuenta la calidad, fiabilidad
y relevancia de los datos disponibles. Para ello, se aplica un enfoque de peso de la evidencia (weight of
evidence, WoE), que permite integrar de forma sistemdtica los distintos tipos de informacion toxicolégica y
valorar su coherencia global, garantizando que los PoD seleccionados representen de manera consistente y
cientificamente s6lida el peligro potencial asociado a la toxicidad intrinseca de la sustancia evaluada (Hardy

etal., 2017a; OECD, 2019b).

La caracterizacion del peligro integra no solo datos iz vive, in vitro e in silico, sino también informacion
en humanos cuando estd disponible. Se consideran aspectos de toxicocinética, mecanismos de accidn y efectos
criticos, lo que permite identificar las dosis umbrales de toxicidad y derivar niveles seguros de exposicién o
dosis de referencia, teniendo en cuenta el tiempo, la via y el tipo de exposicién.

Estas dosis de referencia se aplican a sustancias no genotdxicas para las que se considera que existe un
umbral de toxicidad. El PoD correspondiente al efecto critico, obtenido en la especie mds sensible y por la via
de exposicion evaluada, se divide entre un factor de incertidumbre, también denominado factor de seguridad.
Entre ellos se incluyen la extrapolacién entre especies, la variabilidad interindividual humana, la utilizacién
de estudios subcronicos para extrapolar a exposiciones crénicas, o la ausencia de datos especificos (Johanson
et al., 2023). De manera genérica, se suele aplicar un factor de 100, considerando 10 para la variabilidad
interespecie y 10 para la variabilidad intraespecie.

En el caso de sustancias genotdxicas o cancerigenas, se recurre a enfoques como el Margen de Exposicién
g g q g
(MOE), que establece un umbral de preocupacién mds que un valor “seguro” absoluto (Bennekou et al.,

2025).

Si hablamos de salud humana podemos encontrar diferentes dosis de referencia aplicadas a los diferentes
contextos (IPCS, 2004). Las dosis de referencia como ADI, TDI y ARID se utilizan para establecer niveles
seguros de exposicién en la poblacién general en el 4mbito alimentario:

1. Ingesta Diaria Aceptable (ADI, del inglés Acceptable Daily Intake): es la cantidad estimada de una
sustancia quimica que puede consumirse diariamente durante toda la vida sin que se espere que cause
efectos adversos para la salud. Su cdlculo generalmente se basa en estudios toxicol6gicos cronicos en
animales, que identifican el NOAEL aplicando los factores de seguridad adecuados para extrapolar
los resultados a la poblacién humana general.

2. Ingesta Diaria Tolerable (TDI del inglésTolerable Daily Intake): es similar al ADI, pero se aplica a
contaminantes presentes en alimentos o agua potable, como metales pesados o residuos de pesticidas.

3. Dosis de Referencia Aguda (ARfD, del inglés Acute Reference Dose): es la cantidad mdxima de una
sustancia que puede ingerirse en un solo dia sin que se espere que cause efectos adversos para la salud.
Se basa en estudios de toxicidad para exposiciones de corta duracién en animales, identificando
el NOAEL. En algunos casos, se han utilizado estudios en humanos para establecer el ARD,
especialmente cuando los efectos observados en animales no se correlacionan directamente con los
humanos

En el caso de evaluar la seguridad de los trabajadores, podemos encontrar otros valores que son de utilidad,
especialmente el AOEL (Acceptable Operator Exposure Level) se aplica para proteger a los trabajadores y
operadores de sustancias quimicas, como pesticidas o productos industriales. Define la cantidad mdxima
de sustancia que un trabajador puede estar expuesto sin riesgo de efectos adversos. Se basa en estudios de
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toxicidad subcrénica en animales (NOAEL) y se aplican factores de seguridad para extrapolar a humanos
(Charistou et al., 2022).

El en dmbito del Reglamento REACH se utiliza el nivel sin efecto derivado (DNEL) que es el nivel de
exposicion que fija el limite por encima del cual no deben quedar expuestos los seres humanos. Los DNEL
de efectos sistémicos se expresan en mg/kg de peso corporal para las vias cutdnea y las vias orales. Para las vias
de inhalacién (efectos tanto sistémicos como locales), los efectos se expresan en mg/m?* (ECETOC AISBL,

2010).

Si consideramos el medio ambiente nos podemos encontrar mayormente, la Concentracién Estimada
Sin Efectos (PNEC del inglés Predicted No-Effect Concentration), en este caso se trata de la concentracion
estimada de una sustancia quimica en el medio ambiente (agua, suelo, aire) por debajo de la cual no se esperan
efectos adversos para los organismos acudticos, terrestres o atmosféricos. Se basa en estudios ecotoxicoldgicos
que determinan el NOEC (Concentracién Sin Efectos Observados) o el LOEC (Concentracion con Efectos
Observados) en diversas especies representativas del ecosistema. Se aplican factores de seguridad para
extrapolar los resultados a condiciones ambientales mds generales.

Figura 3. Derivacién de la dosis o nivel de referencia a partir de los puntos de partida.

En dltima instancia, la caracterizacién del peligro convierte la informacién experimental en umbrales
reguladores claros, que permiten comparar las exposiciones estimadas con niveles de referencia seguros,
garantizando que la exposicién a sustancias quimicas no represente un riesgo significativo ni para la salud
humana ni para el medio ambiente.

2.3.4. Evaluacion de la Exposicion

Hay un principio fundamental de la toxicologia que guia esta etapa: “sin exposicion, no hay riesgo”. Una
sustancia puede presentar una elevada toxicidad intrinseca, sin embargo, si no existe contacto con ella, no
representa ninguna amenaza.
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La evaluacidn de la exposicién tiene como objetivo estimar la cantidad de sustancia a la que estdn
realmente expuestas las personas, los animales, o al medio ambiente, asi como la frecuencia y la duracién
de dicha exposicién. Para ello, se consideran de forma sistemdtica distintos elementos clave, entre los que se
incluyen en el caso de las evaluaciones de riesgo para salud humana:

* Quién estd expuesto: trabajadores (que manipulan sustancias en su trabajo), consumidores (que usan
productos con las sustancias), grupos de poblacién de una zona concreta o con habitos especificos,
o la poblacién general.

* Cémo ocurre la exposicién: ingestién, inhalacién o contacto dérmico.

* Durante cudnto tiempo y con qué frecuencia: exposiciones agudas (puntuales y breves), intermitentes
(varias veces, pero no de manera constante) o crénicas (prolongadas y constantes).

En la préctica regulatoria, la primera aproximacién (Nivel 1) se plantea de manera conservadora, es decir,
bajo escenarios de “peor caso posible”. Por ejemplo, se supone que un consumidor utiliza un producto de la
forma mds intensa imaginable, consume un alimento con una alta frecuencia y contaminado con la mdxima
cantidad de plaguicida esperada, o que un trabajador se expone de manera continua a la concentracion
méxima previsible en su ambiente laboral. Este enfoque asegura que se anada un margen de seguridad
adicional a través del escenario de exposicidn.

En algunos casos se dispone de datos reales de monitorizacion, es decir, mediciones obtenidas directamente
a partir de matrices ambientales o procedentes de estudios de biomonitorizacién humana. No obstante, en
evaluaciones de este nivel lo mds habitual es que este tipo de informacién no esté disponible. Cuando no
se dispone de informacién de monitorizacién, se recurre al uso de modelos de exposicién, que permiten
estimar concentraciones ambientales o dosis internas mediante la simulacién de distintos procesos, como
la dispersion de contaminantes en el aire, el transporte en aguas subterrdneas, la ingestién de alimentos
contaminados o el contacto dérmico con productos de consumo.

Existen diferentes modelos que se utilizan en la evaluacién de la exposicién, cada uno disefiado para
contextos especificos. A continuacién, se describen brevemente algunos de los mds relevantes; no obstante,
existen muchos otros que pueden emplearse en funcién del contexto, el tipo de sustancia y la via de exposicion
que se desee evaluar.

En el dmbito ambiental, uno de los mas empleados es EUSES (European Union System for the Evaluation
of Substances), desarrollado en el marco de la legislacién europea y gestionado por ECHA. Este sistema permite
estimar la exposicién tanto ambiental como humana a sustancias quimicas, calculando concentraciones en
aire, agua, suelo, sedimentos o incluso en organismos vivos. https://echa.europa.cu/es/support/dossier-

submission-tools/euses.

En el campo de la exposicién dietética, la EFSA dispone de varias herramientas. Por un lado, el FAIM (Food
Additives Intake Model) se centra en estimar la ingesta de aditivos alimentarios en la poblacién europea. Este
modelo combina datos de consumo obtenidos en encuestas alimentarias con los niveles mdximos permitidos
o medidos de aditivos en los alimentos, lo que permite realizar estimaciones tanto conservadoras como mds
realistas. https://www.efsa.europa.eu/en/supporting/pub/en-9583 . Por otro lado, el PRIMo (Pesticide
Residue Intake Model) es la herramienta de referencia para evaluar la exposicion a residuos de plaguicidas

presentes en la dieta. Este modelo integra datos de consumo de distintos grupos de poblacién (ninos, adultos,
ancianos) niveles de residuos en los alimentos tratados con el producto fitosanitario (ofreciendo opciones como
resultados de estudios estandarizados con el cultivo (field trials), los limites maximos de residuos (MRLs), o
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estudios de monitorizacién), estimando tanto la exposicién aguda (un solo dia) como la crénica (a lo largo de

la vida). https://www.efsa.europa.cu/en/applications/pesticides/tools. Otra herramienta de referencia
a nivel internacional son las Dietary Exposure Tools de la OMS, que se basan en las llamadas Cluster Diets.
Este enfoque agrupa a los paises en funcién de patrones alimentarios similares y permite estimar la ingesta
dietética de contaminantes, aditivos o residuos de plaguicidas a nivel regional y mundial. De esta manera, se
facilita la evaluacién comparativa de la exposicién en diferentes poblaciones, incluso cuando no se dispone de
encuestas alimentarias nacionales detalladas WHO GEMS/Food Cluster Diets.

Cuando el foco estd en la exposicién a productos fitosanitarios durante su uso, el modelo de referencia es
el EFSA OPEX (Operator Exposure Model). Esta herramienta permite calcular la exposicion de operadores,
trabajadores, residentes o transetintes que estdn en contacto con pesticidas, ya sea durante la aplicacion o por
contacto posterior con cultivos tratados. El modelo integra diferentes vias de exposicién, como inhalacion o
absorcién dérmica, y utiliza datos experimentales junto con aproximaciones estadisticas (EFSA, 2022).

* Finalmente, en el dmbito de la exposicién no dietética, existen otras herramientas que complementan
este panorama. El ECETOC TRA (Targeted Risk Assessment), recomendado por ECHA, ofrece
un enfoque de primer nivel para estimar la exposicion ocupacional, del consumidor y ambiental
a diferentes sustancias quimicas https://www.ecetoc.org/tools/tra/. Por su parte, ConsExpo,
desarrollado por el RIVM en Paises Bajos, permite modelizar la exposicién de los consumidores a
sustancias contenidas en productos de uso diario, como cosméticos, productos de limpieza, pinturas
o biocidas https://www.rivm.nl/en/consexpo. En el caso particular de la exposicién dérmica en
el lugar de trabajo, existe el modelo RiskofDerm, creado especificamente para estimar los riesgos
derivados del contacto de la piel con productos quimicos https://www.riskofderm.org.

En resumen, mientras que en la evaluacién del peligro se pregunta “;qué dafio puede causar la sustancia?”, en la
evaluacion de la exposicion la cuestién central es “;cudnto de esa sustancia llega realmente a las personas o al medio
ambiente?”, estimando esta cantidad con modelos adecuados cuando no existan mediciones reales disponibles.

2.3.5. Caracterizacion del Riesgo

La caracterizacién del riesgo constituye la tlltima etapa del proceso de evaluacion del riesgo. En esta fase
se integran las conclusiones obtenidas en la identificacién del peligro y en la evaluacién de la exposicién,
con el fin de predecir la frecuencia y la gravedad de los efectos adversos en las poblaciones humanas y en los
ecosistemas expuestos. El objetivo es determinar la probabilidad de que se produzcan efectos bajo condiciones
de exposicion similares a las evaluadas y, en consecuencia, aportar una base sélida para la toma de decisiones
en materia de gestién del riesgo.

En el Nivel 1, esta caracterizacién se desarrolla habitualmente con un enfoque determinista, transformando
la informacién disponible en escenarios tnicos, generalmente basados en el “peor caso posible”. Este
procedimiento asegura un margen de proteccién suficiente para la poblacién general y los ecosistemas,
aunque introduce un grado importante de conservadurismo.

En general, para los efectos no cancerigenos, la estrategia consiste en comparar la exposicién estimada
(seccién 2.3.4) con valores de referencia (seccién 2.3.3) derivados para diferentes duraciones de exposicidn:

* Aguda: efectos que se manifiestan en cuestién de dias o semanas.

* Intermedia: efectos que aparecen entre semanas y hasta un afio.
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* Crénica: efectos que se desarrollan a lo largo de un afno o mis.

El procedimiento de caracterizacién del riesgo en estos casos se resume en la comparacién directa entre la
exposicion estimada y el valor de referencia:

* Si la exposicién es menor que el valor de referencia se concluye que el riesgo es aceptable en las
condiciones evaluadas.

* Si la exposicion es igual o mayor, el riesgo se considera no aceptable y se recomienda refinar la
evaluacién, o la implementacién de medidas de gestién que pueden incluir la reduccién de la
exposicion, estrategias de mitigacion, restriccién de usos o incluso prohibicién de la sustancia.

En este marco general, el Nivel 1 se aplica en la prictica mediante distintas aproximaciones especificas
segtin el tipo de exposicién y compartimento evaluado.

En el 4mbito de la salud humana, para exposiciones cronicas se emplean valores como la ADI o la
TDI, que se comparan con estimaciones de exposicién media agregada procedente de todas las fuentes
alimentarias relevantes (enfoque de dieta total), proporcionando una primera aproximacién protectora del
riesgo a largo plazo. Para exposiciones agudas, se utiliza la ARfD, que se contrasta con estimaciones de
ingesta elevada asociadas al consumo puntual de un alimento concreto con niveles méximos de residuo,
incorporando escenarios de alto consumo y concentraciones mdximas. En el caso de la exposicién ocupacional,
la comparacién con el AOEL se realiza habitualmente frente a percentiles elevados de la distribucién de la
exposicién (por ejemplo, escenarios representativos del extremo superior de la poblacidn expuesta), con el fin
de asegurar un margen adecuado de proteccién para los trabajadores.

Para la evaluacion del riesgo ambiental, la caracterizacién de Nivel 1 se basa en la utilizacién de cocientes de
riesgo sencillos que permiten una identificacién rdpida de situaciones potencialmente problematicas, mediante la
comparacién entre estimaciones conservadoras de exposicién ambiental y valores de efecto derivados de estudios
ecotoxicoldgicos en distintas especies y niveles troficos. En los marcos generales de evaluacién de sustancias
quimicas, este enfoque se expresa habitualmente como el cociente PEC/PENEC, donde la concentracién
ambiental prevista (PEC) en compartimentos como agua, suelo o sedimentos se compara con la concentracién
por debajo de la cual no se esperan efectos adversos (PENEC). Estos valores se derivan aplicando factores de
evaluacién para cubrir la variabilidad inter- e intra-especie y la incertidumbre asociada a la extrapolacién de
resultados de laboratorio a condiciones ambientales reales. En este contexto, valores de PEC/PNEC < 1 indican,
de forma conservadora, un riesgo ambiental aceptable en las condiciones evaluadas, mientras que valores > 1
sefialan un riesgo potencial y activan la necesidad de refinar la evaluacién o de aplicar medidas de mitigacién.

En el marco de los productos fitosanitarios, la caracterizacion del riesgo ambiental no se formula mediante
PNEC, sino mediante cocientes de riesgo especificos como el TER (Toxicity—Exposure Ratio) o el HQ (Hazard
Quotient), obtenidos al relacionar concentraciones ambientales previstas con valores de efecto derivados a
partir de estudios ecotoxicol6gicos para organismos diana y no diana (como peces, invertebrados acudticos,
algas, aves o artrépodos beneficiosos). La aceptabilidad del riesgo se determina mediante la comparacién de
estos cocientes con valores criticos de aceptacién del riesgo (RAC) definidos para cada grupo de organismos
y tipo de exposicién. Cuando los cocientes calculados no superan los umbrales de aceptacién establecidos,
el riesgo se considera aceptable en este nivel de cribado conservador; por el contrario, la superacién de
dichos umbrales indica un riesgo potencial y desencadena la necesidad de refinar la evaluacién (por ejemplo,
mediante escenarios de exposicion mds realistas o estudios adicionales) y/o de aplicar medidas de gestién del
riesgo, como restricciones de uso, establecimiento de zonas tampén o medidas de mitigacién ambiental.
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2.3.6. Sustancias con efectos genotoxicos-cancerigenos

Cuando los compuestos quimicos presentan potencial carcinogénico por mecanismos de genotoxidad
para los que se considera que no existe un umbral toxicolégico, la caracterizacién del riesgo sigue enfoques
especificos. Un método ampliamente utilizado es Margen de Exposicién (MOE) (EFSA, 2005), que se calcula
dividiendo el PoD o también llamado en ocasiones punto de referencia (PR) (generalmente derivado de
estudios animales) por la exposicién humana estimada. Segin la EFSA, valores de MOE iguales o superiores
a 10 000, cuando se basan en un BMDL correspondiente a un 10 % de incidencia adicional de tumores en
animales, se consideran de baja preocupacién desde el punto de vista de la salud publica. Sin embargo, el MOE
no cuantifica el riesgo, sino que orienta sobre el nivel de preocupacion y la necesidad de medidas de gestion.

En el caso de efectos sin umbral, la ECHA propone la utilizacién del nivel con efecto minimo derivado
(DMEL) y ha desarrollado guias para armonizar la metodologia para derivar estos valores (ECHA, 2012).

Para las sustancias carcinogénicas (EPA, 2005), se aplican ademds factores que permiten estimar la
probabilidad de desarrollar cincer segin la via de exposicion.

* En exposicién por inhalacién, se utiliza el Inhalation Unit Risk (IUR), que estima el riesgo adicional
de cdncer por cada microgramo de sustancia presente en un metro cibico de aire. Por ejemplo,
un IUR de 2 x 107 pg/m? indica que, por cada microgramo de la sustancia por metro cibico
de aire, se espera que se desarrollen dos casos adicionales de cincer por cada millén de personas
expuestas durante toda su vida. Este enfoque es especialmente util para evaluar riesgos derivados de
contaminantes atmosféricos o emisiones industriales inhaladas de manera crénica.

* En exposicion por ingestion, se utiliza el Oral Cancer Slope Factor (CSF), que cuantifica la potencia

!, y permite estimar el riesgo

carcinogénica de una sustancia ingerida, expresada en mg/kg/dia”
asociado con la ingesta diaria crénica. La exposicién estimada a lo largo de la vida se multiplica por

el CSF para calcular el riesgo de cancer adicional.

Ambos factores —IUR y CSF— forman parte de un enfoque simplificado de base probabilistica que no
establece un umbral seguro para los efectos cancerigenos, sino que asume que cualquier nivel de exposicion
conlleva una probabilidad, aunque sea muy baja, de incrementar el riesgo. De esta manera, permiten
estimar incrementos de riesgo a partir de exposiciones bajas mediante relaciones dosis-respuesta lineales,
proporcionando una estimacion conservadora que permite identificar situaciones de mayor preocupacién y
orientar la adopcién de medidas de gestién del riesgo para proteger la salud publica.

2.4, Andlisis de la incertidumbre

La caracterizacidn del riesgo no es un proceso libre de limitaciones. Por el contrario, la incertidumbre estd
presente en todas las etapas de la evaluacion de riesgo, desde la calidad de la informacién toxicolégica hasta
la estimacion de la exposicién y la extrapolacién de resultados animales a humanos y desde el laboratorio a las
condiciones reales. Estas incertidumbres pueden tener un origen biolégico, reflejando la variabilidad intra- e
interindividual y nuestras limitaciones de conocimiento, estadistico, derivado de la parametrizacién de los
escenarios de exposicién, o bien de las limitaciones en los datos experimentales y en los modelos utilizados.

Es fundamental identificar qué componentes del proceso implican el mayor grado de incertidumbre, ya
que de ello depende la confianza que se puede otorgar a las conclusiones. Por ejemplo, el uso de factores de
seguridad para derivar valores de referencia introduce un nivel de conservadurismo que compensa la falta de
informacién, pero que también limita la precision en la prediccién del riesgo real.
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Un andlisis sistemdtico de la incertidumbre no solo aporta transparencia, sino que también permite
priorizar la generacién de nueva informacion y mejorar progresivamente las evaluaciones. En definitiva,
reconocer, describir y, en la medida de lo posible, cuantificar la incertidumbre constituye un requisito
indispensable para la solidez cientifica y la utilidad préctica de la caracterizacion del riesgo.

2.5. Fortalezas y limitaciones del enfoque tradicional

La evaluacién de riesgo de Nivel 1, ha sido durante décadas la piedra angular de la regulacién quimica.
Tal y como hemos visto se apoya principalmente en estudios iz vivo con animales de laboratorio, realizados
siguiendo protocolos armonizados, fundamentalmente los de OCDE. Gracias a esta larga trayectoria, se ha
acumulado una enorme base de datos que ha permitido estandarizar procedimientos, formar evaluadores y
gestores de riesgo, y establecer criterios claros que brindan seguridad juridica tanto a los evaluadores como a
las empresas que solicitan autorizaciones. La fortaleza de este enfoque radica en su claridad y previsibilidad:
permite transformar la informacién cientifica en valores de referencia prcticos que pueden emplearse
directamente para decidir si un riesgo es aceptable y en qué condiciones puede autorizarse el uso de una
sustancia quimica.

Los ensayos con animales han sido, y contintan siendo, valiosos. Permiten controlar con precision
la exposicion y las condiciones ambientales, y hay guifas disponibles para la evaluacién de muchos efectos
adversos. La toxicologia regulatoria ha logrado asi identificar de manera sistemdtica los efectos criticos y
caracterizar las relaciones dosis-respuesta que son esenciales para la proteccién de la salud humana. Mds alld
de los datos, la experiencia acumulada durante més de setenta afios ha generado un juicio experto robusto que
gufa las decisiones regulatorias y asegura un marco coherente y confiable.

Figura 4. Factores que han fundamentado histéricamente la evaluacién del riesgo basada en modelos
animales.
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Sin embargo, este enfoque también tiene limitaciones evidentes. Gran parte de la evaluacién normativa
parte de la premisa de que los resultados observados en animales son representativos de los humanos, y
aunque esto ha sido histéricamente ttil, no siempre es una suposicion acertada. Esos estudios no nos permiten
comprender los mecanismos subyacentes por los cuales una sustancia produce los efectos adversos apicales o
si los niveles de exposicién estudiados son equivalentes a los que experimentarian las personas en la vida real.
Para algunos tipos de efectos como la inmunotoxicidad, los modelos animales tienen serias limitaciones, y
para otros como la neurotoxicidad, los efectos observados son muy diferentes de los considerados relevantes
en humanos. Ademds, los estudios tradicionales son costosos y prolongados, y simplifican la compleja realidad
bioldgica. Su capacidad para abordar situaciones mis complejas, como la exposicién a mezclas de sustancias
o interacciones quimicas, es limitada.

En paralelo, la investigacién toxicolégica ha evolucionado répidamente en los tltimos afios. Hoy, mds
del 80% de los estudios se realizan utilizando métodos alternativos, que incluyen enfoques 77 vitro, modelos
in silico y herramientas dmicas. Estas metodologias permiten una visién mds mecanistica y detallada de la
toxicidad, generando grandes cantidades de datos que podrian mejorar la evaluacion de riesgo si se integraran
de manera efectiva en los procesos regulatorios. Algunos avances ya se han incorporado, por ejemplo, en
la evaluacién de genotoxicidad, donde se combinan datos 77 silico con baterias de ensayos in vitro, y solo
cuando es necesario se recurren a ensayos iz vivo més focalizados. También en dreas como la cosmética se han
alcanzado logros significativos, al prohibirse el uso de animales para testar nuevas sustancias y centrarse en
endpoints mds especificos, como irritacion o sensibilizacién dérmica y ocular.

Aun asi, la integracién de estos nuevos enfoques sigue siendo limitada, y la evaluacién de riesgo de
Nivel 1 continta siendo el filtro inicial que determina qué sustancias pueden entrar al mercado y en qué
condiciones. Su caricter conservador y normativo asegura un amplio nivel de proteccién, y aunque simplifica
la realidad, su claridad permite decisiones regulatorias sélidas y confiables. En definitiva, mientras los niveles
mids avanzados de evaluacién permiten anlisis mds finos, cuantitativos y mecanisticos, el Nivel 1 sigue siendo
un punto de partida solido desde el cual es posible construir evaluaciones mds complejas que incorporen las
herramientas y conocimientos innovadores que la ciencia moderna pone a nuestra disposicion.
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3. Metodologias probabilisticas de nivel 2
3.1. Diferencias entre metodologias deterministas y probabilisticas

3.1.1. Introduccion a los enfoques probabilisticos

La evaluacién del riesgo es un proceso complejo que busca caracterizar la probabilidad y severidad
de efectos adversos para la salud humana y los ecosistemas como consecuencia de la exposicién a agentes
quimicos, fisicos o biolégicos. Tradicionalmente, este andlisis se ha realizado mediante enfoques deterministas
(nivel 1), los cuales utilizan valores Gnicos para estimar la exposicion y comparar estos valores frente a niveles
de referencia establecidos utilizando el escenario mds pesimista para asi determinar el riesgo (Figura 5a).
Este tipo de evaluacidn, conocido como de nivel 1, ofrece una estimacion rdpida y comprensible del riesgo,
facilitando la toma de decisiones preliminares en contextos regulatorios (KEMI, 2020), como se ha explicado
en el capitulo 2.

La simplificacion de la informacién disponible sobre la exposicién y sobre la peligrosidad a valores tnicos
conlleva limitaciones importantes, ya que no captura la variabilidad inherente en los datos de exposicién
ni la incertidumbre asociada a las estimaciones de toxicidad o de comportamiento de los contaminantes
aun cuando la informacién esté disponible. Por ejemplo, la utilizacién de niveles de exposicién basados en
un valor medio o en un percentil implica que en realidad tenemos informacién sobre como se distribuyen
los niveles de exposicidn, y la utilizacién de una NOAEL o BMDL implica que tenemos ademds datos
sobre la pendiente de la curva dosis respuesta que no utilizamos. Es en este contexto donde emergen las
metodologfas probabilisticas, agrupadas como evaluaciones de nivel 2, las cuales permiten representar
explicitamente tanto la variabilidad natural (ej., diferencias en habitos de consumo o metabolismo entre
individuos) como la incertidumbre analitica o la falta de informacién (por ejemplo, errores de muestreo o
falta de datos) (US EPA, 2014) (Figura 5b). Estos enfoques no sustituyen, sino que complementan a los
deterministas, proporcionando mayor precisién, transparencia y realismo en la caracterizacion del riesgo,
especialmente cuando las decisiones tienen implicaciones sanitarias o ambientales significativas (Bruce et
al., 2007; Heo et al., 2021).

Figura 5. Comparacién entre una evaluacién determinista vs probabilistico. a) Representa la curva
tradicional determinista dosis-respuesta con una exposicién media. b) Representa una evaluacién probabilistica
en el que se maneja toda la probabilidad (Machado and Bueno, 2012.).
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3.2. Métodos de evaluacion de exposicion probabilisticos (nivel 2)

3.2.1. Distribucion de exposiciones

En el marco probabilistico, la exposicion deja de representarse como un tnico valor y se describe mediante
distribuciones de probabilidad que reflejan la variabilidad interindividual y temporal. Los pardmetros clave
incluyen concentracién y su evolucién temporal, frecuencia de contacto y tasas de ingestién, inhalacién o

absorcién (US EPA, 2014).

Para reflejar esta variabilidad, los pardmetros de exposicién se describen mediante distribuciones de
probabilidad, las cuales pueden derivarse de datos empiricos (ej., encuestas dietéticas, monitoreo ambiental,
estudios de actividad humana) o, en ausencia de datos, de literatura cientifica, valores de referencia regulatorios
o supuestos razonables. Las distribuciones mds comunes incluyen:

* Normal (gaussiana): variables simétricas como peso corporal.
* Log-normal: concentraciones ambientales y datos con asimetria positiva.
* Uniforme: cuando solo se conocen rangos minimo—méaximo.

* Triangular o PERT: tiles cuando existe escasa informacién pero estimaciones plausibles (Wehrspohn
and Ernst, 2022).

Basicamente, cualquiera de las ecuaciones en las que se basan las estimaciones de exposicién humana o
ambiental se pueden transformar en estimaciones probabilisticas utilizando una funcién de probabilidad en
lugar de un valor fijo para uno o varios pardmetros. Un ejemplo de férmula empleada es la dosis estimada de

exposicion diaria (EDD) (SESA, 2016):

* C = Concentracién del contaminante en el medio contaminado (alimento, agua, aire, suelo) (mg
contaminante/Kg; pg contaminante/m’, mg contaminante/L).

* TC = Tasa promedio de contacto (ingesta promedio diaria de un producto alimenticio o grupo
de alimentos (Kg/dia); inhalacién promedio de aire (m’/dia), ingesta de agua diaria (L/dia))
Generalmente los datos de consumo de alimentos se pueden obtener de encuestas de consumo.

* FE = factor de exposicion (sin unidad).
* PC = peso corporal (kg).

Donde cada pardmetro (concentracion, tasa de contacto, factor de exposicién, peso corporal) se puede
tratar como variable aleatoria.

La técnica de andlisis de Monte Carlo permite propagar la variabilidad e incertidumbre al ejecutar miles
de iteraciones con valores aleatorios de los pardmetros de entrada. El resultado es una distribucién de niveles
de exposicién, que puede analizarse en términos de medias, medianas, percentiles o probabilidades de exceder
umbrales de riesgo (Harrison, 2010). Ademds de justificar la seleccién de la distribucién de probabilidad de
cada uno de los pardmetros, hay que considerar las posibles conexiones entre los mismos, implementando la
integracién de forma que se evite que la seleccion aleatoria realice combinaciones irreales, o considerando en
detalle los resultados obtenidos y descartando aquellos ligados a combinaciones imposibles.
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Este enfoque ha permitido:

* Capturar variabilidad interindividual (fisioldgica, dietética, conductual).

* Incorporar diferencias espaciales y temporales (ej., distribucién de contaminantes ambientales).
* Integrar multiples rutas de exposicion (oral, respiratoria, dérmica).

Ademds, posibilita la realizacién de un andlisis de sensibilidad para priorizar variables criticas, optimizando
la recoleccién de datos (Ma et al., 2000).

En resumen, los métodos de evaluacion de exposicion de nivel 2 permiten modelar la complejidad real de
la exposicién humana y la de los sistemas ambientales y bioldgicos, superando las simplificaciones excesivas
de los enfoques deterministas.

3.2.2, Beneficios y aplicaciones de los enfoques probabilisticos

* Representacion realista de la exposicion: los factores de riesgo (consumo, metabolismo, concentraciones
ambientales) se modelan como distribuciones de probabilidad, no como valores Gnicos (Flinders et
al., 2025; Jager et al., 2001).

o Caracterizacion explicita de variabilidad e incertidumbre: se distingue entre propiedades intrinsecas
del sistema y falta de conocimiento.

* Analisis de sensibilidad: herramientas como la simulacién Monte Carlo o el anilisis de Sobol identifican
los pardmetros mds influyentes en los resultados (Khalid, 2023; Lépez Cruz et al., 2012).

* Mayor informacién para dar soporte a la gestién: los resultados se expresan como intervalos de
conflanza o probabilidades de excedencia, lo que facilita decisiones basadas en coste-beneficio o
principios precautorios.

* Comunicacién transparente: graficas de distribuciones y probabilidades permiten una comprensién
més clara por parte de gestores y publico (Thompson and Graham, 1996).

En cuanto a sus aplicaciones, los métodos probabilisticos han sido ampliamente utilizados en:

* Riesgo alimentario: ingesta de mercurio en pescado o residuos de plaguicidas (Moreno-Ortega et al.,

2017).

Calidad del aire: dosis inhaladas de NO, y PM,.5 con variacién temporal y espacial (Ernyasih et al.,
2023).

* Agua potable y recreativa: exposicién a nitratos, arsénico o contaminantes microbioldgicos (Li et al.,

2019).
¢ Suelos contaminados: evaluacién de escenarios residenciales e industriales (Mohammadi et al., 2022).

* Poblaciones vulnerables: modelados diferenciados para nifios, ancianos o inmunocomprometidos
(Iribarren et al., 2008).

En suma, los enfoques probabilisticos no solo representan una herramienta metodoldgica avanzada,
sino también una necesidad para responder de forma mds eficaz y responsable a los desafios de la sanidad
ambiental contempordnea. A medida que aumenta la disponibilidad de datos y la capacidad computacional,
se espera una progresiva adopcién de estos métodos en dmbitos regulatorios, académicos e industriales.
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3.2.3. Métodos de evaluacion probabilistica de efectos

La evaluacién probabilistica de efectos aborda la segunda etapa critica de la caracterizacién del riesgo,
traducir esas dosis o concentraciones internas en probabilidades de ocurrencia de efectos adversos en salud

(Chiu and Slob, 2015).

Este enfoque reconoce que la respuesta bioldgica a una sustancia no es uniforme entre los individuos,
sino que estd modulada por factores como la variabilidad genética, el estado fisioldgico, la edad, el sexo, las
comorbilidades y las interacciones con otras exposiciones quimicas o ambientales. Por lo tanto, el efecto
no puede representarse tinicamente por un umbral fijo (¢j. NOAEL o LOAEL), sino como una curva de
probabilidad de respuesta.

Ademds, se consideran las distribuciones dosis — respuesta, donde dependiendo del pardmetro seleccionado
el incremento de la respuesta con la dosis representa diferentes niveles de severidad o diferentes frecuencias
de ocurrencia.

En el marco probabilistico, las relaciones dosis-respuesta basadas en frecuencia se representan mediante
funciones de distribucién que describen la probabilidad de observar un efecto adverso a diferentes niveles de
dosis. Entre los modelos mds utilizados se encuentran:

* Modelos logisticos y probit: ampliamente usados en toxicologia y epidemiologia para describir
respuestas binarias (efecto/no efecto) (Lu et al., 2025).

* Modelos de Weibull y log-logisticos: ttiles para describir respuestas con colas asimétricas, comunes en
datos de toxicidad.

* Benchmark Dose (BMD) probabilistico: en lugar de un Gnico valor de referencia, se obtiene una
distribucidn de valores BMD, con intervalos de confianza que reflejan la incertidumbre y variabilidad.

El resultado no es un umbral determinista, sino una curva de probabilidad acumulada que permite estimar, por
ejemplo, la probabilidad de que un 1%, 5% o 10% de la poblacién desarrolle un efecto adverso a una dosis dada.

3.2.4. Integracion con la simulacion Monte Carlo

Al igual que en la evaluacién probabilistica de exposicidn, la simulacién de Monte Catlo constituye una
herramienta clave para los efectos. Se ejecutan iteraciones obteniendo una distribucién de probabilidades de
ocurrencia de efectos adversos, en lugar de una estimacién puntual.

Esto permite calcular indicadores como:
* Probabilidad de exceder un nivel de riesgo aceptable (ej. 1 caso en 100.000).
* Distribucién de riesgos en la poblacién, con percentiles que representan a los mds vulnerables.

* Comparacién entre escenarios de gestién (ej., reduccion de emisiones produce una disminucién en la

probabilidad de efectos).

3.2.5. Aplicaciones practicas

* En salud ambiental, este enfoque se ha aplicado para estimar la probabilidad de efectos adversos en la
salud por exposicién a contaminantes atmosféricos, considerando la distribucién de susceptibilidades
en la poblacién (Nielsen et al., 2023).
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* En toxicologia alimentaria, la EFSA ha implementado metodologias probabilisticas para evaluar
riesgos de plaguicidas y contaminantes emergentes en dietas, integrando distribucion de ingestas y
de potencias téxicas (Cao et al., 2007).

* En ecotoxicologia, las curvas de sensibilidad de especies (Species Sensitivity Distributions, SSD)
constituyen un ejemplo clésico. Ajustan distribuciones probabilisticas a datos de toxicidad de
multiples especies, para derivar valores de referencia como el HC5 (concentracién protectora para el

95% de las especies).

3.2.6. Ventajas y limitaciones
Las evaluaciones probabilisticas de efectos ofrecen:
* Una caracterizacién mds realista de la incertidumbre y variabilidad en la respuesta bioldgica.

* La posibilidad de realizar andlisis de sensibilidad, identificando qué pardmetros (ej. variabilidad
genética, tasa metabdlica) més influyen en la probabilidad de efecto.

* Una base mds sélida para decisiones regulatorias, al permitir gestionar riesgos en funcién de
probabilidades y no solo de valores umbral fijos.

No obstante, requieren grandes volumenes de datos de toxicidad o epidemiologia y un marco
computacional adecuado, lo que puede limitar su aplicacién en contextos con informacién escasa.

3.3. Caracterizacion del riesgo con incertidumbre

3.3.1. Modelos probabilisticos vs. deterministas

En el contexto de la evaluacién de riesgos para la salud humana y ambiental, la caracterizacion del riesgo
constituye la etapa final del proceso, en la que se integran los datos de exposicién y toxicidad para estimar
la probabilidad de que ocurran efectos adversos en las poblaciones evaluadas. Como vimos, en los modelos
deterministas (nivel 1), esta caracterizacion se realiza a través de férmulas simples que combinan valores
Ginicos para la exposicion estimada con valores de referencia toxicoldgica. Los modelos probabilisticos (nivel
2), en cambio, representan tanto la exposicion como la toxicidad mediante distribuciones de probabilidad
(Bruce et al., 2007; Heo et al., 2021). De este modo, se obtiene no solo un tnico cociente de riesgo (HQ,
Hazard Quotient), sino toda su distribucién, lo que permite estimar:

* El cdlculo de una distribucién del cociente de riesgo, en lugar de un Gnico valor.

* La estimacion de la probabilidad de que HQ > 1, es decir, la probabilidad de que la exposicién supere
un umbral de referencia y, por tanto, implique un posible efecto adverso.

* La generacién de métricas de decision basadas en el riesgo acumulado y en la incertidumbre, que
pueden informarse con intervalos de confianza y probabilidades especificas para diferentes percentiles
poblacionales (Hope, 2000).

Este tipo de modelado es especialmente relevante en contextos donde hay una gran heterogeneidad en
la exposicién (ej., exposiciones multiples por aire, agua y alimentos) o donde los valores toxicoldgicos son
inciertos o derivados de extrapolaciones interespecie ¢ interpoblacionales.
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3.3.2. Uso de distribuciones de probabilidad en toxicidad y exposicion

Mientras la seccion anterior se centrd en la modelizacién probabilistica de la exposicién o de los efectos,
es importante enfatizar la combinacién de ambas opciones.

La combinacién de las distribuciones de exposicion y toxicidad se puede realizar mediante simulaciones
de Monte Carlo, obteniéndose asi una distribucion del indice de riesgo (Solomon et al, 2000):

Donde ambos elementos (numerador y denominador) son variables aleatorias, lo que genera un cociente
también aleatorio, por lo que su distribucién puede ser evaluada en términos probabilisticos.

En el numerador, se puede incluir la variabilidad en el PoD cuando se dispone de diferentes valores o de
una cuantificacién de la incertidumbre, o de elementos especificos, por ejemplo, la variabilidad individual en
la absorcién y metabolismo basado en estudios en voluntarios (Tarazona et al., 2022).

En el denominador se puede considerar la variabilidad ligada a habitos, condiciones o la espacio-temporal,
por ejemplo, en evaluaciones de riesgo locales en zonas contaminadas, se han propuesto diferentes opciones
para combinar probabilisticamente la informacién existente sobre exposicién y sobre efectos (Zolezzi et al.,

2005).
Estos modelos ofrecen capacidades adicionales, entre ellas:
* Estimar la fraccién de poblacién con HQ > 1.
* Desglosar contribuciones al riesgo por rutas (oral, inhalatoria, dérmica) o fuentes especificas.
¢ Comparar riesgos entre grupos de edad, sexo o regiones.

* Simular reducciones de exposicion y cuantificar su efecto sobre la distribucién del riesgo (Barrio-Parra
etal,, 2019; Yang et al., 2018).

En suma, la caracterizacién probabilistica del riesgo no solo indica cudnto riesgo existe, sino también con
qué grado de certeza se conoce, ofreciendo una base metodoldgica mds solida para la gestién regulatoria y la
proteccién de poblaciones vulnerables.

3.4. Herramientas y software para evaluaciones de nivel 2

3.4.1. Introduccion a herramientas como @RISK o Crystal Ball

La evaluacidn de riesgos para la salud humana y ambiental basada en metodologias probabilisticas
de nivel 2 requiere no sélo una sélida comprensién tedrica de la variabilidad e incertidumbre,
sino también herramientas computacionales que permitan simular dichas condiciones en entornos
cuantitativos robustos. En este contexto, el desarrollo de software especializado ha sido fundamental
para la integracién de la estadistica avanzada, el anlisis de Monte Carlo y el modelado en el campo de
la sanidad ambiental.
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Entre las herramientas mds utilizadas destacan @RISK y Crystal Ball, programas que operan como
complementos de Microsoft Excel, lo que los hace accesibles a un amplio espectro de usuarios, desde
consultores y gestores de la evaluacion de riesgos hasta investigadores académicos y técnicos de salud publica

(tabla 3).

@RISK (Palisade Corporation)

@RISK (@RISK, 2025) es una de las herramientas mds ampliamente utilizadas para simulaciones de
Monte Carlo en evaluaciones de riesgos. Permite a los usuarios asignar distribuciones de probabilidad a celdas
de Excel, realizar miles de iteraciones del modelo y obtener distribuciones de salida, percentiles, andlisis de
sensibilidad y visualizaciones graficas. Entre sus caracteristicas mds destacadas se encuentran:

* Biblioteca extensiva de distribuciones: incluye mds de 30 tipos de distribuciones (normal, log-normal,
beta, triangular, uniforme, etc.) para modelar la incertidumbre y la variabilidad en los pardmetros de
exposicién y toxicidad.

* Simulaciones répidas y optimizadas: puede realizar miles de iteraciones en segundos, permitiendo

andlisis probabilisticos en tiempo real.

* Andlisis de sensibilidad y correlacién: identifica cudles variables de entrada tienen el mayor impacto
sobre el riesgo final, facilitando la priorizacién de medidas de mitigacién.

* Integracién con DecisionTools Suite: puede combinarse con otros productos de Palisade como
RISKOptimizer (optimizacién estocastica) y StatTools (andlisis estadistico avanzado).

En contextos de sanidad ambiental, @RISK se ha utilizado para evaluar la exposicién a contaminantes
en agua potable, para modelar la probabilidad de efectos adversos en poblaciones sensibles y para calcular el
riesgo de superacién de umbrales toxicoldgicos bajo miltiples escenarios de incertidumbre.

Crystal Ball (Oracle)

Crystal Ball (Crystal Ball, 2025), desarrollado por Oracle, es otra herramienta para andlisis cuantitativo
de riesgos, utilizada tanto en evaluacién ambiental como en ingenieria, economia y finanzas. Al igual que @
RISK, se integra con Excel y ofrece funcionalidades clave como:

* Simulacién Monte Carlo automatizada: permite iterar modelos definidos en hojas de célculo mediante
muestreo aleatorio de distribuciones de entrada.

* Andlisis de sensibilidad global: ofrece resultados detallados sobre la contribucién relativa de cada
variable al riesgo total.

* Previsién y optimizacién: funcionalidades para evaluar escenarios futuros y encontrar soluciones que
minimicen el riesgo o maximicen la seguridad ambiental.

* Interfaces grificas intuitivas: ideal para usuarios sin formacién estadistica profunda, con paneles de
control visuales para interpretar resultados.

Crystal Ball es ampliamente usado por agencias ambientales y empresas de consultoria, asi como centros
de investigacién, para modelar riesgos en calidad del aire, uso de pesticidas, gestién de residuos peligrosos y
planificacién de respuesta ante emergencias quimicas.
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Otras herramientas especializadas

Aunque @RISK y Crystal Ball son referencias consolidadas, existen otras herramientas importantes que
han ganado protagonismo en las Gltimas décadas en la evaluacion probabilistica de riesgos:

* ProUCL (https://www.epa.gov/land-research/proucl-software): también desarrollado por la

EPA, utilizado para el andlisis estadistico de datos ambientales con distribuciones no normales, y para

la estimacién de valores conservadores (Upper Confidence Limits) en suelos y aguas subterrdneas.

* R (https://www.r-project.org/) y Python (https://es.python.org/): lenguajes de programacién con

bibliotecas especificas para andlisis probabilistico (ej., mc2d, fitdistrplus, rjags, PyMC, NumPyro).

Estos entornos permiten personalizar modelos complejos, ejecutar simulaciones avanzadas y realizar

inferencia bayesiana.

* CalTOX (https://dtsc.ca.gov/caltox/) y Risk-Screening Environmental Indicators (RSEI) (https://

www.epa.gov/rsei): herramientas utilizadas para evaluar transporte de contaminantes y riesgo

agregado por miltiples rutas de exposicién, con énfasis en multimedia y modelado de destino

ambiental.

* OpenTox (https://opentox.net/): plataformas abiertas y de uso regulatorio para la evaluacién de

riesgos de sustancias quimicas conforme a REACH y otras directivas europeas. Dentro del ecosistema

OpenTox, la plataforma Jagpot proporciona la infraestructura para realizar evaluaciones de riesgo

més refinadas y probabilisticas con el uso de modelos bayesianos e IATA (Enfoques Integrados de

Prueba y Evaluacion), facilitando la creacién de flujos de trabajo donde la incertidumbre se propaga

a lo largo del modelo.

Tabla 3. Herramientas y software para evaluaciones probabilisticas (nivel 2). Comparacién entre las

distintas herramientas mostrando las ventajas y limitaciones principales de cada una.

Herramienta

Ventajas principales

Limitaciones

Integracion directa con Excel, facil de usar para no
programadores. Software de pago, licencias costosas.
@RISK Amplia libreria de distribuciones estadisticas. Menor flexibilidad para andlisis
(Palisade) Muy utilizado en toxicologia. personalizados.
Resultados visuales (histogramas, percentiles, curvas de Dependencia del ecosistema Excel.
riesgo).
También integrado en Excel, interfaz intuitiva. Coste elevado y licencias restrictivas.
Crystal Ball Potente para analisis de sensibilidad y escenarios. Menos orientado especificamente a
(Oracle) Buen soporte corporativo en gestion de riesgos toxicologia/medio ambiente que @RISK.
empresariales. Comunidad cientifica mas limitada.
Gratuitos y de cdigo abierto. Requiere conocimient_os _de p’rogramaci()n.
- o : Curva de aprendizaje mas larga.
R/ Python Maxima flexibilidad para personalizar modelos Menos “user friendly” que @RISK/Crystal
(Simulaciones probabilisticos y Monte Carlo. Ball
propias) Amplia gama de "t,”e.“as es_tadlls_t|cas Y graf|.cas. Validacién y documentacion dependen del
Comunidad académica y cientifica muy activa. usuario

Estas herramientas son especialmente valiosas cuando se requiere transparencia en el proceso de modelado,

trazabilidad de los supuestos y posibilidad de auditorfa por parte de autoridades regulatorias.
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3.5. Implementacion de simulaciones en estudios ambientales

La aplicacién practica de estas herramientas en estudios de sanidad ambiental implica varios pasos
metodoldgicos esenciales:

1. Definicién del problema y estructuracién del modelo: el primer paso es definir claramente la
pregunta de evaluacién: ;Se superan los niveles de riesgo aceptables para determinada poblacién
expuesta a un contaminante? ;Qué factores contribuyen mds al riesgo? En base a esta pregunta,
se estructura un modelo conceptual que incluye las fuentes de exposicion, las vias de entrada, las
poblaciones afectadas y los efectos esperados.

2. Recoleccion y parametrizacién de datos: cada parimetro del modelo (concentracién ambiental,
frecuencia de exposicidn, peso corporal, tasa de ingestion, etc.) debe asociarse con una distribucion
de probabilidad basada en datos empiricos o literatura cientifica. Este paso es crucial para asegurar la
validez del modelo probabilistico.

3. Programacién del modelo en software: mediante herramientas como @RISK o Crystal Ball, los
pardmetros se implementan en una hoja de cdlculo que contiene la férmula del modelo de exposicién
o riesgo como el cdlculo de EDD y HQ. Cada celda se configura con su respectiva distribucién, y
se define el nimero de iteraciones, normalmente entre 5,000 y 50,000, segin la complejidad del
modelo.

4. Ejecucién de simulaciones de Monte Carlo: durante la simulacién, el software selecciona
aleatoriamente valores de entrada de cada distribucién y calcula el resultado como, por ejemplo,
el cociente de riesgo HQ. Esta operacién se repite miles de veces, generando una distribucién de
resultados que representa la variabilidad e incertidumbre del sistema.

5. Andlisis e interpretacién de resultados: la salida incluye histogramas, curvas de densidad, tablas de
percentiles y gréficos de sensibilidad. A partir de esta informacién se pueden extraer conclusiones
como:

¢ Probabilidad de superar HQ = 1

¢ Valor del percentil 95 del riesgo

* Pardmetros que més contribuyen al riesgo (andlisis de sensibilidad)
* Escenarios de mitigacién mds efectivos

6. Comunicacién y documentacién: finalmente, los resultados deben ser comunicados de forma
comprensible para responsables de politicas, gestores ambientales y otras partes interesadas. La
representacion visual de los resultados probabilisticos, acompanada de una explicacién clara de los
supuestos y limitaciones, es clave para una comunicacién del riesgo efectiva.

3.5.1. Aplicaciones y ejemplos de metodologias avanzadas

A continuacién, se presentan tres ejemplos que ilustran la aplicacién de herramientas innovadoras en
la evaluacion de riesgos. A diferencia de los métodos tradicionales, estos ejemplos muestran cémo el uso de
simulaciones y modelos de nueva generacién permiten abordar la incertidumbre y mejorar la precisién en la
toma de decisiones.
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Evaluacidn de riesgos en alimentos:

El CNSA ha desarrollado e integrado un marco conceptual para la evaluacién de riesgos ambientales
(ERA) de pesticidas basado en la estructura espacial y distribucién de uso del suelo, superando las limitaciones
de las evaluaciones locales y aisladas por producto o cultivo. Este enfoque innovador permite considerar la
complejidad de los ecosistemas reales al integrar la variabilidad espacial, las practicas de gestién agricola y
los efectos combinados de multiples plaguicidas bajo un entorno de multiples exposiciones temporales. Al
estructurarse en bloques flexibles, el modelo facilita la validacién de predicciones tedricas mediante datos
de monitoreo real, proporcionando una herramienta cientifica robusta que no solo mejora la precisién
regulatoria, sino que también respalda la conservacién de la biodiversidad y la formulacién de estrategias
agricolas sostenibles a gran escala (Tarazona et al., 2024).

Evaluacion de riesgos en aire:

El CNSA ha realizado un estudio sobre la presencia de pesticidas organoclorados en aire urbano interior y
exterior en Madrid, identificando fuentes emisoras y estimando el impacto en la salud humana asociado. Esto
permite a los gestores de salud publica disefiar medidas de intervencién especificas para periodos criticos del ano. Los
resultados muestran como la exposicién estacional agregada de los pesticidas de estudio, presentan niveles superiores
a los niveles aceptables de exposicién tanto en aire urbano interior como exterior (Galin-Madruga et al., 2023).

Evaluacidn de riesgos en agua:

El CNSA ha llevado a cabo un estudio retrospectivo sobre la presencia de contaminantes emergentes
como diclofenaco y estrégenos sintéticos en el rio Manzanares, evaluando su toxicidad mediante ensayos
con embriones de pez cebra. Ofrece una visién holistica que no solo detecta la presencia del contaminante,
sino que valora su impacto bioldgico real en el ecosistema. Proporciona una base sélida para priorizar qué
contaminantes emergentes requieren regulacion urgente en cuencas urbanas. Es la metodologfa preferida
para evaluar la salud de ecosistemas acudticos impactados por vertidos urbanos donde la presencia de mezclas
complejas hace que el andlisis quimico por si solo sea insuficiente (Garcia-Cambero et al., 2021).

Evaluacién probabilistica de contaminantes en alimentos:

Un caso ejemplar del uso avanzado de metodologfas probabilisticas en sanidad ambiental es el estudio
de Stefano et al, 2025 (Stefano et al., 2025). En él, se cuestiona y mejora el método tradicional de medias
individuales observadas (Observed Individual Means, OIM), comdnmente aplicado en evaluaciones de
exposicion dietética crénica. El estudio introduce dos mejoras estadisticas clave: el bootstrap no paramétrico
estratificado y el uso de medias ponderadas de ocurrencia, para solventar las limitaciones estructurales del
OIM convencional, especialmente para generar independencia e igual contribucién de todas las muestras
alimentarias. Como caso prictico, estas metodologias refinadas se aplicaron para estimar la exposicién al
contaminante 3-monocloropropano-1,2-diol en la poblacién adulta italiana, proporcionando estimaciones
mds robustas y adaptadas a la estructura real de los datos. Este enfoque resulta especialmente valioso para
autoridades de evaluacién de riesgos alimentarios, al ofrecer estimaciones mds precisas desde el punto de vista
estadistico, mejorando asi la gestion regulatoria y la priorizacion de contaminantes criticos.

El estudio realizado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el marco de la Reunién
Conjunta FAO/OMS sobre Residuos de Plaguicidas (JMPR) (Crépet et al., 2021). Este trabajo se centrd
en la estimacién de la exposicion dietética aguda a residuos de 38 plaguicidas en ocho paises, utilizando un
enfoque probabilistico basado en datos reales de residuos y précticas agricolas. A diferencia de las evaluaciones
tradicionales mds conservadoras, esta metodologia permite estimar de forma mds realista el riesgo para los
consumidores, considerando escenarios de uso intensivo (100% de aplicacién de plaguicidas).
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Evaluacidn integrada de exposicion y efecto:

Otro estudio a destacar es el trabajo de van der Voet & Slob, 2007, que propone una metodologia de
evaluacién de riesgos completamente probabilistica (Van Der Voet and Slob, 2007). Este enfoque define
el concepto de individual margin of exposure (IMoE), que surge de la combinacién de dos distribuciones
independientes: la de la exposicién individual (IEXP) y la de la dosis critica individual (ICED). A través de
simulaciones de Monte Carlo, se estima la probabilidad de exposicién critica (PoCE), es decir, la fraccion de la
poblacién para la cual la exposicién supera el umbral que produciria un efecto adverso de magnitud definida
(Critical Effect Size). El estudio utiliza como ejemplo la exposicién dietética al plaguicida organofosforado
acefato, ilustrando c6mo esta metodologfa permite diferenciar entre variabilidad poblacional e incertidumbre
en la estimacién, con implicaciones significativas para la toma de decisiones sanitarias y regulatorias.

Aplicacién a efectos no cancerigenos:

El estudio de Nielsen et al, 2023, representa un avance crucial en la evaluacién del riesgo no cancerigeno
desde una perspectiva probabilistica (Nielsen et al., 2023). Utilizando como caso el percloroetileno (PCE),
un disolvente industrial prioritario, los autores calculan la exposicién crénica asociada con un 1/1.000 de
riesgo para una reduccién del 5% en la memoria visual, medida con la escala de reproduccion de Wechsler.
Los resultados muestran que este riesgo especifico ocurre a una concentracién inferior al valor gufa vigente,
evidenciando que los métodos tradicionales pueden subestimar el riesgo para ciertos subgrupos poblacionales.
El valor afiadido de este enfoque es su capacidad para relacionar niveles de exposicién con magnitud de efecto
y probabilidad, integrando la biologia humana y los datos clinicos en el marco regulatorio de salud publica,
particularmente para efectos no carcinogénicos.

La transicién hacia metodologias probabilisticas en la evaluacién de riesgos en sanidad ambiental
refleja un avance significativo en la capacidad para proteger la salud publica, al proporcionar una vision
mis detallada y ttil para la toma de decisiones en la gestion del riesgo ambiental. Estos ejemplos ilustran el
cambio paradigmdtico hacia enfoques més sofisticados en la evaluacion de riesgos ambientales, consolidando
el valor de los modelos probabilisticos como herramientas esenciales para la sanidad ambiental del siglo XXI.
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4, Metodologias retrospectivas de nivel 3
4.1. Definicion y enfoques de evaluacion retrospectiva

4.1.1. Diferencias con evaluaciones prospectivas

La evaluacion retrospectiva del riesgo en salud humana y ambiental constituye un enfoque analitico basado
en la revision y andlisis de datos histéricos para identificar relaciones entre exposiciones a agentes ambientales
y efectos adversos observados en poblaciones humanas o ecosistemas. A diferencia de las evaluaciones
prospectivas, que proyectan posibles escenarios de exposicién y riesgo a partir de estimaciones tedricas o
modelos predictivos, las evaluaciones retrospectivas parten de la en evidencia empirica de efectos adversos
previamente registrada, a partir de datos de monitoreo, datos clinicos o registros epidemioldgicos (Miller and
Machado, 2010), revirtiendo la metodologia de evaluacién de riesgos para determinar la probabilidad de que
dichos efectos estén ligados a la utilizacién/emisién de sustancias quimicas concretas.

Una distincién clave entre ambos enfoques radica en la temporalidad y la base de datos utilizada.
Mientras las evaluaciones prospectivas buscan estimar la probabilidad de que se produzcan efectos adversos,
las evaluaciones retrospectivas se centran en identificar las causas ambientales de dafios ya ocurridos
(Kruisselbrink et al., 2023). Este enfoque resulta indispensable cuando se han detectado efectos adversos
en salud, como un incremento de casos de cincer o enfermedades respiratorias, y cuyo origen podria estar
vinculado a exposiciones ambientales histdricas.

Desde el punto de vista metodolégico, las evaluaciones retrospectivas incluyen el uso de técnicas
observacionales y analiticas que permiten reconstruir exposiciones pasadas, utilizando modelos de dispersién,
andlisis geoespacial y métodos epidemioldgicos como estudios de cohorte retrospectiva o de casos y controles.
En este sentido, son fundamentales para la identificacion posterior al evento de factores de riesgo, la validacion
de hipétesis de exposicién-efecto y la determinacién de responsabilidades legales o regulatorias en casos de
contaminacién ambiental (Zhang et al., 2023).

Las metodologfas de evaluacién no son excluyentes, sino complementarias y adaptables dentro del marco
integral de la evaluacion del riesgo (tabla 4).

Tabla 4. Evaluaciones prospectivas vs. retrospectivas. Esquema visual de las similitudes y diferencias entre

las evaluaciones prospectivas y las retrospectivas.

Evaluacion Prospectiva Evaluacion Retrospectiva
Se centra en estimar los efectos potenciales de Se centra en estimar si los efectos observados pueden
exposiciones estimadas o medidas. relacionarse con exposiciones pasadas.

Reconstruye exposiciones histéricas ligadas a los efectos

Utiliza modelos predictivos para proyectar riesgos. observados.

Herramienta clave en la prevencion y regulacién anticipada. | Herramienta clave en la investigacion de dafos y vigilancia
También para proyectos de restauracion. epidemiologica.

Responde a la pregunta: “; Qué relacion existe entre el
efecto observado en esta poblacion y la exposicion a la
sustancia X en el pasado?”

Responde a la pregunta: “; Qué ocurrira si la poblacién se
expone a X nivel de sustancia?”

Ejemplo: estimar el riesgo de una sustancia antes de Ejemplo: evaluar la relacién entre el aumento de cancer en
comercializarla o de los niveles de exposicién medidos en una comunidad agricola y la exposicion a los plaguicidas
agua o alimentos. utilizados en la zona.
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4.1.2. Aplicaciones en salud publica

La evaluacidn retrospectiva tiene amplias aplicaciones en salud publica, especialmente en contextos
donde se requiere establecer vinculos causales entre exposiciones ambientales y enfermedades. Para su correcta
aplicacién, es fundamental diferenciar la Evaluacién del Riesgo (ER) retrospectiva (que busca reconstruir
escenarios y dosis de exposiciones ya ocurridas para estimar riesgos pasados) de los estudios epidemioldgicos
(que analizan la distribucién y frecuencia de enfermedades en poblaciones) y los estudios diagnésticos
(centrados en identificar patologfas en individuos), siendo dichas aproximaciones complementarias. Mientras
la epidemiologia aporta asociaciones estadisticas, la ER retrospectiva aporta la integracion técnica de fuentes,
rutas y dosis para caracterizar el riesgo. Asimismo, debe distinguirse de la ER prospectiva, la cual utiliza niveles
de exposicién actuales o proyectados para prevenir danos futuros. Esta modalidad evaluativa ha sido crucial en
el estudio de maltiples crisis sanitarias con origen ambiental, como la contaminacién por dioxinas en Seveso
(Italia)(Needham, 1997), la exposicién a plomo en Flint (EE.UU.) (Michaels, 2020), o la contaminacién por
mercurio en Minamata (Japén) (Fujiki and Tajima, 1992). A través del analisis retrospectivo, se pudieron
identificar los agentes contaminantes responsables y su origen, estimar las dosis recibidas por las poblaciones
afectadas y valorar la magnitud de los dafios sanitarios y las posibles medidas de mitigacién de dichos efectos.

Entre las aplicaciones mds relevantes en salud publica se encuentran:

* Investigacién de brotes epidemioldgicos de origen ambiental: cuando ocurre un aumento anémalo
en la incidencia de una enfermedad, como ciertos tipos de cincer o malformaciones congénitas, se
pueden utilizar evaluaciones retrospectivas para determinar si existe una relacion con contaminantes
presentes en agua, aire o alimentos. Esto es particularmente importante en entornos industriales o
rurales donde se han utilizado pesticidas o disolventes téxicos. Por ejemplo, el estudio de Broomandi
et al, 2023, evalda el riesgo cancerigeno y no cancerigeno asociado a elementos téxicos presentes
en particulas PM10 en 158 ciudades europeas entre 2013 y 2019 (Broomandi et al., 2023). El
estudio identificé niveles inaceptables de arsénico, cadmio, niquel y plomo, especialmente en nifos,
subrayando la importancia de controlar las fuentes emisoras en contextos urbanos.

* Evaluacién de impactos sanitarios de desastres ambientales: en eventos como vertidos tdxicos,
incendios industriales o exposicién prolongada a contaminantes atmosféricos por desastres naturales,
la evaluacién retrospectiva permite estimar la carga de enfermedad atribuible y orientar acciones
correctivas y compensatorias. Por ejemplo, en el caso de la erupcién volcanica de La Palma de 2021,
se realizd un andlisis retrospectivo de la exposicion de los residentes a los gases liberados y los posibles
efectos sobre la salud, generando principalmente alerta en afecciones respiratorias.

* Biomonitoreo retrospectivo de exposicién humana (desarrollado en Seccién 4.3.): se pueden analizar
muestras biol6gicas histéricas (sangre, tejidos, cabello) conservadas en bancos de muestras para
estimar la concentracién corporal de contaminantes persistentes, como bifenilos policlorados (PCB),
pesticidas organoclorados o metales pesados. Este enfoque ha permitido relacionar exposiciones
pasadas con efectos como alteraciones neurocognitivas, reproductivas y metabélicas. Por ejemplo, en
el CNSA se realiza la cuantificacién de mercurio en la muestra bioldgica de cabello para la evaluacién
de exposicion a dicho metal pesado en distintas poblaciones de interés (Esteban-Lépez et al., 2022).
Ademds, De Alba-Gonzalez et al, 2024, demuestran c6mo la combinacién de datos de biomonitoreo
con informacién sobre el consumo de alimentos puede ser crucial para refinar la estimacion de la
exposicion a ciertos contaminantes, como los piretroides, y para evaluar el riesgo en poblaciones
especificas, como los nifos, incluso cuando los metabolitos urinarios pueden ser comunes a diferentes
compuestos (de Alba-Gonzalez et al., 2023).
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* Deteccién de disparidades ambientales y justicia sanitaria: las evaluaciones retrospectivas permiten
identificar grupos sociales desproporcionadamente afectados por la exposicién ambiental, revelando
inequidades en la distribucién del riesgo. Esto resulta esencial para politicas publicas orientadas a la
equidad en salud y el principio de justicia ambiental (Rana et al., 2017).

* Apoyo a litigios ambientales y toma de decisiones politicas: las evaluaciones retrospectivas se emplean
frecuentemente como pruebas periciales en juicios por dafos ambientales y como base para
reformas normativas. La documentacién de exposiciones histéricas y sus consecuencias facilita la
implementacién de medidas correctivas y sancionadoras, asi como la actualizacién de valores gufa y
normativas de calidad ambiental (Russell and Gruber, 1987).

En todos estos contextos, la evaluacién retrospectiva no solo aporta evidencia critica sobre las relaciones
entre ambiente y salud, sino que también permite reforzar los sistemas de vigilanciaambiental y epidemioldgica,
mejorar los registros de exposicion y fortalecer los mecanismos de respuesta sanitaria.

4.2, Estudios epidemiolégicos

4.2.1. Tipos de estudios: cohorte, caso-control y transversales

La epidemiologia desempena un papel central en la evaluacidn retrospectiva del riesgo, al proporcionar
evidencia empirica sobre la relacién entre la exposicién a agentes ambientales y los efectos adversos en la salud
humana. A través de distintos disefios epidemiol6gicos, es posible cuantificar el riesgo asociado a exposiciones
ambientales pasadas, identificar poblaciones vulnerables y contribuir a la formulacién de politicas de salud
publica basadas en evidencia.

La evaluacién de niveles de exposicién se integra dentro del propio disefio epidemioldgico, ya que la
caracterizacién de la exposicién es necesaria para poder establecer asociaciones entre la exposicién ambiental
y los efectos en salud. Por ejemplo, en un estudio de cohorte o de casos y controles, los niveles de exposicién
se miden o reconstruyen como parte del andlisis, y estos datos son empleados directamente para calcular
medidas de asociacién epidemioldgica.

Es fundamental partir de la base de que la toxicologia y la epidemiologia definen el riesgo desde perspectivas
distintas pero complementarias. Mientras que la evaluacién del riesgo tradicional, basada en la toxicologfa,
cuantifica la probabilidad de dano mediante modelos de dosis-respuesta y escenarios de exposicién teéricos,
la epidemiologfa aporta la evidencia empirica de lo que realmente sucede en las poblaciones. La evaluacién
retrospectiva del riesgo alcanza su mayor robustez cuando integra ambas disciplinas, la epidemiologia valida
los modelos de riesgo con datos observacionales, y la evaluacion de riesgos ayuda a interpretar los mecanismos
de exposicion que explican esos hallazgos. Los principales tipos de estudios utilizados en la evaluacion
retrospectiva del riesgo son:

a) Estudios de cohorte:

Los estudios de cohorte son disefios observacionales longitudinales que siguen a un grupo de individuos a
lo largo del tiempo, clasificindolos en funcién de su nivel de exposicion a un determinado agente ambiental.
Estos estudios permiten observar la incidencia de enfermedades y calcular medidas de asociacién como el
riesgo relativo (RR) (Euser et al., 2009). Son el estindar de para evaluar efectos a largo plazo de contaminantes
atmosféricos, como las particulas en suspensién (PM), permitiendo calcular el RR tras afos de exposicion.
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Existen dos tipos de cohortes:
* Cohortes prospectivas, donde se sigue a los sujetos desde el presente hacia el futuro, y

* Cohortes retrospectivas, en las que se parte de datos histéricos ya existentes para reconstruir la
exposicion y los desenlaces sanitarios.

En sanidad ambiental, los estudios de cohorte retrospectiva han sido clave para evaluar los efectos de
exposiciones a largo plazo a contaminantes atmosféricos, agua contaminada o sustancias tdxicas ocupacionales.
Ejemplos destacados incluyen las investigaciones sobre la exposicién crénica al amianto, metales pesados o
benceno y su relacidn con el desarrollo de cinceres ocupacionales.

b) Estudios de casos y controles:

Los estudios de casos y controles son estudios retrospectivos en los que se comparan individuos que
han desarrollado una enfermedad especifica (casos) con otros que no la presentan (controles), buscando
identificar diferencias en la exposicién ambiental previa. Este disefio es crucial para investigar contaminantes
de preocupacién emergente y larga persistencia, como las sustancias perfluoroalquiladas y polifluoroalquiladas
(PFAS). Debido a su capacidad para analizar exposiciones histdricas en relacién con efectos especificos (como
alteraciones endocrinas o ciertos cdnceres), permiten calcular el Odds Ratio (OR) para identificar si la
exposicién previa fue significativamente mayor en el grupo de los enfermos. También han sido fundamentales
para enfermedades raras o de larga latencia, como ciertos tipos de cdncer, malformaciones congénitas o
enfermedades neurodegenerativas. Permiten calcular el odds ratio (OR) como medida de asociacién. Pej.
estudio del cdncer de mama (Giovannucci et al., 1993).

En evaluacién de riesgos ambientales, este disefio ha sido utilizado para investigar la relacién entre
el consumo de agua contaminada con nitratos y la aparicién de metahemoglobinemia infantil, o entre la
exposicion prenatal a pesticidas y defectos del tubo neural (Felisbino et al., 2024).

¢) Estudios transversales:

Los estudios transversales se basan en la recoleccién de datos de exposicion y salud en un mismo momento
temporal. Aunque su capacidad para establecer causalidad es limitada frente a los estudios de cohorte, son
herramientas esenciales en el biomonitoreo retrospectivo para detectar la prevalencia de contaminantes en
la poblacién y generar hipdtesis iniciales sobre nuevos riesgos ambientales. Aunque no permiten establecer
relaciones causales firmes, si son ttiles para detectar prevalencias de exposicion y enfermedad, y para generar
hipétesis.

En el contexto de la sanidad ambiental, estos estudios se utilizan frecuentemente en encuestas nacionales
de salud y nutricién, que incluyen medidas ambientales y biomarcadores para identificar patrones de

exposicion en la poblacién general o en subgrupos vulnerables, p.¢j. caso de estudio de los efectos del tabaco
en mujeres embarazadas espanolas (Vila-Candel et al., 2020).

4.3. Estudios de biomonitoreo

El biomonitoreo humano es un componente esencial en la evaluacién del riesgo, contando con el
biomonitoreo de exposicidn, que se asocia habitualmente con evaluaciones de riesgo prospectivas orientadas a
la vigilancia y prevencion de riesgos actuales, el biomonitoreo de efectos y la reconstruccién de dosis mediante
biomarcadores de exposicién persistente son los que integran la evaluacion retrospectiva del riesgo. Este
proceso permite una estimacién directa de la carga interna de contaminantes en el organismo, la cual resulta
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de la absorcidn, distribucidn, metabolismo y excrecién de sustancias quimicas presentes en el ambiente. Estas
sustancias pueden ingresar al cuerpo por inhalacidn, ingestién o contacto dérmico, y almacenarse en distintos
tejidos, generando posibles efectos adversos para la salud.

Ladiferencia fundamental entre el enfoque epidemiolégico y el biomonitoreo radica en la escala y especificidad
de sus indicadores. Mientras que la epidemiologia suele emplear indicadores de salud mas genéricos a nivel
poblacional (como tasas de incidencia o prevalencia de enfermedades), el biomonitoreo utiliza biomarcadores a
nivel subindividual. Esta aproximacion permite cuantificar la exposicion interna o detectar cambios biolégicos
de forma mucho mds concreta sirviendo en la evaluacién de riesgos para modelar escenarios de exposicién y
establecer umbrales de referencia, incluso cuando no se cuenta con un disefio epidemioldgico asociado.

A través del andlisis de matrices bioldgicas como sangre, orina, saliva, cabello o leche materna, el
biomonitoreo ofrece informacion critica sobre la exposicién real de un individuo o poblacién a contaminantes
ambientales, ya que reflejan la exposicion, el efecto biolégico o la susceptibilidad individual ante un
contaminante (Strimbu and Tavel, 2010). Ademds, con el desarrollo de nuevas técnicas analiticas, es posible
utilizar matrices menos invasivas, lo que facilita su aplicacién en estudios poblacionales. Este enfoque no
solo complementa la informacién de modelos de exposicion, sino que también permite evaluar tendencias
temporales, la efectividad de regulaciones, y establecer vinculos entre la exposicién quimica y los efectos sobre
la salud humana (Esteban and Castafio, 2009).

En la evaluacién de riesgos se distinguen tres tipos principales:

* Biomarcadores de exposicién: indican la presencia de una sustancia quimica o su metabolito en
el organismo. Ejemplos incluyen mercurio en cabello, plomo en sangre, cotinina en orina como
marcador de exposicion al humo de tabaco p.ej. estudio de niveles de mercurio en pelo realizado por
el CNSA (Esteban-Lopez et al., 2022).

* Biomarcadores de efecto: reflejan una respuesta biolégica temprana, como el dafno al ADN, el estrés
oxidativo o alteraciones en enzimas hepdticas. Son dtiles para identificar efectos subclinicos antes de
que se manifieste la enfermedad (Nia et al., 2001).

* Biomarcadores de susceptibilidad: identifican caracteristicas genéticas o bioquimicas que modifican la
respuesta a la exposicién, como variantes en genes de metabolismo (CYP, GST, NAT) que pueden
influir en el riesgo de cdncer inducido por sustancias quimicas (Au et al., 2001).

El uso de biomarcadores ha transformado la evaluacion del riesgo ambiental al permitir:

* Deteccién precoz de exposiciones nocivas, incluso cuando las concentraciones ambientales ya no son
detectables.

* Evaluacién acumulativa de exposiciones multiples, reflejando la suma de diferentes rutas y fuentes.

* Estudios en poblaciones vulnerables, como fetos, nifios o ancianos, donde la medicién directa es
esencial para establecer umbrales de seguridad adecuados.

Ejemplos notables de biomonitoreo en sanidad ambiental incluyen los programas nacionales como el
NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) (https://www.cdc.gov/nchs/nhanes/
index.html) en EE. UU.,, el Programa Europeo de Biomonitorizacion Humana (HBM4EU) (https://

www.hbm4eu.eu/), o estudios de grupos de poblacién definidos como el estudio de Biomonitorizacién En

Adolescentes (BEA) (https://cnsa.isciii.es/en/bea/presentacion) que recopilan datos representativos sobre

contaminantes como cadmio, ftalatos, bisfenol A, pesticidas y contaminantes orgdnicos persistentes (COPs).
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Estos datos no solo permiten realizar anilisis retrospectivos del riesgo, sino que también alimentan
modelos probabilisticos y sirven como base empirica para decisiones regulatorias. Asi, el biomonitoreo
complementa la epidemiologfa en salud humana y ambiental, constituyendo una herramienta clave para
identificar exposiciones prioritarias, establecer estandares de referencia biolégica y proteger la salud publica
de forma mds efectiva.

4.4, Uso de big data y modelado

4.4.1. Aplicacion de inteligencia artificial y aprendizaje automatico en
andlisis de riesgo

En el contexto de las metodologfas de evaluacion de riesgos de nivel 3, el uso de tecnologias emergentes como
la inteligencia artificial (IA) y el aprendizaje automdtico o “machine learning” ha abierto una nueva era en la
capacidad para identificar, modelar y predecir riesgos ambientales a partir de conjuntos de datos masivos, complejos
y heterogéneos. Estas técnicas permiten descubrir patrones no evidentes en grandes volimenes de datos histéricos
y actuales, integrando multiples fuentes (biolgicas, ambientales, sociales) y proporcionando herramientas robustas
para la evaluacion retrospectiva de riesgos en sanidad ambiental (Singh et al., 2024; Wittwehr et al., 2020).

El aprendizaje automdtico ofrece modelos predictivos y clasificatorios que pueden entrenarse con datos de
exposicion y desenlaces en salud para identificar asociaciones causales, variables predictoras clave, y segmentos
de poblacién en mayor riesgo. Algunos de los algoritmos mds utilizados incluyen:

* Arboles de decisién y random forests: utiles para segmentar grandes bases de datos e identificar
combinaciones de factores de exposicion asociados a efectos adversos.

* Midquinas de soporte vectorial (SVM): ideales para problemas de clasificacién binaria, como diferenciar
entre zonas contaminadas y no contaminadas.

* Redes neuronales profundas (deep learning): especialmente valiosas para analizar datos no estructurados
como imdgenes satelitales, registros de sensores ambientales o textos clinicos (Paltrinieri et al., 2019).

* Modelos bayesianos: permiten actualizar la estimacién del riesgo a medida que se incorpora nueva
evidencia, integrando incertidumbre de manera explicita (Lin and Chou, 2022).

En sanidad ambiental, estas técnicas se han utilizado para:

* Predecir efectos adversos en salud a partir de exposiciones historicas: por ejemplo, mediante el andlisis
de cohortes expuestas a contaminantes atmosféricos durante décadas, combinando datos de calidad
del aire con historias clinicas electrénicas.

o Clasificar zonas geograficas de riesgo: a partir de la integracion de sensores remotos, registros de
contaminacion, demografia y datos socioecondmicos.

* Modelar interacciones entre mdltiples contaminantes: superando las limitaciones de los modelos
univariados tradicionales.

Uno de los grandes beneficios del uso de IA es su capacidad de adaptarse a sistemas dindmicos y
multidimensionales, permitiendo generar modelos de riesgo altamente personalizados. No obstante, su uso
requiere especial precaucién respecto a la interpretabilidad de los modelos y a la calidad de los datos de
entrada, ya que los resultados sélo serdn tan confiables como los datos que los alimentan (Lary et al., 2015).
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4.4.2, Bases de datos globales y su integracion

La consolidacién de bases de datos ambientales y de salud a escala global ha facilitado enormemente
la implementacién de andlisis retrospectivos de riesgo mediante big data. Estas bases permiten superar
las limitaciones de estudios locales y proporcionan una visién holistica del impacto ambiental en la salud
humana. Entre las mds relevantes destacan:

* NHANES (EEUU): Encuesta nacional que combina datos biomédicos, ambientales y socioecondémicos
de miles de individuos, incluyendo concentraciones de metales pesados, pesticidas, contaminantes
orgdnicos persistentes y biomarcadores de efecto.

HBM4EU (Europa): Iniciativa de biomonitoreo humano que estandariza datos de exposicién a
contaminantes en distintos paises europeos, con el fin de apoyar politicas pablicas coordinadas.

WHO Global Health Observatory (OMS) (https://www.who.int/data/gho ): Plataforma que centraliza
datos sobre calidad del aire, contaminacién del agua, productos quimicos y sus efectos en la salud

publica a nivel mundial.

¢ The Human Exposome Project (https://humanexposomeproject.com/ ): Proyecto europeo que
busca mapear el conjunto total de exposiciones a lo largo de la vida, integrando datos ambientales,
gendmicos, sociales y de comportamiento.

* USEtox (https://usetox.org/ ) y Exiobase (https://www.exiobase.eu/ ): Modelos y bases de datos para
evaluar impactos ambientales de sustancias quimicas y actividades industriales a través del ciclo de
vida.

La integracion de estos datos requiere metodologias avanzadas de armonizacién y mineria de datos, dado
que los formatos, escalas y unidades suelen ser heterogéneos. Para ello, se emplean técnicas como:

* ETL (Extract, Transform, Load): Para la conversién y carga automatizada de datos.

* Ontologfas ambientales: Que permiten establecer equivalencias entre conceptos y variables en
diferentes bases.

* Plataformas interoperables: Como OpenTox, que facilitan el uso de datos toxicolégicos y exposicién
en modelos de riesgo estandarizados.

Gracias a estas herramientas, es posible construir modelos integrados de exposicién y riesgo que consideren
no solo factores quimicos, sino también elementos del contexto social, econémico y biolégico. Por ejemplo,
al analizar la relacidn entre exposicion a contaminantes atmosféricos y enfermedades cardiovasculares, se
pueden integrar datos sobre edad, nivel socioeconémico, genética, comportamiento, y condiciones médicas
preexistentes (Weersink et al., 2018).

Ademds, la fusién de estas bases con datos espaciales (GIS) y temporales permite realizar andlisis
geoespaciales de riesgo, como los mapas de calor de exposicién o los modelos espacio-temporales de dispersion
de contaminantes, fundamentales para planificaciones urbanas saludables.

En conclusién, la incorporacién de big data, inteligencia artificial y bases de datos globales en las
metodologias de evaluacién retrospectiva de riesgos de nivel 3 representa una revolucion en el campo de la
sanidad ambiental. Estas herramientas no sélo amplian las capacidades analiticas del evaluador de riesgos,
sino que ofrecen un marco més dindmico, adaptativo y preciso para identificar, predecir y mitigar los efectos
adversos de la exposicion ambiental.
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5. Metodologias de nueva generacion
5.1. ¢Qué son las metodologias de nueva generacion?

5.1.1 Introduccion a la Evaluacion de Riesgos de Nueva Generacion (NGRA
por sus siglas en inglés: Next Generation Risk Assessment)

Tradicionalmente, la identificacién y evaluacién de los riesgos toxicolégicos de las sustancias quimicas,
farmacéuticas, cosméticas y agroquimicas, se ha basado en estudios con animales. Sin embargo, las
consideraciones sobre el bienestar animal, las demandas sociales, las exigencias regulatorias y el interés de la
industria por desarrollar productos seguros sin recurrir a nuevos ensayos con animales, han impulsado un
cambio profundo en este enfoque. La Evaluacién de Riesgos de Nueva Generacién (NGRA, por sus siglas en
inglés: Next Generation Risk Assessment) representa una evolucion significativa en la forma en que se aborda la
evaluacion de riesgos de miles de compuestos para la salud humana y el medio ambiente.

La NGRA se definen como un enfoque dirigido por la exposicién, fundamentado en hipétesis y orientado
a prevenir dafos, integrando enfoques innovadores como los métodos in vitro, in chemico e in silico para
sustituir, en la medida de lo posible, los ensayos con animales (Dent et al., 2018). En este sentido, la NGRA
no se fundamenta en sustituir pruebas animales existentes por una tnica metodologia alternativa, sino que
se caracteriza por ser un proceso iterativo y personalizado, no prescriptivo, cuyo propdsito central es la
prevencién del dafo humano. La prohibicién de utilizar ensayos en animales para evaluar los productos
cosméticos gener una atencion particular en el desarrollo de NGRA para este sector. En este contexto, la
Cooperacién Internacional sobre Regulacién de Cosméticos (ICCR de sus siglas en inglés)! reuni6 un grupo
de trabajo compuesto por cientificos de las autoridades reguladoras y la industria para acordar y esbozar los
principios sobre cémo elaborar evaluaciones de seguridad integradas sin generar datos con animales (Dent
et al., 2018, 2021). De este grupo de trabajo surgieron los nueve principios para la evaluacién de riesgos de
ingredientes cosméticos utilizando el enfoque de NGRA:

1. El objetivo principal serd la seguridad humana: La evaluacién debe centrarse en garantizar la seguridad

del producto para los humanos, sin replicar pruebas en animales.

2. La evaluacion estard guiada por la exposicion: Se debe estimar la exposicién humana desde el inicio para

definir las necesidades de datos y guiar la generacién de informacién adicional.

3. La evaluacion se basard en hipétesis: Se deben formular hipétesis sobre los eventos clave que podrian
llevar a un resultado adverso, utilizando toda la informacién disponible.

4. Laevaluacién estard diseiiada para prevenir darios: Se deben distinguir entre efectos bioldgicos adaptativos
y adversos, utilizando herramientas para evaluar el riesgo de manera proporcional.

5. Se realizard una revision adecuada de toda la informacién existente: Es fundamental utilizar revisiones

sistemdticas para identificar, seleccionar y evaluar criticamente los datos relevantes.

6. Se utilizard un enfoque escalonado e iterativo: Los recursos deben asignarse proporcionalmente al nivel
de preocupacion, refinando los datos hasta alcanzar la precisién necesaria para tomar decisiones.

! La Cooperacién Internacional sobre Regulacién de Cosméticos (ICCR) es un grupo internacional voluntario de autoridades

reguladoras en materia de cosméticos de Brasil, Canadd, la Unién Europea, Japén y Estados Unidos.
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7. Se empleardn métodos y estrategias robustos y relevantes: Los métodos deben ser confiables, reproducibles
y adecuados para el propdsito especifico de la evaluacion.

8. Las fuentes de incertidumbre deberdn ser caracterizadas y documentadas: Es importante identificar y
describir las incertidumbres para garantizar la transparencia en el proceso de toma de decisiones.

9. La légica del enfoque deberd ser transparente y explicita: Toda la informacién, suposiciones, metodologia
y datos utilizados deben documentarse claramente para permitir la revisién independiente.

Estos principios descritos por (Dent et al., 2018) buscaban garantizar evaluaciones de seguridad basadas
en datos humanos relevantes, sin el uso de pruebas en animales, promoviendo la innovacién y la transparencia
en la industria cosmética. Actualmente, organizaciones europeas como la Comisién Europea y proyectos como
PARC, NAMWISE, SEURAT-1 y RISK-HUNT3R ya han desarrollado marcos metodolégicos de evaluacién
de riesgo basados en estos principios de la NGRA (figura 7) (Comision Europea, 2023; Pallocca et al., 2022).

Figura 7. Ejemplo de implementacién de los principios de la NGRA en el proyecto Europeo RISK-
HUNT?3R (imagen tomada de Pallocca et al., 2022).

Y aunque en la actualidad algunos sectores ain dependen del uso de animales o estdn legalmente obligados
a utilizarlos en determinadas evaluaciones, la comunidad cientifica adopta cada vez con mayor conviccidon
el Principio de las 3R (reemplazo, reduccion y refinamiento del uso de animales en la investigacién). Esta
transicion responde a la necesidad de contar con métodos més éticos, eficientes y precisos en la evaluacion de
riesgos, impulsando el desarrollo de las conocidas como “Nuevas Aproximaciones Metodol6gicas”™ (NAMs
por sus siglas en inglés: New Approach Methodologies)”, que permiten obtener informacién relevante de forma
mis répida y exacta, reduciendo al mismo tiempo la dependencia de los ensayos con animales.

La tabla 5 muestra un resumen comparativo del enfoque y de los principales aspectos metodoldgicos que
engloba la Evaluacién de Riesgos cldsica basada en la experimentacién animal, frente al enfoque y los aspectos
mis relevantes que tiene en cuenta la Evaluacién de Riesgos de Nueva Generacién o NGRA.
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Tabla 5. Comparacion entre la Evaluacién de Riesgo basada en los Métodos Tradicionales vs. la NGRA.

Métodos Tradicionales NGRA (Evaluacion de Riesgos de Nueva

Aspecto
P (Estudios Animales) Generacion)

Basado principalmente en resultados de | Orientado por la exposicion, dirigido por hipotesis,

Enfoque . . .

experimentacion animal enfoque humano
Técnicas Tests en animales: toxicidad aguda, cronica, | Integracién de métodos in vitro, in chemico, in
empleadas carcinogenicidad, etc. silico, omicas, etc.

Relevancia para el | Datos extrapolados de animales a humanos, con | Disefiado para maxima relevancia humana vy

humano incertidumbre escenarios de exposicion
Flexibilidad Personalizacion segun la exposicion y la hipétesis
L. Protocolos predefinidos, poco personalizables . 9 P y P
metodolégica de riesgo
Transparencia & Protocolos estandarizados para los ensayos | Guia de orientacibn y descripcion del
Documentacién normativos procedimiento variable
Fuentes de Limitaciones debidas a la extrapolacion vy | Incertidumbres debidas a la extrapolacién a la
incertidumbre variabilidad animal situacién in vivo
. Alto uso de animales, en tensiébn con los | Minimiza o elimina los ensayos en animales,
Eticay 3Rs L
principios éticos responde a los 3Rs
Herramientas . L Creciente aceptacion, aun en desarrollo de
. Bien aceptados histéricamente por reguladores ) ) )
regulatorias directrices regulatorias
Agilidad de . Evaluaciones mas rapidas, adaptables segln
. Proceso largo, costoso y menos adaptativo .
evaluacion avance tecnoldgico
Ejemplo de punto . AC50 (actividad in vitro), dosis equivalente
NOAEL y LOAEL de ensayos animales
de partida y v administrada (AED), BER

5.1.2. Definicion de las Nuevas Aproximaciones Metodologicas (NAMs por
sus siglas en inglés: New Approach Methodologies)

Las nuevas aproximaciones metodoldgicas (NAMs, por sus siglas en inglés: New Approach Methodologies)
para evaluar los riesgos de las sustancias quimicas constituyen el conjunto de métodos, herramientas y
estrategias cientificas desarrolladas para mejorar la evaluacién y gestidn de riesgos de sustancias quimicas,
productos farmacéuticos y cosméticos, con la clara intencidn de reducir o reemplazar los modelos animales
de los ensayos tradicionales, por otros mds relevantes para el ser humano. La consideracién como NAMs no
estd totalmente consolidada; en general se incluyen métodos alternativos a la utilizacién de modelos animales,
por lo que el acrénimo en inglés coincide con “non-animal methods”, aunque en sentido estricto no todos
los métodos alternativos son nuevos, y ademds algunos autores incluyen como NAMs nuevas aproximaciones
in vivo, como la integracién de metodologias dmicas en estudios con animales. Nosotros utilizaremos el
concepto generalmente utilizado en Europa, que excluye los ensayos 7 vivo con animales de experimentacién.
Las NAMs incluyen, por ejemplo, ensayos iz vitro (cultivos celulares en 2D o sistemas 3D avanzados como
organoides y “6rganos-en-chip”), modelos in silico (QSAR, simulaciones PBK, inteligencia artificial),
métodos in chemico (ensayos con reactivos quimicos y biomoléculas) y tecnologias dmicas (transcriptdmica,
proteémica, metabolémica, etc.) entre otros (Bearth et al., 2025; Escher et al., 2022; Ltd et al., 2024; Sewell
et al., 2024) (figura 8). Estas metodologias surgen como respuesta tanto a la necesidad ética de promover
enfoques alternativos acordes con los principios de las 3Rs como al avance cientifico y tecnoldgico que
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permite obtener informacién mds relevante, dgil y especifica para el ser humano (Bearth et al., 2025; Sewell
et al., 2024).

Figura 8. Presente y visién de futuro de la Evaluacién de Riesgos mediante el empleo de las NAMs
(imagen tomada de Escher et al., 2022).

El término NAMs comenzd a utilizarse de manera formal en la literatura y el dmbito regulatorio
internacional a partir de la década de 2010, gracias al influyente informe de la National Academy of Sciences
de EE.UU., Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision and a Strategy (Krewski et al., 2010) que solicitaba
una transformacién en las pruebas de toxicidad, pasando de un sistema basado en estudios con modelos
animales a uno basado en métodos i7 vitro, que pudiera evaluar los cambios en procesos bioldgicos utilizando
células de origen humano (Dent et al., 2018; Krewski et al., 2020.En este sentido, se dio el primer paso
para redirigir la toxicologia tradicionalmente utilizada en el marco normativo, basada en estudios animales,
hacia enfoques mecanicistas (esto significa entender el “cémo” y el “por qué” del efecto, no solo el “cudnto
dafo causa”’) y computacionales, orientados a la biologia humana, considerando los enormes avances de la
toxicologfa experimental. Este documento planteé por primera vez la visién estratégica y conceptual de lo
que serian las NAMs.

Durante los anos siguientes, organismos internacionales empezaron a reconocer el potencial de estos
métodos y acufiaron el concepto NAMs para englobar todas aquellas aproximaciones cientificas capaces
de aportar datos relevantes y confiables sin necesidad de recurrir mayoritariamente a animales. Este es el
caso de la iniciativa internacional APCRA (Accelerating the Pace of Chemical Risk Assessment), que retine
a diferentes agencias gubernamentales y organismos reguladores y cuyo objetivo es modernizar y agilizar
la evaluacidn del riesgo quimico, promoviendo métodos cientificos mds avanzados y menos dependientes
de ensayos en animales, como es el caso de las NAMs. Ademds, fomenta la colaboracion entre autoridades
regulatorias, el intercambio de conocimientos y el desarrollo de estudios de caso y talleres internacionales
para mejorar la proteccién de la salud humana y el medio ambiente mediante evaluaciones quimicas mds
eficientes, éticas y basadas en la ciencia més reciente. Entre las agencias y organismos que la componen se
encuentran: la ECHA, la EFSA, la U.S. Environmental Protection Agency (EPA), Health Canada, Food
Standards Australia New Zealand (FSANZ), la Pharmaceuticals and Medical Devices Agency (PMDA) de
Japén y otras autoridades regulatorias de paises como Canadd, Japdn, Australia, Corea del Sur y Estados

Unidos.
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Entre los primeros documentos regulatorios que recogen de manera explicita este concepto destacan:

o Las sucesivas actualizaciones de la OECD Guidance Document n° 34 (desde 2005) (OECD, 2005),
que definen criterios de validacién y aceptacion normativa de métodos alternativos.

o Las guias y listas publicadas por la EPA a partir de 2018, donde se identifica y promociona el uso de
NAMs para evaluacién y reglamentacion quimica (EPA, 2019, 2018).

En los ultimos afios, especialmente tras el ano 2020, ha existido una aceleracién significativa en
el desarrollo, validacién e integracién de las NAMs, impulsada por la aparicién de nuevas herramientas
computacionales, la expansién de datos émicos, la mejora de cultivos celulares y la aceptacién regulatoria
progresiva en Europa y Norteamérica. Tal es el caso que, actualmente, el uso de las NAMs se encuentra
respaldado y promovido por organismos internacionales como la OCDE, la ECHA, la EMA y la EFSA,
que han ido actualizando sus directrices y marcos regulatorios para allanar el camino hacia su adopcion
sistemdtica. Ejemplo de ello es que la EFSA otorg al consorcio formado, principalmente, por el Fraunhofer
Institute for Toxicology and Experimental Medicine (ITEM), la tarea de desarrollar una hoja de ruta titulada
“Development of a Roadmap for Action on New Approach Methodologies in Risk Assessment” para la accién sobre
NAMs en la evaluacién de riesgos, identificando oportunidades, barreras y estrategias para su integracion
en los procesos regulatorios de seguridad alimentaria (Escher et al., 2022). O, por ejemplo, la hoja de ruta
disefada por la Agencia de Normas Alimentarias del Reino Unido (UK FSA) y titulada “Paving the way for a
UK Roadmap: Development, Endorsement and Regulatory Acceptance of New Approach Methodologies (NAMs)
in Chemical Risk Assessment and Beyond”, que reconoce la necesidad de apoyar e iniciar investigaciones que
garanticen una mayor inclusién de las NAMs en la evaluacién del riesgo quimico (UK FSA, 2023). De este
modo, las NAMs se han consolidado como el pilar fundamental de la mencionada NGRA, permitiendo
una aproximacién mds ética, eficiente, transparente y alineada con los tltimos avances cientificos. En este
marco, la Comisién Europea estd preparando el “Roadmap Towards Phasing Out Animal Testing for Chemical
Safety Assessments”, anunciado en la Comunicacién C(2023)5041 como respuesta a la Iniciativa Ciudadana
Europea “Save cruelty-free cosmetics — Commit to a Europe without animal testing”. Esta hoja de ruta servird
como plan estratégico para acelerar la sustitucion, reduccién y perfeccionamiento (principio de las 3Rs) de
la experimentacion animal en las evaluaciones de seguridad quimica, estableciendo hitos y acciones concretas
a corto, medio y largo plazo que actden como prerrequisitos para la transicion hacia un sistema regulatorio
libre de ensayos con animales. Su publicacién estd prevista, a mds tardar, para el segundo trimestre de 2026 y
contempla una fase de implementacién prolongada, dada la necesidad de desarrollar y validar metodologias
alternativas cientificamente robustas. Todo ello contribuye de manera decisiva a la proteccién de la salud
publica y el medio ambiente en el siglo XXI.

5.1.3. Rol de las NAMs en la NGRA

El rol de las NAMs en la NGRA es proporcionar una base cientifica sélida, moderna y multidimensional
para la evaluacién de riesgos. A diferencia de los métodos tradicionales, que dependen de la extrapolacion de
datos obtenidos en animales hacia humanos, las NAMs permiten caracterizar la toxicidad a nivel molecular,
celular, tisular y sistémico directamente en modelos bioldgicos humanos o equivalentes. Esta transicion
representa un cambio conceptual hacia una toxicologia predictiva y mecanicista, como se ha mencionado
anteriormente, en la que los efectos adversos se comprenden en funcién de las rutas bioldgicas afectadas y no
Ginicamente mediante la observacién de sintomas en organismos animales (Krewski et al., 2020). En otras
palabras, las NAMs constituyen las herramientas principales que utiliza [a NGRA para:
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* Descubrir cémo acttia una sustancia en el organismo, identificando los procesos bioldgicos que puede
alterar.

* Predecir riesgos sin el uso de animales, mediante modelos y datos basados en sistemas humanos.

* Facilitar la priorizacién de sustancias (screening) y el agrupamiento quimico, optimizando la seleccién
y evaluacion de compuestos.

* Fundamentar las decisiones regulatorias en informacién mecanicista.

* Reducir la incertidumbre y aumentar la confianza en los resultados al determinar si un producto es
seguro para las personas.

Ademds, las NAMs contribuyen a mejorar la eficiencia y la ética en la evaluacién de riesgos. No solo
permiten reducir tiempos y el uso de animales, sino que también incrementan la calidad cientifica al
generar datos mds relevantes para la fisiologia humana (figura 9). En este sentido, la EPA y la International
Fragrance Association (IFRA) destacan que la adopcién de NAMs impulsa una evaluacion mds transparente,
reproducible y centrada en el ser humano, lo que fortalece la confianza publica y la aceptacién regulatoria

(IFRA, 2024; US EPA, 2023).

En resumen, las NAMs son la columna vertebral de la NGRA, ya que posibilitan una evaluacién de
riesgos mds humana, precisa, ética y cientificamente avanzada, orientada a la prevencién y a la comprension
mecanicista de los efectos téxicos sobre la salud y el medio ambiente.

Figura 9. Ventajas e inconvenientes de la toxicologfa tradicional y las NAMs (imagen tomada de Manful
et al., 2023).

5.2. Tipos de Nuevas Aproximaciones Metodologicas

Las NAMs engloban una variedad de métodos cientifico-tecnoldgicos destinados a estudiar y predecir la
seguridad de sustancias quimicas sin recurrir a ensayos animales. A continuacidn, se presentan cinco grandes
grupos de NAMs, siguiendo enfoques descritos y aplicados en documentos clave de agencias como EFSA,

ECHA y la U.S.EPA.
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5.2.1. NAM:s in vitro

Las NAMs in vitro comprenden un conjunto diverso de métodos que utilizan células, tejidos, organoides
y sistemas microfisoldgicos (MPS por sus siglas en inglés: Micraphysiological Systems), también conocidos
como “Organos-en-chip” (“organ-on-chip” en inglés), para medir las respuestas bioldgicas a sustancias
quimicas en condiciones controladas. Estos métodos se focalizan en eventos moleculares y celulares clave
(key events (KEs)) para la toxicidad humana (por ejemplo, activacién de vias de senalizacion/receptores, estrés
oxidativo, inflamacién, muerte celular), proporcionando informacién relevante que permita reemplazar o
complementar los ensayos en animales cldsicos en la evaluacién de riesgos (ICCVAM, 2024; OECD, 2018,
2025b; Petersen et al., 2023).

Ejemplos principales de NAMs in vitro (Escher et al., 2022; ICCVAM, 2024; OECD, 2025b, 2018):
* Cultivos celulares:

* Lineas celulares mono-capa y co-cultivos. Las lineas celulares mono-capa (generalmente

2D) se caracterizan por ser cultivos celulares de una sola linea celular que crece adherida
a una superficie plana (generalmente pléstico tratado o vidrio). Los co-cultivos (2D o 3D)
son sistemas en los que se cultivan dos o més tipos de células juntos, en contacto directo
o indirecto, para imitar interacciones celulares reales que ocurren en un tejido u 6rgano.
Ambos, son ttiles para cribado de citotoxicidad, genotoxicidad y respuestas inflamatorias,
entre otros. En el caso de la citotoxicidad se encuentran, por ejemplo, los ensayos de viabilidad
celular como el MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio) y NRU (Neutral Red
Uptake). Algunos de los ensayos tienen protocolos normalizados internacionalmente. Para
genotoxicidad, se encuentran ensayos de toxicidad con lineas celulares como por ejemplo
las hepdticas inmortalizadas HepaRg (HepG2), asi como el ensayo Comet (OECD TG
489) y el test de microntcleo (OECD TG 487) que evaltan dafio al ADN y cromosémico,
respectivamente.

o (Células primarias humanas. Las células primarias humanas son células directamente aisladas de
un tejido u érgano humano y cultivadas 7 vitro sin haber sido inmortalizadas ni modificadas
genéticamente. Debido a su origen, conservan muchas de las caracteristicas fisiolégicas,
metabélicas y funcionales del tejido del que proceden, por lo que las convierten en modelos
relevantes para estudiar respuestas celulares frente a exposiciones quimicas. Sin embargo,
presentan algunas limitaciones importantes, como una capacidad proliferativa limitada, la
variabilidad interdonantes y una disponibilidad restringida dependiendo del tejido de origen.

¢ (Células madre pluripotentes inducidas (iPSC). Las iPSC, se obtienen a partir de células adultas

(por ejemplo, fibrobastos de piel o células sanguineas) que son reprogramadas genéticamente
para adquirir un estado pluripotente similar al de las células madre embrionarias, lo que
permite que recuperen la capacidad de autorrenovacién indefinida y diferenciacién hacia
multiples tipos celulares derivados de las tres capas germinales. Gracias a estas propiedades,
las iPSC permiten generar diferentes tipos celulares humanos, lo que facilita el estudio de
los procesos de diferenciacién y de las respuestas especificas de los tejidos en modelos i
vitro (Rosca et al., 2023). No obstante, las iPSC también presentan limitaciones como la
variabilidad entre lineas celulares, posibles alteraciones genéticas o epigenéticas durante
la reprogramacion o el cultivo prolongado, y la maduracién incompleta de algunos tipos
celulares en comparacién con los tejidos adultos.
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* Ingenieria de tejidos/6rganos

o Tejidos reconstruidos y modelos 3D. Se trata de modelos de piel humana reconstruida
(Reconstructed Human Epidermis, RHE), epitelio respiratorio o mucosa oral, ampliamente

utilizados en ensayos validados de irritacién y corrosion cutdnea u ocular. Estdn normalizados
por la OECD TG 431 (corrosion dérmica in vitro), TG 439 (irritacién dérmica in vitro)
y TG 492 (irritacién o dano ocular grave in vitro), y constituyen ejemplos de métodos in

vitro aceptados por autoridades internacionales, que ya ha reconocido estos métodos como

alternativas vélidas a ensayos en animales para evaluacién de seguridad de ingredientes

alimentarios.

* Organoides. Son estructuras tridimensionales derivadas de células madre pluripotentes

(por ejemplo, iPSC) o de células adultas que en condiciones de cultivo adecuadas pueden

autoorganizarse v reproducir algunos aspectos de la arquitectura, composicién celular
y y

ciertas funciones de un érgano especifico. Su complejidad intermedia entre sistemas i vitro

simples y el organismo completo los convierte en una herramienta muy valiosa para estudios

mecanisticos y de seguridad toxicoldgica. Entre los modelos mds utilizados se encuentran

los organoides hepdticos, que se utilizan para estudiar metabolismo, bioactivacién y

hepatotoxicidad, que pueden apoyar la extrapolacion in vitro—in vivo mediante enfoques de
IVIVE y modelos PBPK. Ver seccién 5.2.2); los organoides intestinales, que se utilizan para

evaluar absorcién, permeabilidad y efectos sobre la barrera intestinal o microbiota; organoides

cerebrales, que constituyen modelos emergentes para el estudio de la neurotoxicidad del

desarrollo y procesos neurodegenerativos, asi como para investigar los efectos de la exposicién

a compuestos neuroactivos (Coronel et al., 2026); y los organoides pulmonares y renales,

Gtiles en toxicidad respiratoria y nefrotoxicidad, incluyendo respuestas inflamatorias y dafio

epitelial. No obstante, estos sistemas también presentan limitaciones. Entre ellas destacan la

variabilidad entre organoides, la maduracién incompleta de algunos tipos celulares, la ausencia

de vascularizacién y de interaccion con otros sistemas fisiolégicos, asi como la dificultad para

reproducir exposiciones sistémicas complejas. Por ello, los organoides se consideran modelos

intermedios entre cultivos celulares bidimensionales y modelos animales, con mayor relevancia

fisioldgica pero atin con limitaciones para representar la complejidad del organismo completo.

* Sistemas microfisolégicos (MPS) / “érganos-en-chip” (“organ-on-chip”). Dispositivos basados

en microfluidos que reproducen funciones de tejidos y 6rganos mediante flujos dindmicos

y microambientes controlados. Permiten estudiar fenémenos de absorcién, metabolismo,

distribucién y excrecién (ADME) a pequena escala, asi como la interaccién entre diferentes

tipos celulares. Los sistemas MPS son clave para integrar respuestas multiorgdnicas (toxicidad

multiorgdnica) y apoyar la extrapolacién fisiologica. Los MPS, como el higado en chip, el

pulmoén en chip o las unidades neurovasculares, ofrecen la posibilidad de evaluar pardmetros

complejos como la toxicidad por dosis repetidas, la permeabilidad de la barrera hematoencefalica

o la neurotoxicidad del desarrollo.

Pero para que los datos procedentes de las NAMs 77 vitro sean ttiles en el 4mbito regulatorio, su disefo,

control de calidad y evaluacién deben cumplir unas determinadas pricticas estandarizadas (OECD, 2025b,

2018). Por ello, la OECD redactd en el afio 2018 un documento sobre buenas pricticas en métodos in vitro
titulado “Guidance Document on Good In Vitro Method Practices (GIVIMP)”. Este documento fue creado
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para reducir la incertidumbre y aumentar la fiabilidad y robustez de los métodos in vitro, facilitando asi que
los resultados obtenidos sean aceptados por agencias regulatorias, contribuyendo ademds al reemplazo de
métodos animales, en linea con los principios de las 3Rs.

El GIVIMP describia diez pilares de calidad fundamentales, entre los que se inclufan:
1. Roles y responsabilidades: Definia quién hace qué en el desarrollo y uso del método.

2. Consideraciones de calidad: Aseguraba la confiabilidad y reproducibilidad mediante un sistema de

aseguramiento (QA) y control de calidad (QC).
3. Instalaciones: Garantizaba las condiciones de laboratorio adecuadas para minimizar errores.
4. Aparatos, materiales y reactivos: Controlaba la calidad, calibracién y trazabilidad de equipos y reactivos.

5. Sistemas de prueba: hacia referencia a los métodos 7 vitro en si y mantenia la autenticidad, estabilidad
y control de contaminacién.

6. Items de prueba y controles: Gestionaba las sustancias a ensayar y los controles de referencia
correctamente.

7. Procedimientos operativos estindar (SOPs): Documentaba paso a paso los procedimientos para
asegurar consistencia.

8. Ejecucion del método: Establecia el disefio experimental y los criterios de precisién y reproducibilidad.
9. Informe de resultados: Indicaba cémo reportar datos, interpretacion e incertidumbres.

10. Almacenamiento y retencién: Establecia las reglas para almacenar materiales, datos y registros de
forma segura.

Con este documento, la OECD pretende mejorar la transparencia, reproducibilidad y trazabilidad de los
resultados de los métodos iz vitro; reducir las incertidumbres en las predicciones; proporcionar criterios de aceptacion,
disefio experimental, estdndares de desempefio y directrices para la elaboracién de procedimientos y documentacion;
asi como fomentar la armonizacién internacional y la aceptacién regulatoria de las NAMs iz vitro.

5.2.2. NAM:s in silico

Las NAMs in silico son un conjunto de herramientas computacionales y predictivas que utilizan
algoritmos matemdticos y simulaciones por ordenador para modelar pardmetros finales como la toxicocinética
o el metabolismo, o para predecir efectos, y evaluar los posibles riesgos de las sustancias quimicas (Myatt et
al., 2018; Schmeisser et al., 2023). Las NAM:s in silico abarcan una variedad de técnicas desde el anilisis
estructural de compuestos (como los modelos QSAR, estructura-actividad), simulaciones fisioldgicas (como
modelos PBK), hasta métodos avanzados de machine learning e inteligencia artificial capaces de integrar
multiples fuentes de datos. Actualmente, su aplicacién es crucial en el desarrollo farmacéutico, la regulacion
quimica y la toxicologia, facilitando el pre-screening o prediccién temprana de toxicidad, optimizacién de
compuestos y reduccion del uso de ensayos animales.

Ejemplos principales de NAMs i silico:

* QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships): son modelos que relacionan matemdaticamente

la estructura quimica de una molécula con la actividad bioldgica o con la toxicidad. Permiten
estimar propiedades fisicoquimicas de las sustancias, asi como propiedades toxicoldgicas, o efectos
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sobre drganos a partir de descriptores moleculares, sin necesidad asi de realizar ensayos in vivo.
Son ampliamente utilizados para el pre-screening o cribado virtual, optimizacién de firmacos y para
evaluacion regulatoria de nuevos compuestos, debido a su rapidez y bajo coste comparado con
pruebas experimentales (Myatt et al., 2018; OECD, 2007; Schmeisser et al., 2023). Ejemplos de
plataformas de modelos QSAR son el QSAR Toolbox o el Toxtree, que son utilizados y reconocidas
por la ECHA para completar datos de seguridad en expedientes REACH. Entre los anos 2004 y
2007, la OCDE establecié cinco principios destinados a asegurar la validez cientifica y la aceptacién
normativa de los modelos QSAR: (1) un pardmetro bien definido, (2) un algoritmo inequivoco,
(3) un dmbito de aplicabilidad definido, (4) medidas adecuadas de bondad de ajuste, solidez y
predictibilidad y (5) una interpretacién mecanicista, cuando sea posible (OECD, 2024a, 2007). En
linea con esto, la OECD ha publicado en 2024 el Marco de Evaluacién de los modelos QSAR (“(Q)
SAR Assessment Framework: Guidance for the regulatory assessment of (Quantitative) Structure
Activity Relationship models and predictions”), que ofrece un marco sistemdtico y armonizado para
la evaluacién y el uso de modelos QSAR en las presentaciones reglamentarias (OECD, 2024a).

* Modelos PBP (Physiologically Based Pharmacokinetic), también conocidos como PBPK: son una

representacién matemdtica (basada en ecuaciones diferenciales ordinarias) de los procesos bioldgicos
que tienen lugar en el organismo. Estos modelos dividen el organismo en compartimentos
interconectados e incorporan parimetros anatémicos, fisioldgicos y bioquimicos, con el fin de
vincular cuantitativamente las exposiciones externas con los perfiles de concentracién-tiempo de
las sustancias en distintos tejidos y érganos (OECD, 2021b). Los modelos PBP van desde modelos
simplificados y de alto rendimiento, a modelos més desarrollados y especificos. Ejemplo de modelos
PBP son los modelos que permiten predecir la absorcién, distribucién, metabolismo y excrecién
(modelos ADME) de una sustancia quimica en seres humanos y otras especies animales para evaluar
el destino final de la sustancia en el organismo (Bloomingdale et al., 2017; Ltd et al., 2024; OECD,
2021b; Schmeisser et al., 2023). Estos modelos se utilizan para estimaciones IVIVE, enfocadas
en extrapolar los resultados obtenidos en modelos in vitro (cultivos celulares, sistemas en placa)
a escenarios in vivo, utilizando herramientas matemdticas y computacionales para simular cémo
los niveles de exposicion y efecto observados i vitro se correlacionan con efectos reales dentro de
organismos completos (Bloomingdale et al., 2017; OECD, 2021b; Schmeisser et al., 2023). Cuando
en estos modelos, 7 vitro-in vivo, la extrapolacion se realiza de forma cuantitativa, es lo que se conoce
como modelos QVIVE (Moreau et al., 2024). Al igual que ocurre con los modelos QSAR, la OECD
también publicé en 2021 un documento de orientacién para los modelos PBP (“Guidance document
on the characterisation, validation and reporting of Physiologically Based Kinetic (PBK) models for
regulatory purposes’), que describe las mejores practicas para su desarrollo, validacién y para su
documentacién(OECD, 2021b). Este marco hace hincapié en la transparencia, la credibilidad de
los modelos y la integracién de datos in vitro e in silico. Ademds, proporciona casos pricticos de
referencia que demuestran cémo se pueden aplicar estos modelos en la toxicologia reglamentaria.

* Machine Learning y Al: son técnicas que potencian las NAMs al analizar grandes volimenes de datos
toxicolégicos complejos, identificando patrones que escapan a andlisis tradicionales. Estos métodos se
aplican para construir modelos predictivos mds precisos en QSAR y toxicocinética, detectar efectos
adversos, clasificar riesgos y acelerar la identificacién de sustancias seguras o peligrosas (Belfield et al.,
2023). Ademis, laIA permite integrar datos heterogéneos (quimicos, bioldgicos, toxicoldgicos) mejorando
la toma de decisiones regulatorias y cientificas. La EPA en su plataforma en linea CompTox Chemistry
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Dashboard ya utiliza algoritmos de inteligencia artificial para analizar bases de datos toxicoldgicas masivas
y generar predicciones. CompTox proporciona informacién integral sobre miles de sustancias quimicas
para apoyar la investigacién en toxicologfa, evaluacién de riesgos y regulacién ambiental.

5.2.3. NAMs in chemico

Las NAMs in chemico evaldan la interaccién directa de las sustancias quimicas con componentes biolégicos
clave (proteinas, péptidos, ADN) sin usar células vivas. Son fundamentales para identificar el potencial de
reaccién molecular, también conocido como los eventos moleculares iniciadores (MIEs por sus siglas en
inglés: Molecular Initiating Events), que conducen a las vias de resultados adversos (AOPs por sus siglas en
inglés: Adverse Outcome Pathways. Ver seccién 5.2.5). Las NAMs in chemico estan disenadas principalmente
para proporcionar datos mecanisticos, que son esenciales para investigar y comprender el comportamiento
quimico, incluidos los procesos de toxicidad y transformacién en los sistemas biolégicos. Son especialmente
eficaces en la evaluacién de riesgos y en los procesos normativos para la determinacién de efectos cuya
causalidad empieza por reactividad quimica, como es el caso de la sensibilizacién o corrosividad (ICCVAM,
2024; Ltd et al., 2024; OECD, 2025a; Petersen et al., 2023).

Ejemplos principales de NAMs in chemico:

* DPRA (Direct Peptide Reactivity Assay): es un ensayo que mide la modificacién de péptidos sintéticos
que contienen cisteina y lisina para predecir sensibilizacién cutdnea. El método cuantifica la

reactividad hacia péptidos modelo, proporcionando informacion sobre el evento molecular iniciador
en el AOP de sensibilizacién cutdnea. Este ensayo se encuentra estandarizado por la OECD en su

oufa TG 442C (OECD, 20254).
ADRA (Amino acid Derivative Reactivity Assay): también estandarizado por la OECD en la guia TG

442C, este ensayo utiliza derivados de aminodcidos para mejorar la deteccién de ciertos tipos de
sensibilizantes cutdneos que pueden no ser detectados por el ensayo DPRA (OECD, 2025a).

kDPRA (kinetic Direct Peptide Reactivity Assay): se trata de una variante cinética del ensayo DPRA que
permite discriminar entre subcategorias de sensibilizantes (1A vs 1B) segtin el Sistema Globalmente

Armonizado de la ONU (OECD, 2025a).
* Ensayos High-Throughput Screening (HTS): que consisten en adaptar los principios del DPRA o

ADRA a placas multipocillo (habitualmente 96 0 384), empleando volimenes reducidos (microlitros)

y deteccidn automatizada, lo que multiplica la capacidad de andlisis/rendimiento y reduce los costes
(ejemplos, método HTS-DPRA, método ProtReact) (Ferreira et al., 2023; Schmeisser et al., 2023).

* Ensayos High-Throughput Imaging (HTT): que emplean técnicas de imdgenes de fluorescencia o label-

[free spectroscopy (espectroscopia sin marcadores) para detectar cambios estructurales o formacién de
aductos en biomoléculas inmovilizadas (Marcelis et al., 2023; OECD, 2025a; Schmeisser et al.,
2023). Y aunque tradicionalmente este tipo de ensayos han estado asociados a métodos in vitro
celulares, los enfoques HTI comienzan a aplicarse en la evaluacién in chemico combinada con

sistemas cell-free o cell-based hybrid’.

2 Cell-free: ensayo en el cual se eliminan las células completas y se usan extractos celulares o componentes purificados (como

ribosomas, enzimas, ADN, ARN) para ejecutar reacciones biol6gicas fuera de un entorno celular. Ce/l-based hybrid: sistema hibrido
que combina las ventajas de utilizar componentes cell-free, dentro o junto a células vivas, o en estructuras que imitan células.

67



Metodologia cientifica y nuevas perspectivas de la evaluacién de riesgos de sustancias quimicas en sanidad ambiental

* Ensayos espectrofotométricos y colorimétricos (Spectro-DPRA): el ensayo Spectro-DPRA, desarrollado
recientemente (Sin et al., 2025), sustituye la deteccién HPLC por un método espectrofotométrico
directo midiendo la disminucién de absorbancia de los péptidos (cisteina/ lisina) tras la reaccién con
la sustancia de ensayo. Esta aproximacion simplifica drdsticamente el procedimiento y permite su uso
en laboratorios sin equipamiento cromatogréfico avanzado.

Al igual que ocurre con las NAMs in vitro y con algunas NAMs in silico, para que los ensayos in chemico
puedan ser aceptados en el dmbito regulatorio, es necesario que pasen por un proceso de validacién exhaustivo
que confirme su solidez cientifica, asi como su fiabilidad y capacidad de reproducirse de forma consistente.
Por ello, el Documento Guia n.° 34 de la OCDE (OECD, 2005) establecié las bases para la validacion
de nuevos métodos de ensayo, destacando la importancia de utilizar criterios basados en el rendimiento.
De acuerdo con este documento, tanto los métodos novedosos como aquellos denominados “me t00”
(que buscan replicar el funcionamiento de un método ya reconocido) deben demostrar su equivalencia en
tres aspectos clave: (1) los componentes fundamentales del ensayo (como los péptidos o los disolventes
empleados), (2) el comportamiento frente a un conjunto definido de sustancias quimicas de referencia, y (3)
los pardmetros cuantitativos que garanticen la precisién y la reproducibilidad del método. En este sentido,
agencias regulatorias como la ECHA ya acepta DPRA y ADRA como parte de enfoques definidos para
evaluacién de sensibilizacién y corrosividad. Otras como la EPA incluye los métodos in chemico en su lista
de NAMs aprobados para decisiones regulatorias bajo la ley federal TSCA®. Estos ensayos forman parte de
estrategias integradas que pueden reemplazar completamente los ensayos en animales para ciertos endpoints
de toxicidad.

5.2.4. Omicas

Las tecnologias émicas permiten caracterizar las respuestas moleculares y celulares inducidas por sustancias
quimicas, firmacos u otros agentes xenobi6ticos de manera sistémica y global (Canzler et al., 2020; Ltd et
al., 2024; Sauer et al., 2017). Estas tecnologfas tienen la capacidad de proporcionar una visién profunda
de la bioquimica y la fisiologia de la célula y de cualquier efecto perturbador de los xenobiéticos. Permiten
identificar biomarcadores y aportar evidencia mecanistica para la elucidacién de los modos de accién de
la toxicidad (MoAs, por sus siglas en inglés: Mode of Action). Asimismo, contribuyen a la identificacion
y definicion de los eventos moleculares iniciadores (MIEs, Molecular Initiating Events), asi como de las
secuencias de eventos clave (KEs, Key Events) que de ellos se derivan y que, en dltima instancia, conducen
a las vias de resultados adversos (AOPs, Adverse Outcome Pathways; ver seccion 5.2.5). Por ello, se utilizan
ampliamente en la investigacion toxicoldgica para comprender los mecanismos de toxicidad, allanando el
camino hacia aplicaciones del dmbito regulatorio como: identificacién de peligros, el andlisis del modo de
accién, agrupacién de sustancias quimicas para apoyar el read-across (ver seccién 5.2.5) y caracterizacion
de peligros mediante puntos de partida (PoD, Point of Departure) basados en datos émicos (Harrill et al.,
2021; Krewski et al., 2020; OECD, 2023; Sauer et al., 2017). En este sentido, la EESA ha publicado guias
especificas sobre el uso de datos micos en la evaluacién de riesgo, estableciendo criterios para la interpretacion
de resultados y su integracién en marcos regulatorios. Por su parte, la EPA, utiliza datos dmicos para apoyar
la construccién de AOPs y validar biomarcadores de efecto.

3 TSCA (por sus siglas en inglés, Toxic Substances Control Act) es una ley federal de Estados Unidos, promulgada en 1976, que otorga
a la EPA la autoridad para regular la fabricacién, importacién, uso y eliminacién de sustancias quimicas con el fin de proteger la
salud humana y el medio ambiente.
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Tipos principales de tecnologfas 6micas (Dai and Shen, 2022; Harrill et al., 2021; Krewski et al., 2020;
Ltd et al., 2024; OECD, 2023; Sauer et al., 2017):

* Genémica: es el estudio de la estructura, funcién, organizacion, variacién y regulacién del genoma
completo de un organismo, incluyendo el andlisis de la secuencia de ADN, la expresién génica, las
interacciones entre genes y su relacién con factores ambientales.

o Transcriptémica: utiliza microarrays* y la secuenciacién de ARN para analizar cambios en la expresién
génica causados por exposicién quimica. Por ejemplo, la identificacién de alteraciones en la expresion
de genes antioxidantes tras exposicion a metales pesados. EFSA ha desarrollado marcos especificos
para la interpretacién de datos transcriptémicos en evaluacién de riesgo alimentario.

* Protedmica: es el estudio de la expresién de proteinas en células y tejidos. Detecta cambios en la
abundancia y modificacién de proteinas usando espectrometria de masas acoplada a cromatografia
liquida (LC-MS) y Western blot’. Permite identificar proteinas de inflamacién aumentadas tras
exposicion a agentes irritantes, proporcionando informacién sobre mecanismos de accién.

* Metabolémica: analiza perfiles de metabolitos en células y tejidos para detectar cambios en rutas
energéticas y metabolicas. Puede identificar sustancias que alteran la glicélisis o el ciclo de Krebs,
indicando toxicidad metabélica.

Ademids de “las cuatro grandes Omicas”: gendémica, transcriptomica, protedmica y metabolémica,
que hemos mencionado anteriormente, las tecnologias dmicas también incluyen sus variantes como la
epigenémica, la epitranscriptmica, la epiproteémica y la interactémica. En la categoria de la interactémica
se incluyen: la interactémica ADN-ARN, la interactomica ARN-ARN, la interactémica ADN-proteina, la
interactémica ARN-proteina, la interactmica proteina-proteina y la interactémica proteina-metabolito (Dai
and Shen, 2022; Sauer et al., 2017).

Asimismo, estdn las llamadas “6micas basadas en el conocimiento”, como la inmundémica, la microbiémica
o la exposémica, entre otras, que se desarrollan para comprender un campo especifico del conocimiento de
manera sistemdtica (Dai and Shen, 2022; Ltd et al., 2024).

Por dltimo, en los tltimos anos se ha desarrollado el término “multidmica’, que se basa en integrar
dos o mds de estas tecnologfas dmicas, como la transcriptdmica, la protedmica y la metabolémica, para
proporcionar una vision sistémica mas completa (Canzler et al., 2020; Ltd et al., 2024).

5.2.5. Herramientas integradoras: AOPs, IATA, WoE, Read-across

Las herramientas integradoras constituyen marcos conceptuales y metodoldgicos para combinar, ponderar
e interpretar distintos tipos de datos generados por las NAMs que hemos visto en los apartados anteriores,
apoyando asi la toma de decisiones regulatorias cientificamente fundamentadas.

Ejemplos principales de herramientas integradoras:

4 Microarrays: de acuerdo con la OECD 2023, los microarrays permiten analizar miles de genes simultdneamente mediante el

etiquetado e hibridacién de una muestra de ADN o ARN con sondas complementarias fijadas en una superficie sélida. Esta capacidad
ha impulsado importantes avances en biologfa, como la identificacién de genes diferencialmente expresados en tejidos sanos y
enfermos, el estudio de respuestas a xenobidticos y toxicogendmica, y la caracterizacién de la regulacién génica en distintas especies.

5 Western blot: es una técnica de biologia molecular utilizada para detectar y cuantificar proteinas especificas en una muestra
biolégica.
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* AODs (Adverse Outcome Pathways): Describen secuencias causales de eventos bioldgicamente

vinculados, desde un evento iniciador molecular (MIE, Molecular Initiating Event) a través de una
secuencia de eventos clave (KEs, Key Events), hasta un resultado adverso (AO, Adverse Outcome) a
nivel individual o poblacional, que es relevante para una decisién reglamentaria (figura 10) (OECD,
2017; Tollefsen et al., 2014; Villeneuve et al., 2014a).

Figura 10. Esquema del proceso de un AOP (imagen tomada de Villeneuve et al., 2014a).

Un ejemplo de vias de efectos adversos serfa el AOP de sensibilizacién cutdnea validado por
OECD en el ano 2012 (figura 11) (OECD, 2014a), que conecta la unién covalente a proteinas
(evento molecular iniciador o KE) con dermatitis alérgica (resultado adverso o AO), integrando datos
generados por NAMs #n vitro con los posibles efectos adversos in vivo.

Figura 11. Ejemplo de AOP de sensibilizacién cutdnea (imagen tomada de OECD, 2017).
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Esta asociacién de los resultados obtenidos a través de las NAMs con KEs especificos en AOPs
bien definidos, respalda cientificamente la extrapolacién de datos in vitro, in chemico o in silico en
la evaluacién de riesgos para la salud humana y ambiental (Tollefsen et al., 2014). Tal es el caso que
agencias reguladoras como la EFSA y aquellas que aplican el Reglamento de la UE sobre cosméticos
(CE n.° 1223/2009), estdn haciendo referencia progresivamente a marcos basados en los AOPs
para justificar las decisiones basadas en NAMs. Asimismo, la OECD cuenta con un programa de
desarrollo de AOPs supervisado por el grupo Asesor sobre Ciencia Emergente en la Evaluacién de
Sustancias Quimicas (ESCA por sus siglas en inglés: Emerging Science in Chemicals Assessment). Este

grupo trabaja en colaboracién con el Grupo de Coordinacién AOP-KB y la Sociedad para el Avance
de los AOP (SAAOP, Society for the Advancement of AOPs) para que el desarrollo de los AOP:s se lleve
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a cabo bajo unas normas bésicas de calidad recogidas en su guia sobre el desarrollo y la evaluacion
de AOPs (Guidance Document on Developing and Assessing Adverse Outcome Pathways), entre las que
se incluyen la reproducibilidad, la plausibilidad bioldgica y el respaldo empirico (OECD, 2021c,
2017). Ademds, la OECD lanz6 en el ano 2013 la llamada “AOP-Wiki” (https://aopwiki.org/),
un repositorio de libre acceso a los AOPs disponibles que permite la contribucién de contenidos
mediante un proceso de “crowdsourcing”® a escala internacional. No obstante, a pesar del notable
aumento en el nimero de AOP disponibles, del mayor conocimiento general del marco de las
AOPs y de la formacién de las distintas partes interesadas, su aplicacién préctica en los procesos de
evaluacion del riesgo sigue siendo limitada (Bajard et al., 2023).

* Read-across (RAx) (yagrupamiento): es una técnica utilizada para predecir informacion sobre los pardmetros
o ensayos de una sustancia quimica a partir de datos del mismo parimetro o ensayo de otra(s) sustancia(s)
considerada(s) similar(es) segtin criterios cientificos (OECD, 2014b; Rovida et al., 2020). Este enfoque
permite extrapolar informacién de peligrosidad desde una sustancia fuente hacia una sustancia diana
con datos limitados, basdndose en el principio de que sustancias con similitud estructural presentan,
previsiblemente, propiedades toxicoldgicas similares, lo que contribuye a reducir el nimero de sustancias
ensayadas (ECHA, 2017; Ltd et al., 2024; OECD, 2014b). Es importante indicar que algunos autores
incluyen esta técnica dentro de los NAMs 77 silico, en vez de como método de integracién.

Existen dos enfoques principales de agrupacién para la prediccién de peligros: el enfoque de
andlogos y el enfoque por categorias (ECHA, 2017; EFSA Scientific Committee et al., 2025).

En el enfoque de andlogos se selecciona una o pocas sustancias fuente estrechamente relacionadas
con la sustancia diana, para las que existe un conjunto adecuado de datos toxicoldgicos para el
endpoint de interés. La similitud se justifica principalmente por la estructura quimica (ntcleo
comun, grupos funcionales y propiedades fisicoquimicas comparables) y, cuando es posible, por
datos toxicoldgicos, toxicocinéticos o de modo de accién. A partir de esta similitud se extrapola la
informacién critica (por ejemplo, NOAEL o punto de partida, PoD), discutiendo de forma explicita
las posibles fuentes de incertidumbre, como diferencias en metabolismo, reactividad o impurezas. Este
enfoque resulta especialmente adecuado cuando se dispone de uno o pocos andlogos de alta calidad y
la pregunta reguladora estd claramente delimitada (Ball, 2016; Berggren et al., 2015; ECHA, 2017;
EFSA Scientific Committee et al., 2025; Ltd et al., 2024; Patlewicz et al., 2024).

En el enfoque por categorias, se agrupa un conjunto de sustancias que comparten un principio de
agrupacion definido (estructural, mecanistico o basado en patrones consistentes de efectos), utilizando las
relaciones internas del grupo para interpolar o extrapolar datos entre sus miembros. Aunque la similitud
estructural suele ser el punto de partida, las buenas précticas recomiendan reforzarla con evidencia biolégica
o mecanistica (modo de accién, via de resultado adverso, perfil metabélico o datos émicos). Una vez
definida la categoria, pueden aplicarse distintos tipos de read-across: de un miembro rico en datos al resto,
de varios miembros hacia un intervalo de valores esperado (tendencias dentro de la serie) o mediante andlisis
de tendencias cuantitativas similares a los QSAR (ver seccién 5.2.2). Este enfoque es especialmente titil para
familias quimicas y para identificar patrones consistentes de toxicidad o ausencia de efectos a lo largo del
grupo (Ball, 2016; Berggren et al., 2015; ECHA, 2017; EFSA Scientific Committee et al., 2025; Zhu et
al., 2016).

Crowdsourcing: es un modelo colaborativo mediante el cual una organizacién recopila conocimientos, datos o soluciones a través

de una convocatoria abierta a una comunidad amplia, habitualmente utilizando plataformas digitales.
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En el marco del reglamento REACH, el read-across estd reconocido como una herramienta
oficial para cubrir requisitos de informacién sin realizar nuevos ensayos, siempre que la justificacién
cientifica sea adecuada. No obstante, andlisis de expedientes de registro muestran que estos enfoques
no siempre son aceptados, principalmente cuando no se describe de forma suficiente la base de
similitud o la incertidumbre asociada a la prediccion (Ball, 2016; Patlewicz et al., 2024; Roe et al.,
2025). Con el fin de mejorar la coherencia y transparencia de las evaluaciones, la ECHA desarrollé
(ECHA, 2017), que proporciona un esquema para revisar la calidad de los casos de read-across
en distintos escenarios y define criterios clave de aceptabilidad, como la adecuada justificacién
cientifica, la documentacién del razonamiento, la integracion de las NAMs (in vitro e in silico) y la
caracterizacién de la incertidumbre en funcidn del contexto regulador (Ball, 2016; ECHA, 2017;
Patlewicz et al., 2024).

En esta linea, guias como GRAP (Ball et al., 2016) y las estrategias de read-across que incorporan
nuevos tipos de datos, incluidos datos dmicos y los modelos computacionales (7 silico), buscan reforzar
la solidez cientifica de estos enfoques y aumentar su aceptacién por las autoridades competentes bajo
REACH y otros marcos regulatorios.

* Weight of Evidence (WoE o “peso de la evidencia”): es un enfoque estructurado para integrar de
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manera coherente toda la informacién disponible sobre una sustancia quimica antes de tomar una
decisién sobre su peligro o riesgo. En lugar de basarse en un tnico estudio considerado “clave”, el
WoE agrupa y valora distintos tipos de datos (ensayos experimentales, estudios en humanos, modelos
in silico u otras NAMs, datos de monitorizacién, etc.) con el objetivo de obtener una conclusién

global y justificada sobre la sustancia (OECD, 2019b).

La guia de la OCDE sobre WoE indica que el primer paso es definir con precisién el problema
y la pregunta regulatoria: por ejemplo, si se pretende decidir una clasificacién de peligro, derivar un
valor de referencia o justificar la ausencia de un ensayo adicional. A partir de esa formulacién, se
realiza una basqueda sistemdtica de la evidencia relevante, documentando los criterios utilizados para
seleccionar o excluir estudios, con el fin de reducir sesgos y asegurar que no se omiten datos relevantes.
Posteriormente, cada estudio se evaltia en términos de calidad (validez del disefo, fiabilidad del
método, claridad en la presentacién de resultados) y de relevancia para la pregunta planteada (especie,
via de exposicién, duracion, pardmetros medidos) (OECD, 2019b; SETAC, 2018)

Un aspecto bdsico del WoE es que la contribucidn de cada linea de evidencia no es uniforme,
sino que depende de su calidad y pertinencia. La ponderacién de la evidencia se basa en criterios
explicitos: los estudios robustos y directamente relevantes tienen mayor peso en la conclusion,
mientras que los estudios con limitaciones metodoldgicas o relevancia indirecta se consideran, pero
con menor influencia. Ademds, se analiza la coherencia entre las distintas lineas de evidencia (por
ejemplo, concordancia entre resultados 7 vivo, in vitro y datos mecanisticos), asi como la consistencia
de los efectos observados entre estudios y condiciones experimentales (Comisién Europea, 2025;

OECD, 2019b; SETAC, 2018).

La gestién de la incertidumbre es otro elemento clave del enfoque WoE. La guia de la OCDE
y otros documentos europeos recomiendan identificar qué fuentes de incertidumbre son més
relevantes (p. ¢j., escasez de datos en determinados extremos de la dosis, discrepancias entre estudios,
extrapolaciones entre especies) y describir cémo se han tenido en cuenta en la conclusién integrada.
Incluso cuando no se utilizan métodos cuantitativos de andlisis de incertidumbre, se espera una
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caracterizacién cualitativa y estructurada que permita entender el grado de confianza en la evaluacion

(Comisién Europea, 2025; OECD, 2019b).

Finalmente, el WoE exige una documentacion transparente de todo el proceso: la formulacién
del problema, la busqueda y seleccién de estudios, la evaluacién de calidad y relevancia, la integracion
de las lineas de evidencia y la caracterizacién de la incertidumbre. Esta transparencia facilita que
las autoridades, los operadores econdémicos y otros interesados puedan seguir el razonamiento,
reproducirlo si es necesario y valorar la solidez de la decisién. En la evaluacién de riesgos quimicos,
el WoE se considera un componente esencial de las aproximaciones integradas (IATA), ya que
proporciona un marco claro para combinar datos tradicionales y las NAMs que hemos descrito
anteriormente, aumentando la consistencia y la aceptabilidad reguladora de las conclusiones (Hardy

et al., 2017a; OECD, 2019b).

* IATA (Integrated Approaches to Testing and Assessment): son marcos estructurados que se utilizan para

evaluar los peligros y riesgos de las sustancias quimicas, integrando de forma ordenada diferentes tipos
de informacién para responder a una pregunta regulatoria concreta (por ejemplo, si una sustancia debe
clasificarse como irritante ocular o si es segura en determinadas condiciones de uso). Segiin la OCDE,
un [ATA combina datos fisicoquimicos, resultados de ensayos i vitro, modelos computacionales (como
QSAR), informacién de sustancias similares (agrupacién y read-across), datos iz vivo ya existentes y, cuando
se dispone de ellos, datos en humanos, con el objetivo de alcanzar un nivel de certeza adecuado para la
decisién que se va a tomar (OECD, 2014b). La “Guidance Document for the Use of Adverse Outcome
Pathways in Developing Integrated Approaches to Testing and Assessment (IATA)” de la OECD plantea
que los Adverse Outcome Pathways (AOPs) sirven como base mecanistica para elegir y organizar los
métodos, relacionando efectos observados a nivel molecular o celular con efectos adversos relevantes para
la salud o el medio ambiente. En la prictica, esto significa que un IATA no es un Gnico ensayo, sino un
proceso paso a paso: se define primero el problema y la pregunta regulatoria, se revisa qué informacién
existe, se identifican las incertidumbres importantes y solo entonces se decide si hay que generar datos
nuevos, priorizando siempre las NAMs frente a estudios con animales (OECD, 2024b, 2020a, 2014b;
Tollefsen et al., 2014). La “Guidance Document on Integrated Approaches to Testing and Assessment
(IATA) for Serious Eye Damage and Eye Irritation, Third Edition” de la OECD es un ejemplo claro de
cdémo se aplica este enfoque a un tipo de peligro concreto, en este caso el dano y la irritacién ocular, en el
contexto de la clasificacién y el etiquetado segiin el Sistema Globalmente Armonizado (UN GHS)'. Esta
guia propone trabajar en tres grandes etapas: primero, recopilar de manera sistematica toda la informacién
disponible sobre la sustancia (propiedades, datos existentes, modelos 77 silico, resultados de ensayos in vitro,
datos de sustancias andlogas); segundo, evaluar la evidencia en conjunto mediante un enfoque de peso de
la evidencia, valorando la calidad, relevancia y coherencia de cada fuente; y tercero, solo si siguen existiendo
incertidumbres criticas, planificar nuevos ensayos, empezando por métodos alternativos validados (NAMs)
y dejando los estudios 77 vive como Gltima opcién. Cada tipo de informacién (un ensayo concreto, un
modelo QSAR, un estudio previo) se describe con su dmbito de aplicacién, sus limites y su rendimiento, lo
que ayuda a que las autoridades de distintos paises puedan aplicar el IATA de forma consistente y a que el
proceso resulte mds claro y trazable para otros profesionales (OECD, 2024c).

7 Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacién y Etiquetado de Productos Quimicos (SGA o GHS en inglés): es un estandar
internacional de la ONU que normaliza la identificacién de peligros (fisicos, salud, ambiente) mediante etiquetas y fichas de

seguridad uniformes. Su objetivo es mejorar la seguridad en el manejo, transporte y uso de productos quimicos a nivel mundial.
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Los estudios de caso de la OCDE son fundamentales para mostrar cémo funciona un IATA en
situaciones reales de evaluacion de riesgo. El “Report on Considerations from Case Studies on Integrated
Approaches for Testing and Assessment (IATA)” resume las lecciones aprendidas de numerosos casos
revisados, ¢ identifica puntos clave como la importancia de documentar bien el razonamiento, explicar
cémo se combinan las distintas lineas de evidencia y justificar por qué el nivel de incertidumbre
residual se considera aceptable (OECD, 2022). Entre estos ejemplos destaca el “Case Study on use of
an Integrated Approach to Testing and Assessment (IATA) and New Approach Methods to Inform a
Theoretical Read-Across for Dermal Exposure to Propylparaben from Cosmetics”, donde se integran
datos toxicoldgicos existentes sobre propilparabeno® y sustancias relacionadas, informacién sobre
absorcién cutdnea, ensayos 7 vitro y modelos de exposicidn y toxicocinética para respaldar un ejercicio
de read-across tedrico en el contexto de la exposicion a cosméticos (OECD, 2020b). Este caso ilustra
que, aplicando un IATA bien justificado y apoyado en las NAMs y en marcos mecanisticos como los
AQPs, es posible cubrir lagunas de informacién y tomar decisiones de seguridad sin necesidad de
realizar nuevos estudios en animales, en linea con el avance general de la evaluacién del riesgo hacia
enfoques mds integrados, cientificos y acordes con los principios de las 3Rs.

En definitiva, estas herramientas o enfoques integradores son fundamentales para la implementacién
préctica de las NAMs en contextos regulatorios, ya que su uso permite justificar cientificamente la sustitucién
de ensayos en animales por las NAMs manteniendo estdndares de proteccion de la salud puablica.

5.3. Nuevas Aproximaciones Metodolégicas y marco regulatorio

5.3.1. El papel de las NAMs en el marco regulatorio

En Europa, las NAMs se han convertido en un pilar emergente de la evaluacion regulatoria, impulsadas
tanto por la necesidad de mejorar la relevancia bioldgica de los ensayos como por el compromiso politico
y social de reducir la utilizacion de animales (principio de las 3Rs). En el apartado anterior hemos visto
que las NAMs abarcan desde ensayos in vitro avanzados, modelos computacionales (7 silico), modelos in
chemico, tecnologias émicas o por ejemplo estrategias de read-across y marcos integrados de evaluacion, y
su expansion refleja un cambio en la forma de entender el riesgo quimico, alimentario y farmacéutico. Este
movimiento estd alineado con la evolucién cientifica hacia evaluaciones mds mecanisticas, basadas en vias
como los Adverse Outcome Pathways (AOPs), que han demostrado ser un puente eficaz entre la evidencia
molecular y los efectos adversos regulatoriamente relevantes (Kleinstreuer et al., 2016).

Las agencias europeas han reconocido explicitamente este cambio. La ECHA promueve de forma
activa el uso de NAMs en el marco del Reglamento REACH, especialmente para evitar ensayos animales
innecesarios y estructurar decisiones basadas en enfoques integrados (ECHA, 2017, 2014; Schmeisser et
al., 2023). Por su parte, la EFSA, ha desarrollado gufas y documentos para incorporar Read-Across, AOPs e
IATA en la evaluacién del riesgo alimentario, subrayando la importancia de la transparencia y la trazabilidad
de la evidencia (EFSA Scientific Committee et al., 2025; Escher et al., 2022). Ademds, la EMA también ha
establecido marcos para tratar de facilitar la aceptacién regulatoria de métodos que no empleen el uso de
animales siempre que se demuestre su relevancia y fiabilidad (EMA, 2025; EMA, 2023; EMA, 2018, 2016).

8 El propilparabeno (o propil-4-hidroxibenzoato, CAS 94-13-3) es un conservante sintético utilizado en cosméticos, firmacos y
alimentos (E216) para prevenir hongos y bacterias. Se presenta como un polvo cristalino blanco, inodoro y soluble en alcohol. Estd

regulado en la UE con un médximo de 0.19% en cosméticos.
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Estas iniciativas reflejan un esfuerzo coordinado para armonizar la transicién hacia métodos mds modernos
y éticamente responsables, complementado por los informes y actividades desarrolladas por el Laboratorio de
Referencia de la Unién Europea para Alternativas a la Experimentacién con Animales (EURL-ECVAM) del
Centro Comiin de Investigacién (JRC) de la Comisién Europea, que documentan el avance y madurez de los
métodos alternativos (JRC, 2025). Ademds, este proceso ha adquirido una dimensién estratégica adicional
con la publicacién por parte de la Comisién Europea del ya mencionado “Roadmap Towards Phasing Out
Animal Testing for Chemical Safety Assessments”, que establece una estrategia estructurada y progresiva para
sustituir los ensayos con animales en la evaluacién de la seguridad quimica. En este sentido, todo el marco
normativo de la Unién Europea se verd necesariamente afectado y adaptado hacia una ciencia regulatoria
basada en NAMs y evidencias no animales.

5.3.2. Cosméticos

La legislacién europea de cosméticos constituye uno de los marcos regulatorios donde las NAMs han
adquirido mayor relevancia. Pionera en este dmbito, la legislacién europea de cosméticos introdujo con
el Reglamento (CE) 1223/2009 la prohibicién completa de la experimentacién animal para ingredientes
cosméticos y del uso de datos obtenidos mediante ensayos con animales para demostrar la seguridad de
productos comercializados en la Unién Europea. Esta prohibicién, implementada por fases y plenamente
aplicable desde el afo 2013, establecié un punto de inflexién que obligé a la industria y a la comunidad
cientifica a desarrollar alternativas fiables basadas en métodos in vitro, modelos computacionales (in silico) y
enfoques integrados (Hartung, 2008).

El impacto de esta prohibicién ha sido profundo, dado que los ingredientes cosméticos deben seguir
cumpliendo requisitos estrictos de seguridad, las NAMs se convirtieron en la principal via para generar
evidencia toxicoldgica. Esto incluye ensayos validados por EURL-ECVAM, como los métodos alternativos
para irritacion y corrosién cutdnea o para fototoxicidad, que fueron progresivamente adoptados por la
OCDE en forma de Test Guidelines, consolidando su aceptacién regulatoria (Adler et al., 2011; OECD,
2026). Asimismo, el desarrollo de baterias de métodos para sensibilizacién cutdnea basadas en la comprension
mecanistica de las vias moleculares (AOPs) ha permitido sustituir ensayos i% vivo, como por ejemplo el ensayo
LLNA”, en linea con las recomendaciones de la comunidad cientifica (OECD, 2021c, 2014a).

Ademds, la industria cosmética ha avanzado hacia sistemas de evaluacién de seguridad basados en
enfoques integrados de evaluacién IATA, modelos de exposicion refinados y andlisis de peso de evidencia
WoE (OECD, 2020b, 2019b). Estas estrategias buscan sustituir enfoques tradicionales por combinaciones
coherentes de NAMs. Podemos observar avances significativos para valorar efectos locales, mientras que, para
pardmetros complejos como toxicidad sistémica o toxicidad reproductiva, atiin no existen alternativas reales.
La literatura cientifica destaca que el progreso en estos campos depende de integrar modelos basados en la
fisiologfa, herramientas dmicas y enfoques cuantitativos de riesgo que permitan generar puntos de partida sin
recurrir a animales (Krewski et al., 2020).

De forma general, el sector cosmético europeo ha demostrado ser un motor de innovacién en NAMs
y NGRA precisamente porque la legislacién establece un mandato claro: la evidencia debe obtenerse sin
ensayos animales. Esta presion regulatoria ha favorecido el desarrollo, validacién y adopcién internacional

? LLNA: De sus siglas en inglés Local Lymph Node Assay (Ensayo del Nédulo Linfético Local), es un ensayo toxicolégico que se
realiza en ratones y que mide si una sustancia puede provocar alergia en la piel (sensibilizacién). Fue durante muchos afios el método
de referencia para regulaciones internacionales.
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de métodos alternativos y ha estimulado la estandarizacidn necesaria para su aceptacién global. Y aunque
persisten limitaciones para ciertos efectos toxicolégicos, la evolucién cientifica y regulatoria indica que las
NAMs seguirdn siendo la base de la evaluacion de seguridad de cosméticos en Europa y un referente para
otros sectores, que veremos a continuacion.

5.3.3. Industria quimica

En la industria quimica, las NAMs han adquirido un papel estratégico como respuesta a la creciente
demanda de evaluaciones de seguridad mds eficientes, éticas y predictivas. Bajo el marco regulatorio
europeo, especialmente bajo el Reglamento REACH (Reglamento CE 1907/2006), la generacién de
datos toxicoldgicos sigue siendo obligatoria para garantizar la proteccion de la salud humana y del medio
ambiente. Aunque el Reglamento REACH no establece una prohibicién explicita de ensayos con animales,
si incorpora el principio de que deben evitarse cuando existan alternativas adecuadas, lo que ha impulsado
el desarrollo y la integracién de NAMs en la prictica regulatoria (ECHA, 2017).

La industria quimica ha incorporado métodos alternativos a la experimentacién animal en varios
niveles del proceso de evaluacién, empezando por estrategias de data sharing, read-across y grouping, que
permiten inferir propiedades toxicoldgicas de sustancias basadas en andlogos estructurales o funcionales,
reduciendo la necesidad de ensayos adicionales. Este enfoque ha sido ampliamente desarrollado por
la ECHA, que ha publicado guias y marcos de evaluacién para apoyar su uso regulatorio y mejorar
la transparencia y reproducibilidad del método (Ball, 2016; ECHA, 2017). Estudios recientes han
demostrado que, cuando se aplican adecuadamente, las estrategias de read-across pueden ser tan predictivas
como ensayos in vivo, especialmente para endpoints como toxicidad sistémica repetida o toxicocinética
(Berggren et al., 2015).

Junto a estas estrategias basadas en datos existentes, la industria estd adoptando el uso de las
NAMs experimentales como ensayos in vitro validados, modelos in chemico y aproximaciones no
experimentales, incluidas lo modelos in silico basados en QSAR. Tal es el caso que, en el Anexo XI del
Reglamento REACH, se nombra explicitamente el uso de QSAR vilidos, si éstos cumplen los cinco
principios de validacién fijados por la OCDE (ver seccidn 5.2.2). Estos métodos forman parte de
enfoques integrados de evaluacidon IATA, recomendados por la OCDE para endpoints como irritacién
cutinea, mutagenicidad o sensibilizacion(OECD, 2026). De forma particular, el uso de modelos
mecanisticos apoyados en AOPs ha permitido que las NAMs sean interpretables y mds aceptables
para decisiones regulatorias, al conectar los resultados moleculares con respuestas adversas relevantes

(Villeneuve et al., 2014a, 2014b).

El interés por las NAMs también responde a las limitaciones de los métodos tradicionales. La industria
quimica produce sustancias con estructuras diversas y potenciales modos de accién complejos que no siempre
se representan bien en ensayos animales convencionales. Por ello, enfoques multianaliticos que integran datos
de biologia de sistemas, métodos émicos y modelos farmacocinéticos basados en la fisiologia (PBPK) estdn
siendo incorporados para estimar puntos de partida téxicos y mejorar la extrapolacién entre concentraciones
in vitro e in vivo (Krewski et al., 2020). Estos avances estdn alineados con los movimientos internacionales

haciala NGRA que vimos al inicio de este tema, una nueva evaluacién de riesgos mds predictiva y mecanistica
(Krewski et al., 2020).

A pesar de que el uso de las NAM:s en el sector quimico es més reciente y menos consolidado que en el
sector cosmético, su papel es cada vez mds importante. La presién regulatoria para reducir ensayos animales,

76



Metodologia cientifica y nuevas perspectivas de la evaluacién de riesgos de sustancias quimicas en sanidad ambiental

junto con las necesidades de gestionar grandes volimenes de sustancias y acelerar la innovacién, ha hecho que
las NAMs se conviertan en herramientas clave para empresas que buscan evaluaciones mds rapidas, rentables
y basadas en mecanismos. Si bien todavia existen limitaciones para ciertos endpoints complejos (por ejemplo,
toxicidad reproductiva o neurotoxicidad del desarrollo), la evolucion regulatoria y cientifica apunta a una
progresiva ampliacién de su aceptacién y a un creciente papel de los enfoques integrados como base para
decisiones robustas y reproducibles.

5.3.4. Industria farmacéutica

En la industria farmacéutica, las NAMs estdn transformando progresivamente el proceso de investigacion
y desarrollo (I+D), especialmente en las fases tempranas de descubrimiento y evaluacion de seguridad. A
diferencia de los sectores anteriores, la regulacion farmacéutica sigue requiriendo ensayos en animales para
la autorizacién de ensayos clinicos o el registro final de medicamentos. Sin embargo, la EMA y la FDA
(Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EEUU — US Food and Drug Administration) han
promovido de forma explicita la integracion de NAMs siempre que estas aporten informacién relevante
y cientificamente vilida (EMA, 2025a; Zushin et al., 2023). Tanto es asi que la Hoja de Ruta de la FDA
de abril de 2025 para reducir ensayos en animales promueve el uso de las NAMs (organoides, sistemas

microfisioldgicos, modelos PBPK in silico, etc.) destacando evaluaciones de riesgo humano “mds rdpidas y
precisas”(FDA, 2025).

En el caso de la industria farmacéutica, las NAMs desempenan un papel clave en la identificacion
temprana de riesgos y en la priorizacién de candidatos, reduciendo el nimero de compuestos que avanzan
a estudios animales o clinicos con perfiles desfavorables. Modelos iz vitro de mayor complejidad biol6gica,
como organoides, microfisiologia (“organ-on-chip”) y ensayos basados en células humanas primarias, han
permitido aproximar mejor la fisiologia humana y detectar toxicidades predictivas que a menudo no se
detectan en modelos animales tradicionales (Marx et al., 2020).Esto es especialmente relevante para toxicidades
idiosincrésicas (reacciones tdxicas inesperadas o poco comunes), cardiotoxicidad y hepatotoxicidad, donde las
limitaciones predictivas del animal han sido ampliamente documentadas.

Las herramientas o modelos in silico, incluyendo modelos de predicciéon basados en QSAR, redes
neuronales y modelos farmacocinéticos basados en la fisiologia (PBPK), también se han convertido en
componentes esenciales dentro de estrategias integradas de evaluacion de riesgo. Estas herramientas permiten
estimar exposiciones humanas, predecir interacciones metabdlicas y contextualizar datos iz vitro en escenarios
clinicos, reforzando la interpretacién de senales tempranas de toxicidad (Jones and Rowland-Yeo, 2013; Paini
et al., 2019; Zhuang and Lu, 2016).

Uno de los marcos mds influyentes para la aceptaciéon de las NAMs en el dmbito farmacéutico es el
concepto de MPS (Microphysiological Systems), que ha sido objeto de multiples iniciativas regulatorias
y consorcios internacionales. En este sentido, tanto la FDA como la EMA han participado en proyectos
colaborativos para evaluar su reproducibilidad, estandarizacién y aplicabilidad en decisiones regulatorias,
reconociendo su potencial para mejorar predicciones de eficacia y seguridad humanas (EMA, 2025a; Marx
et al., 2020).

A nivel regulatorio, aunque los ensayos in vivo siguen siendo obligatorios para el dossier de
autorizacion, la aceptacién de las NAMs como fuentes complementarias de evidencia estd aumentando
significativamente. Las guias recientes de la EMA destacan el uso de las NAMs para caracterizar mecanismos
de toxicidad, reducir la necesidad de estudios adicionales en animales o justificar decisiones basadas
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en peso de evidencia WoE en dreas como genotoxicidad, inmunotoxicidad y toxicidad reproductiva
(EMA, 2025a, 2025b). Del mismo modo, la FDA Modernization Act 2.0 (2022) abrié explicitamente
la puerta al uso de métodos no animales para estudios preclinicos, marcando un avance histérico hacia
la sustitucidn progresiva del animal cuando existan alternativas cientificamente robustas (FDA, 2025;
Zushin et al., 2023)

En conjunto, las NAMs estdn redefiniendo la manera en que la industria farmacéutica comprende
la seguridad y eficacia de nuevos compuestos. Y aunque ain no sustituyen totalmente los estudios
animales, su papel como herramientas predictivas, mecanisticas y human-relevant se estd consolidando
ripidamente. En este sentido, todo indica que las NAMs serdn un componente central del futuro de la
evaluacién farmacéutica.

5.3.5. Productos fitosanitarios y biocidas

La evaluacion de riesgos de productos fitosanitarios y biocidas en Europa se rige por los Reglamentos (CE)
1107/2009 y 528/2012, respectivamente, que establecen requisitos estrictos para garantizar la proteccién de
la salud humana, animal y ambiental. En este caso, gran parte de los datos de seguridad provienen de ensayos
con animales, incluyendo estudios de toxicidad aguda, crénica, reproductiva y ecotoxicoldgica. Y, aunque la
creciente presién ética y regulatoria, junto con la necesidad de optimizar recursos, ha promovido el inicio
de la integracién de las NAMs en estos sectores, rara vez sustituyen completamente los ensayos obligatorios
(ECHA, 2025; Stucki et al., 2022; Villeneuve et al., 2014a, 2014b).

Pese a todo esto, en el contexto de productos fitosanitarios, se estd haciendo un esfuerzo para intentar
cubrir con las NAMs las evaluaciones de neurotoxicidad, incluida la del desarrollo, mediante enfoques
integrados como baterfas de ensayo, como IATA y modelos basados en AOPs que permiten comprender la
relacién entre mecanismos moleculares y efectos adversos regulatoriamente relevantes. Asimismo, los modelos
in silico se utilizan para prediccién de toxicidad aguda y mutagenicidad de metabolitos e impurezas (OECD,
2026; Villeneuve et al., 2014a, 2014b). Estos métodos se utilizan principalmente para priorizar sustancias,
justificar read-across, o reducir el nimero de ensayos con animales necesarios en la evaluacion de riesgos,
complementando la evidencia tradicional sin comprometer la seguridad (Rovida et al., 2020). Aun cuando
los ensayos iz vivo se siguen considerando esenciales para la evaluacién de los principios activos, los NAMs
pueden proporcionar suficiente evidencia para la identificacion y evaluacién de los metabolitos relevantes
(EFSA 2016).

En el dmbito de los biocidas, la utilizacién de las NAMs también se ha incrementado, especialmente
para endpoints como irritacién cutdnea, corrosion ocular y sensibilizacion, que cuentan con métodos in vitro
validados por EURL-ECVAM y adoptados por la OCDE. La ECHA y la EFSA recomiendan la aplicacién de
estrategias integradas de evaluacion para reducir la dependencia de ensayos animales, y se estdn desarrollado

guias que describen cémo documentar y justificar la evidencia obtenida mediante las NAMs (Stucki et al.,
2022).

Sin embargo, el uso de las NAMs en productos fitosanitarios y biocidas presenta desafios especificos.
Algunos efectos crénicos, reproductivos o de toxicidad para el desarrollo todavia no pueden evaluarse
completamente sin modelos animales, lo que limita la sustitucién completa de los ensayos con éstos. Ademds,
la extrapolacion a organismos no humanos (fauna acudtica y terrestre) requiere enfoques complementarios,
incluyendo modelos ecotoxicoldgicos basados en fisiologia y bioquimica de especies clave (Krewski et al.,
2020). No obstante, la tendencia regulatoria y cientifica es clara: la combinacién de las NAMs con datos
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existentes, estrategias IATA y modelos AOPs permitiria mejorar la prediccion de las evaluaciones, reducir
la incertidumbre y minimizar la experimentacién animal en consonancia con la politica europea de las 3Rs.

En conjunto, las NAMs estdn consoliddndose como nuevas herramientas para la evaluacién de pesticidas
y biocidas. Si bien la rigidez legislativa en este campo hace que las NAMs todavia no reemplacen todos los
estudios tradicionales realizados con animales. A pesar de ello, su integracion en estos procesos regulatorios
permitiria priorizar riesgos, optimizar recursos, y avanzar hacia una evaluacién mds mecanistica y ética de los
efectos sobre la salud y el medio ambiente.

5.4. Aplicacion de las Nuevas Aproximaciones Metodolégicas

5.4.1. Proyectos internacionales que emplean las NAMs

En este epigrafe se van a abordar, brevemente, los proyectos europeos PARC, NAMWISE, SEURAT-1
y el Cluaster ASPIS (que engloba los proyectos ONTOX, PrecisionTox y RISK-HUNT3R), como iniciativas
clave en la transicién hacia evaluaciones de riesgos quimicos de nueva generacién (NGRA), que utilizan las
NAMs como base de su metodologfa. A continuacién, se describe el papel de cada uno en este dmbito:

PARC

El proyecto PARC (European Partnership for the Assessment of Risks from Chemicals) tiene como
objetivo impulsar la investigacién e innovacién en evaluacién de riesgos de sustancias quimicas, promover la
cooperacién europea y mejorar los procesos regulatorios mediante el uso de NAMs. Ademds, trata de facilitar
la transicién hacia evaluaciones de riesgos de préxima generacién (NGRA) que protejan la salud humana y el
medio ambiente, alinedndose con la ambicién de la UE de un entorno libre de téxicos. PARC, que se inicid
en el afo 2023 y estard activo hasta el ano 2029, colabora estrechamente con proyectos como ONTOX,
PrecisionTox y RISK-HUNT3R, y agrupa mdltiples subproyectos y establece redes de laboratorios para

avanzar en este enfoque. https://www.eu-parc.cu/
NAMWISE

NAMWISE (NAMs Within Integrated Safety & Efficacy evaluation of chemicals and pharmaceuticals)
es un proyecto financiado por Horizonte Europa iniciado en diciembre de 2024 y vigente hasta mayo de
2027. Su objetivo es facilitar la adopcién de NAMs en la evaluacion integrada de la seguridad y eficacia de
productos quimicos y farmacéuticos, promoviendo alternativas sin experimentacién animal. NAMWISE
involucra a reguladores, empresas e investigadores y trabaja en aspectos regulatorios, percepcion social,
comunicacién cientifica y mejora de la cooperacién tecnolégica en Europa. https://namwise.cu/

SEURAT-1

SEURAT-1 (Safety Evaluation Ultimately Replacing Animal Testing) fue la primera gran iniciativa
europea financiada por la UE para desarrollar alternativas a la experimentacién animal, especialmente para
la prediccién de toxicidad por dosis repetida. Lanzado en 2011, agrupé seis grandes subproyectos y un
proyecto de coordinacién, abordando toxicidad sistémica mediante modelos iz vitro, enfoques in silico, y
andlisis de datos integrados. Aunque inicialmente impulsado por la industria cosmética, sus resultados son
relevantes para sectores farmacéuticos, REACH y otros. Garantizé recursos y metodologfas para avanzar en
la toxicologia libre de animales y proporciond una base para proyectos posteriores como RISK-HUNT3R.
https://toxbank.net/about/seurat-1
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ASPIS Cluster

ASPIS Cluster (Animal-free Safety assessment of chemicals: Project cluster for Implementation of
novel Strategies) es un clister de investigacién financiado por Horizon 2020 cuyo objetivo es acelerar la
transicién hacia una evaluacién de riesgos quimicos libre de experimentacién animal. El cldster integra tres
grandes proyectos —ONTOX Project, PrecisionTox Project y RISK-HUNT3R Project— que desarrollan
metodologias innovadoras basadas en NAMs, combinando datos experimentales iz vitro, modelado
computacional y conocimiento mecanistico para mejorar la prediccién de la toxicidad y apoyar la toma de
decisiones regulatorias en la seguridad quimica. https://aspis-cluster.eu/

ONTOX

ONTOX (Ontology-driven and artificial intelligence-based repeated dose toxicity testing of
chemicals for next generation risk assessment) forma parte del clister ASPIS Cluster y estd financiado
por Horizon 2020 (2021-2026). Su objetivo es desarrollar un sistema de evaluacién de toxicidad de
dosis repetidas basado en ontologias y modelos de inteligencia artificial. El proyecto integra datos
experimentales, conocimiento mecanistico y modelizacién computacional para identificar rutas bioldgicas
clave asociadas a efectos téxicos. Esto permite predecir resultados adversos mediante enfoques NAMs,
facilitando evaluaciones de riesgo més ripidas, human-relevant y sin uso de animales dentro de los marcos
regulatorios europeos. https://ontox-project.eu/

PrecisionTox

PrecisionTox (Precision Toxicology for Chemical Safety Assessment) también forma parte del claster
ASPIS Cluster y estd financiado por Horizon 2020 (2021-2026). Su objetivo es desarrollar un enfoque de
toxicologia de precisién basado en principios evolutivos para mejorar la prediccién de la toxicidad quimica.
El proyecto combina estudios comparativos en multiples especies, genémica funcional, modelos celulares y
andlisis computacional para identificar mecanismos conservados de toxicidad. Este enfoque permite extrapolar
resultados entre organismos y mejorar la prediccién de efectos en humanos, contribuyendo al desarrollo de
evaluaciones de riesgo mds robustas y libres de experimentacién animal mediante el uso integrado de NAMs.
https://precisiontox.org/

RISK-HUNT3R

RISK-HUNT?3R (RISK assessment of chemicals integrating Human centric Next generation Testing
strategies promoting the 3Rs) es parte del claster ASPIS y estd financiado por Horizon 2020 (2021-
2026). Su meta es establecer un marco modular para la evaluacién de riesgos de productos quimicos
libre de animales (NGRA) combinando escenarios de exposicién humana, pruebas in vitro y modelado
computacional. Estd disenado para ser plenamente human-relevante, escalable y capaz de cubrir tanto
toxicocinética como toxicodindmica gracias a la integracién de NAMs, involucrando a reguladores desde
el inicio. https://www.risk-hunt3r.eu/

Estos proyectos representan esfuerzos significativos para avanzar hacia evaluaciones de riesgos quimicos
més éticas y eficaces, utilizando metodologfas que eliminan la necesidad de pruebas con animales. Su
colaboracién y desarrollo continuo son esenciales para lograr una transicién exitosa hacia evaluaciones de
riesgos mds sostenibles y humanas.
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5.4.2. Ejemplos reales

En la literatura cientifica nos podemos encontrar con un nimero creciente de estudios que aplican NGRA
para evaluar los riesgos de diferentes tipos de sustancias quimicas. A continuacidn, se presentan tres ejemplos
concretos publicados por nuestro grupo que demuestran la versatilidad de estas aproximaciones conceptuales,
los dos primeros enmarcados en las lineas habituales del desarrollo actual NGRA.

El primero, estudio realizado por Fernandez-Agudo y Tarazona (2025), propone una evaluacion de riesgos
por exposicion combinada a piretroides en alimentos mediante NAMs, integrando modelos toxicocinéticos
y bioactividad in vitro. Este enfoque ha permitido refinar la evaluacién de seguridad sin recurrir a la
experimentacién animal intensiva, proporcionando mirgenes de exposicién (MoE) mucho mds realistas y
ajustados a la biologfa humana. Esta metodologia es ideal cuando se dispone de datos limitados de toxicidad
in vivo o cuando se busca una evaluacion de riesgos mds refinada para sustancias sin necesidad de recurrir al
uso de ensayos en animales (Fernandez-Agudo and Tarazona, 2025) .

El segundo realizado en colaboracién entre diferentes grupos del ISCIII estudia el efecto de nanopldsticos
sobre el tiroides. Parte de un estudio de transcriptomica, e integra mediante IATA otros parimetros de
toxicidad celular iz vitro, estableciendo los eventos iniciales de una AOP, y proponiendo curvas dosis respuesta
y puntos de partida para diferentes eventos basados en los niveles intracelulares de nanopldsticos (Iglesias-
Hernandez et al., 2025).

El tercero, estudio realizado por Ferndndez-Martin y Tarazona (2025), da un paso mds, y explora la
aplicacién de NGRA para evaluar los riesgos a poblaciones vulnerables debido a otros problemas de salud,
una propuesta innovadora de nuestro grupo de investigacién, por lo que le dedicaremos una atencién especial
(Ferndndez-Martin and Tarazona, 2025).

Evaluacidn de riesgos de nueva generacién (NGRA) para abordar la vulnerabilidad relacionada con
enfermedades: una prueba de concepto para el filtro solar octocrileno.

El estudio realizado por Ferndndez-Martin y Tarazona (2025) es un ejemplo real y préctico de la aplicacién
de la evaluacién de riesgos de nueva generacién (NGRA) y de las nuevas aproximaciones metodoldgicassin
uso de animales (NAMs). A través de un caso concreto, este trabajo muestra cémo estén evolucionando
las evaluaciones de riesgo para adaptarse mejor a la diversidad real de las personas. Tradicionalmente, la
seguridad de las sustancias quimicas presentes en productos de uso cotidiano, como los cosméticos, se ha
evaluado pensando en una persona “promedio” y sana. Sin embargo, en la vida real no todas las personas son
iguales y existen situaciones en las que algunas pueden ser més sensibles o vulnerables, por ejemplo, debido a
enfermedades, tratamientos médicos o alteraciones de la piel.

El estudio se centra en el octocrileno, un filtro ultravioleta ampliamente utilizado en protectores solares
y otros productos cosméticos. Este ingrediente ha sido evaluado previamente por las autoridades europeas y
se considera seguro para la poblacidon general cuando se utiliza segiin las condiciones normales de uso. No
obstante, los autores plantean una cuestién adicional relevante para la proteccién de la salud: ;qué ocurre en
personas con determinadas enfermedades, como pacientes oncoldgicos o personas con dermatitis atdpica,
que pueden necesitar un uso mds frecuente de estos productos o que pueden absorberlos de forma diferente?

Para abordar esta cuestidn, el trabajo aplica de forma practica el enfoque NGRA del que hemos hablado
en epigrafes anteriores, apoydndose también en las NAMs para recopilar y analizar informacion sin recurrir
a la experimentacion con animales. En concreto, se utilizan datos procedentes de estudios en personas
voluntarias, ensayos de laboratorio en células humanas que permiten analizar posibles efectos biol6gicos,
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y el andlisis integrado de informacién existente mediante bases de datos y modelos cientificos. En lugar de
limitarse a comprobar si se superan o no determinados limites de seguridad, este enfoque combina toda esta
informacién para entender mejor como se comporta la sustancia en el organismo y en qué situaciones pueden
aparecer riesgos adicionales. Este modo de evaluacién permite identificar posibles factores de vulnerabilidad
y anticipar problemas antes de que se produzcan, lo que resulta especialmente ttil en el caso de grupos de
poblacién con condiciones de salud especificas.

En el caso del octocrileno, los resultados muestran que, aunque no existen preocupaciones relevantes para
la mayoria de la poblacidn, si se detectan efectos bioldgicos que podrian ser importantes en determinadas
circunstancias. Por ejemplo, los estudios de laboratorio indican que esta sustancia puede influir en el
funcionamiento del higado y en procesos relacionados con las hormonas. En personas sanas, estos efectos
no suponen un problema, pero en pacientes oncolégicos podrian ser relevantes, ya que algunos tratamientos
médicos dependen del correcto metabolismo de los firmacos en el organismo.

Asimismo, el estudio analiza la situacién de las personas con dermatitis atdpica, una enfermedad en la
que la barrera natural de la piel estd danada. En estos casos, la piel puede permitir una mayor absorcién de las
sustancias aplicadas, lo que podria aumentar la cantidad que pasa a la dermis y al torrente sanguineo.

Es importante destacar que este trabajo no concluye que el octocrileno sea peligroso para estos grupos
de poblacién. Su valor principal reside en mostrar cémo la NGRA y las NAMs permiten detectar posibles
factores de riesgo y sefialar la necesidad de recomendaciones especificas, como un uso mds controlado del
producto, una mejor informacién a los profesionales sanitarios o la realizacion de estudios adicionales para
reducir la incertidumbre.

En conjunto, estos casos pricticos demuestran cémo las evaluaciones de riesgo de nueva generacion
contribuyen a una proteccién més ajustada a la realidad, teniendo en cuenta que las personas no reaccionan
todas de la misma manera. La aplicacién de la NGRA y de las NAMs permite avanzar hacia una evaluacion
mds preventiva, transparente y centrada en las personas, mejorando la toma de decisiones y la comunicacién
del riesgo en productos de uso cotidiano.
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6. Integracion de evaluaciones para la salud y la perspectiva “Una
Salud” (One Health)

6.1. ;Qué significa “Una Salud” (One Health)?

6.1.1. Introduccion al concepto de “Una Salud” (One Health)

El concepto de “Una Salud” (One Health) representa un enfoque integral que reconoce la
interdependencia entre la salud humana, la salud animal y la salud del medio ambiente. Este enfoque
sostiene que la salud de las personas no puede considerarse de manera aislada, ya que depende directamente
de la salud animal y de la salud del medio ambiente (Gibbs, 2014; Zinsstag et al., 2011).

Histéricamente, la medicina humana, la veterinaria y la gestién ambiental han operado de manera
separada, cada una con sus propios objetivos y metodologias. Sin embargo, la aparicién de enfermedades
zoondticas emergentes, la resistencia antimicrobiana, el impacto de las sustancias quimicas y los efectos
del cambio climdtico, han evidenciado que los problemas de salud son complejos e interaccionan entre
si requiriendo un enfoque colaborativo y multidisciplinario (Destoumieux-Garzdn et al., 2018; Yasobant
et al., 2024).

El enfoque “Una Salud” (One Health) busca comprender estas interacciones y promover acciones
coordinadas que permitan prevenir, detectar y controlar riesgos sanitarios de manera mds efectiva. Esto
significa que, para caracterizar adecuadamente los riesgos, no basta con evaluar por separado la exposicién
y los efectos en personas, animales o ecosistemas, sino que es necesario considerar como los impactos en
uno de estos grupos pueden generar riesgos y consecuencias para los otros.

En el marco de la evaluacién de riesgo de sustancias quimicas, una de las caracteristicas destacables de
la forma en la que se han enfocado tradicionalmente es esa falta de integracién que hemos mencionado
anteriormente. En general las evaluaciones, sobre todo en el marco normativo, se hacen de forma
independiente para cada sustancia/producto, incluso con caracterizaciones de riesgo separadas para cada
uso y cada receptor (salud humana, animal o medio ambiente), y, como mucho, se busca colaboracién
en aquellos aspectos comunes, como en algunas fases del andlisis de la exposicién, pero no se tiende a la
integracién de los resultados. En este libro, utilizaremos el concepto de “Una Salud” (One Health) como
marco integrador de las evaluaciones de riesgo quimico descritas en los capitulos anteriores, incluyendo
las aproximaciones de nueva generacién (NGRA) y las nuevas aproximaciones metodoldgicas sin uso
de animales (NAMs). De este modo, pasaremos de una visién centrada casi exclusivamente en el riesgo
directo para la salud humana a una aproximacién mds amplia, donde los efectos sobre el medio ambiente
y los ecosistemas se consideran parte de la misma realidad sanitaria (figura 12).
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Figura 12. Perspectivas futuras propuestas para la herramienta de evaluacién de riesgos One Health
(tomado de Yasobant et al., 2024).

6.1.2, Hacia una evaluacion integrada: mas alla de la exposicion compartida

Como hemos mencionado anteriormente, las evaluaciones para salud humana, salud animal y
medio ambiente se realizan de forma independiente sin una integracion de los resultados. Sin embargo,
cuando queremos utilizar la evaluacidn de riesgos para poder caracterizar los impactos sobre la salud y sus
consecuencias, es necesario realizar una integracién de todos estos aspectos, considerar no sélo los impactos
negativos sino también los positivos cuando existen, y considerar de forma conjunta los impactos sobre la
salud para identificar y evaluar las posibles consecuencias.

Las aproximaciones “Una Salud” (One Health), estudian la interrelacién entre salud humana, salud
animal y salud ambiental, ofreciendo una perspectiva ideal para esta integracién. En las evaluaciones de
riesgos tradicionales ya se contempla la interaccidn a través de la exposicion, por ejemplo, la exposicién
de personas y animales a contaminantes ambientales o de los consumidores a residuos de los productos
utilizados en plantas y animales de consumo. Pero para la integracion de los impactos, debemos incluir
un nivel adicional de relacidn, en el que los impactos sobre un grupo generan un riesgo e impactos
potenciales con consecuencias para la salud de los otros grupos, por ejemplo, las consecuencias para
la salud humana ligadas a la degradacion de los ecosistemas, afectando a la salud y bienestar de los
habitantes de la zona y visitantes ocasionales. La consideracion de estos impactos indirectos y de sus
consecuencias es compleja, por lo que para facilitar el proceso se deben proponer diversos marcos
conceptuales.
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6.2. La salud de los ecosistemas como nexo integrador

6.2.1. Los servicios de los ecosistemas como marco para la evaluacion del
riesgo quimico

Una vez establecida la necesidad de integracién, el reto es identificar el marco conceptual mas adecuado
para operacionalizarla en el contexto de la evaluacién del riesgo quimico. El que nos parece mds apropiado de
cara a conectar las evaluaciones de riesgo sanitarias y ambientales es el que considera los servicios que ofrecen
los ecosistemas. El concepto de “servicios de los ecosistemas” se desarroll6 inicialmente con el objetivo de
“monetizar”, es decir dar valor econémico a los beneficios que obtiene el ser humano de los ecosistemas.
Dentro de estos servicios se incluyen varios relacionados directa o indirectamente con la salud y el bienestar
(Herndndez-Blanco et al., 2022). La EFSA ha utilizado el marco conceptual de los servicios de los ecosistemas
en la formulacién de evaluaciones de riesgos ambientales de sustancias quimicas y otros agentes (EFSA
Scientific Committee, 2016), sentando las bases para evaluar los impactos ambientales de las sustancias
quimicas como impactos sobre los servicios de los ecosistemas.

En nuestra propuesta, sugerimos que en vez de para la monetizacién econémica, los impactos sobre
los servicios de los ecosistemas se utilicen en primer lugar para evaluar las conexiones entre salud humana,
animal y ambiental. En este sentido, los servicios de los ecosistemas representan una buena estrategia
para trasladar el concepto tradicional de las evaluaciones de riesgos ecoldgicos “evaluar los efectos sobre la
estructuray funcién de los ecosistemas”, en la evaluacion de los impactos sobre “la salud de los ecosistemas”.
Uno de los aspectos a considerar es que la practica totalidad de los ecosistemas sufren modificaciones
antropogénicas intencionadas, ligadas al uso que los seres humanos queremos hacer de esa zona y de sus
recursos. Las modificaciones intencionadas pueden estar limitadas si la utilizacion es para usos recreativos,
o suponer una transformacién total como en el caso de explotaciones agricolas donde los ecosistemas
son transformados en “agrobiosistemas” creando nuevas comunidades y una transformacion total de la
biodiversidad. Estas modificaciones suponen una adaptacion/transformacién para maximizar los servicios
que los seres humanos obtenemos de esos ecosistemas o agrobiosistemas. Estos cambios intencionados
por uso/aprovechamiento adaptan las funciones de los ecosistemas y modifican la biodiversidad local,
algunas especies se adaptan, otras desaparecen, y se crean nuevos habitats que facilitan la migracién de
nuevas especies. Por ello, en las evaluaciones de riesgo de sustancias quimicas, debemos considerar el tipo
de ecosistema o agrobiosistema que recibird la exposicidn a las sustancias quimicas y para el que queremos
evaluar los posibles efectos.

6.2.2. Salud ecosistémica, zoonosis y vulnerabilidad

La adopcidn del concepto de salud de los ecosistemas tiene implicaciones directas sobre como definimos
los pardmetros utilizados para la evaluacién de riesgo y cémo interpretamos sus consecuencias para la salud
humana y animal. Si utilizamos una definicién de salud sensu stricto, como la de la RAE “Estado en que el ser
orgdnico ejerce normalmente todas sus funciones” ligada a la ausencia de enfermedad, podemos extenderla para
definir la salud de los ecosistemas/agrobiosistemas como el “Estado en el que un ecosistemalagrobiosistema ejerce
normalmente todos los servicios que requieren sus comunidades bioldgicas y los ligados a su usolaprovechamiento
por los seres humanos”. De esta forma, evaluaremos los riesgos ecoldgicos como la probabilidad y magnitud de
que se afecten los servicios de los ecosistemas, y estudiaremos las posibles consecuencias de estas alternaciones
sobre la salud humana y animal.
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Esta definicién conecta directamente con el concepto de vulnerabilidad: un ecosistema con pérdida
de salud ya sea por contaminacién quimica, cambio climdtico o ambos factores actuando sinérgicamente,
incrementa la exposicion y sensibilidad de las comunidades frente a mdltiples amenazas sanitarias. Por
ejemplo, uno de los servicios que se ve frecuentemente afectado tanto por contaminantes quimicos como por
cambio climdtico es la capacidad de controlar especies invasoras, cuya introduccién se facilita por el comercio
global. Estas especies pueden dar lugar a procesos de zoonosis, es decir, son especies que actian como vectores
de enfermedades, y de hecho podemos constatar en las Gltimas décadas la extensién de muchas enfermedades
infecciosas a zonas previamente libres como consecuencia de la propagacién de sus vectores. Las zoonosis,
por tanto, no son un fendmeno ajeno al riesgo quimico: la degradacién quimica del ecosistema puede ser
precisamente el factor que facilite su emergencia y expansién, lo que refuerza la necesidad de evaluaciones
integradas bajo el enfoque One Health.

Lavulnerabilidad, sin embargo, no es solo una caracteristica de los ecosistemas: como hemos visto en el apartado
5.4.2, también puede derivar de condiciones individuales de salud, como en el caso de pacientes oncoldgicos o
personas con dermatitis atopica expuestos a filtros solares como el octocrileno (Ferndndez-Martin and Tarazona,
2025); o de la exposicién combinada a contaminantes como los piretroides en alimentos (Fernandez-Agudo and
Tarazona, 2025). El enfoque One Helath integra ambas dimensiones de la vulnerabilidad, la ecosistémica y la
individual, ofreciendo un marco més completo para la evaluacién del riesgo quimico.

6.3. Marco metodolégico para la evaluacion de riesgos integrada

6.3.1. Adaptacion de la evaluacion de riesgo clasica al enfoque "Una Salud"
(One Health)

Definido el marco conceptual, es necesario trasladarlo a una metodologia operativa que permita su
aplicacién prdctica en las evaluaciones de riesgo de sustancias quimicas. Esta adaptacion implica ampliar
tanto la definicién de salud que se toma como referencia como las fases del proceso evaluador. Por ello, se
pueden utilizar definiciones de salud mds integradoras como la de la OMS “estado de completo bienestar
fisico, mental y social, y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades”. En este sentido, la definicion
de salud de los ecosistemas/agrobiosistemas que se ha propuesto en la seccion anterior sigue siendo vélida en
esta ocasion, pero debemos extender los servicios que pueden afectar potencialmente a la salud a la practica
totalidad de los servicios de los ecosistemas/agrobiosistemas, incluyendo las consecuencias indirectas sobre la
salud de pérdidas en el rendimiento econdmico que afecten el bienestar social de las personas, les dificulten
disponer de una alimentacién saludable, etc.

La adopci6n de esta definicién mds amplia requiere adaptar las fases cldsicas de la evaluacion de riesgo.
Asi, la identificacidn del peligro debe contemplar simultdneamente los efectos sobre organismos humanos,
animales y ecosistémicos. La caracterizacién de la exposicién debe tener en cuenta las rutas compartidas y las
transferencias entre compartimentos ambientales. Y la caracterizacién del riesgo debe integrar los impactos
directos e indirectos, considerando también los beneficios del uso de las sustancias quimicas cuando existan.

6.3.2. Integracion con el desarrollo sostenible: indicadores de salud

El enfoque One Health tiene un potencial que va mds alld de la integracién sanitaria. Su capacidad
para conectar impactos sobre distintos receptores y dominios lo convierte en un punto de partida natural
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para vincular la evaluacién de riesgos con los marcos de sostenibilidad, donde las dimensiones econémica,
social y ambiental han operado histéricamente de forma compartimentada. En este caso podemos integrar
las aproximaciones One Helth con las de desarrollo sostenible. En un trabajo recientemente publicado
(Anadén et al., 2025) hemos propuesto una alternativa innovadora para realizar esta integracion en el caso
de medicamentos y productos biocidas, donde los beneficios esperados del uso estdn también relacionados
con beneficios para la salud. Se propone desarrollar indicadores para los tres pilares de la sostenibilidad,
econdmico, social y ambiental, que sean indicadores de salud en vez de indicadores monetarios. Dentro
del pilar econémico se incluirfan los ligados a la sanidad animal y vegetal de las explotaciones agricolas
y ganaderas, el pilar social se basarfa en la salud y bienestar humano de acuerdo con la definicién de la
OMS asi como la salud y bienestar de los animales de compafia, y para el pilar ambiental se utilizarfan
los servicios de los ecosistemas/agrobiosistemas de acuerdo con la definicién de salud de los ecosistemas
propuesta anteriormente.

6.4. Ejemplo de aplicacion del enfoque “Una Salud” (One Health) en evaluaciones
de riesgo integradas

6.4.1. El diclofenaco y el colapso de los buitres en la India

Los principios desarrollados en los apartados anteriores encuentran su mejor ilustracién en casos reales
donde la evaluacién de riesgo integrada habria permitido anticipar consecuencias que un enfoque tradicional
no fue capaz de prever. El caso del diclofenaco en la India es probablemente el ejemplo mis citado en la
literatura One Health y uno de los mds elocuentes para mostrar la necesidad de integrar la salud animal,
ecosistémica y humana en una evaluacién comin. Este antiinflamatorio, ampliamente utilizado en ganado,
se acumuld en los caddveres de los animales tratados. Los buitres, al alimentarse de dichos caddveres, sufrieron
un fallo renal masivo que llevé al colapso de sus poblaciones en todo el subcontinente indio en apenas una
década (Green et al., 2004; Oaks et al., 2004; Shultz et al., 2004). La desaparicién de estos carrofieros, un
servicio ecosistémico de regulacién de primer orden provocé la acumulacién de cadéveres, el aumento de
poblaciones de ratas y perros asilvestrados y, con ello, un incremento significativo de casos de rabia y otras
enfermedades zoondticas en la poblacién humana (Frank et al., 2023). Este caso demuestra que la evaluacion
de riesgo de una sustancia quimica en el dmbito veterinario no puede realizarse de forma aislada: los impactos
sobre la fauna silvestre alteran servicios ecosistémicos que, a su vez, generan consecuencias directas sobre la
salud publica, siguiendo exactamente la 1gica de impactos en cascada que propone el enfoque One Health.

6.4.2. El cambio climatico como modificador global de riesgos

Si el caso del diclofenaco ilustra cémo un contaminante concreto puede desencadenar consecuencias
sistémicas, el cambio climdtico representa una amenaza de orden superior: un factor global que modifica
las condiciones de base en las que operan todos los demds riesgos quimicos y biolégicos, amplificando sus
efectos de forma dificilmente predecible desde enfoques tradicionales. El cambio climdtico actia como
un modificador global de riesgos, alterando la distribucién de vectores, la frecuencia de eventos extremos
y la dindmica de los ecosistemas, lo que puede amplificar los efectos de los contaminantes quimicos y
favorecer la aparicién o expansion de enfermedades infecciosas en nuevas dreas (IPCC, 2023). El aumento
de temperaturas, los cambios en patrones de precipitacién y la mayor frecuencia de sequias e inundaciones
modifican la idoneidad de hdbitats para mosquitos, garrapatas y otros vectores, desplazando su drea de
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distribucién hacia latitudes y altitudes previamente libres y facilitando la emergencia de enfermedades como
dengue, chikunguna o fiebre del Nilo Occidental en regiones donde antes no se registraban (Caminade et
al., 2019; Ryan et al., 2019; Thomson and Stanberry, 2022). Al mismo tiempo, estos cambios climdticos
pueden interactuar con la contaminacién quimica, afectando a procesos como la degradacién de sustancias,
la bioacumulacién o el estrés fisioldgico de organismos, y aumentando la vulnerabilidad de ecosistemas y
poblaciones humanas frente a exposiciones que, en otras condiciones, podrian haber sido tolerables (Noyes
et al., 2009). Esta interaccion entre riesgo quimico y cambio climdtico refuerza la necesidad de evaluaciones
integradas que no analicen los contaminantes de forma aislada, sino en el contexto de los factores ambientales
globales que modulan su peligrosidad real. En este sentido, las metodologias NGRA aplicadas en el apartado
5.4.2 representan herramientas que pueden incorporarse a este marco integrado para caracterizar con mayor
precision los riesgos sobre poblaciones y ecosistemas cuya vulnerabilidad ha sido previamente amplificada por
el cambio climético.
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7. Lineas de investigacion futura: la evaluacion de riesgos como base
cientifica para la cuantificacion de impactos en Salud Publica y Salud
Ambiental

7.1. La metodologia de evaluacion de riesgos quimicos como herramienta de
investigacion sanitaria

Las metodologias de evaluacién de riesgos de sustancias quimicas se proponen inicialmente en el marco
normativo y se han ido desarrollado fundamentalmente en este contexto. La idea es proporcionar una base
cientifica para facilitar la toma de decisiones, dentro del ciclo de anilisis de riesgos.

Cuando en Europa, Norte América y otras dreas geograficas se empieza a desarrollar conciencia social
sobre la necesidad de desarrollar instrumentos legales de control de las sustancias quimicas peligrosas; emerge
la necesidad de desarrollar metodologias para realizar estas evaluaciones. Se apuesta por metodologias de
base cientifica que permitan decidir sobre la autorizacién y o restriccién de determinadas sustancias y sus
usos; las evaluaciones de riesgos basadas en el paradigma desarrollado en el siglo XX, constituyen la mejor
opcién. Dentro de este proceso, se pierde el significado real de una evaluacién de riesgo: “identificacion de la
probabilidad y magnitud de que se origen efectos adversos”, simplificindolo en metodologias de “nivel uno”
en el que se compara un valor gufa con un nivel de exposicién.

El desarrollo de las metodologias de evaluacion de riesgos ha creado interés también en 4reas cientificas
no directamente relacionadas con el marco normativo, y se ha ido extendiendo la utilizacién de evaluaciones
de riesgo en estudios y publicaciones cientificas. Sin embargo, en muchos casos, los investigadores se limitan
a utilizar los valores de referencia propuestos por agencias reguladoras Europeas o Americanas, sin considerar
cual es la base cientifica de los mismos, olvidando en algunos casos que el valor final tiene una parametrizacién
y una serie de consideraciones ligadas a los niveles de aceptabilidad establecidos por cada legislacién y/o los
gestores.

De hecho, para la misma sustancia, e incluso en base a los mismos estudios, es frecuente encontrar valores
gufa diferentes en diferentes jurisdicciones e incluso en diferentes sectores dentro de la misma jurisdiccién.
Un ejemplo ilustrativo lo podemos encontrar en la evaluacién del valor guia para el cobre en la dieta por
parte de la EFSA. La EFSA proporciona soporte cientifico en relacién con diferentes normativas, y realizd
evaluaciones de riesgo relacionadas con el cobre como nutriente esencial, asi como con la presencia de
cobre en alimentos como residuo de sus usos como aditivo para alimentacion animal y como plaguicida
en productos fitosanitarios. La aplicacién de las metodologias para establecer valores guia de exposicién
por la dieta, desarrolladas para cada uno de los marcos normativos, proporcioné valores diferentes, y como
consecuencia, la EFSA tuvo que establecer primero un marco general para estas comparaciones (More et al.,
2021) y después una opinidn especifica integrando las diferentes metodologias para proponer un valor guia
general para el cobre en la dieta (EFSA Scientific Committee et al., 2023).

La aplicacién de estas metodologias de Nivel 1 fuera del marco normativo puede tener sentido en los
procesos iniciales de seleccién y priorizacién, pero requiere conocer en detalle la informacién utilizada para
fijar el valor guia, especificamente la metodologia, nivel de aceptabilidad, y pardmetros por defecto utilizados
en ese marco Normativo concreto.

Asumir que la exposicién a una sustancia quimica no va a tener impactos sobre la salud humana o de los
ecosistemas simplemente porque estd por debajo de los valores guia propuestos por un organismo concreto y
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bajo una normativa concreta refleja un desconocimiento profundo de la realidad; y el caso contrario, asumir
que si la exposicion supera el valor guia debemos esperar impactos en la salud, es todavia mis insostenible
cientificamente. Entrando en detalle en el primer caso, debemos considerar que el valor guia se establece en
base a la informacién toxicoldgica disponible, y por ello solo cubre aquellos efectos toxicoldgicos que se han
estudiado en dichos estudios. Puesto que la mayoria de las evaluaciones se basan en estudios estandarizados
con animales de laboratorio, algunos efectos muy relevantes para la salud, como los de inmunotoxicidad y en
muchos casos neurotoxicidad, son muy dificiles de observar en estos estudios, y por ello los valores gufa no
siempre son capaces de proteger frente a estos efectos. Un ejemplo carismdtico lo encontramos en la evaluacion
del riesgo de PFAS, donde tras evaluar varios estudios epidemioldgicos sobre fallos vacunales la EFSA
concluyé que los valores guias establecidos previamente en base a estudios en animales de experimentacion
eran insuficientes y recomendd nuevos valores significativamente menores (EFSA CONTAM Panel et al.,
2020). Otra posible situacién que debemos considerar es que, en algunos casos, el valor gufa estd basado
en una decision politica que no refleja la evaluacién toxicoldgica. Este es frecuentemente el caso cuando
los niveles de exposicién superan los valores guia toxicolégicos, pero no es viable reducir la exposicién por
debajo de estos niveles; esto ocurre con diferentes contaminantes ambientales en las grandes ciudades, o
cuando la reduccion tendria otras consecuencias adversas en otros dmbitos, como la presencia de mercurio y
otros contaminantes en el pescado. En estos casos el valor guia depende de una evaluacién coste/beneficio o
riesgo/beneficio, y admite exposiciones que pueden suponer un riesgo potencial para la salud, pero que no
puede reducirse mds sin entrar en costes considerados inaceptables o sin afectar a beneficios evidentes como
el consumo de pescado azul en la dieta. En el sentido contrario, la mayoria de los valores guia se basan en
procedimientos genéricos que se han definido para dar un elevado nivel de proteccién, y niveles que superen
los valores guia no necesariamente van a producir efectos sobre la salud; si los estudios existentes son capaces
de cubrir los efectos mds relevantes y no hay mecanismos especificos que aumenten la toxicidad para el ser
humano, los factores de extrapolacién entre e intra especies proporcionan un amplio margen entre el valor
guia recomendado y los niveles de exposicién para los que se tiene evidencia de efectos sobre la salud.

Estas reflexiones no significan que debamos desechar las evaluaciones normativas, sino que debemos
analizarlas en detalle y en vez de “copiar y pegar” el valor guia, evaluar su relevancia para nuestro estudio
concreto, justificar la eleccién y adaptarlo cuando sea necesario. En la seccidn 7.3 se propone una metodologia
de adaptacién de estos valores guia, adaptable tanto a los estudios prospectivos como a los retrospectivos. Las
agencias normativas y grupos de expertos que proponen valores guia, en general, actiian de forma transparente
y proporcionan detalles sobre la informacion disponible y justifican su evaluacién y propuestas. Para algunas
como la EFSA, la transparencia es esencial, y podemos encontrar en sus guias metodoldgicas informacion
detallada sobre la informacién y consideraciones en las que se basan cada uno de los escenarios y valores por
defecto propuestos; asi como detalles concretos en cada opinién sobre la evaluacion de las diferentes lineas
de evidencia utilizadas para establecer el valor guia recomendado. Por ejemplo, volviendo a la opinién de la
EFSA sobre PFAS, (EFSA CONTAM Panel et al., 2020); nos indica claramente que el valor guia propuesto
estd basado en la proteccién de efectos en el neurodesarrollo del feto en mujeres embarazadas, y proporciona
informacién detallada sobre el punto de partida seleccionado y los modelos toxicocinéticos empleados
para establecer el valor gufa. Por ello, lo primero que deberfamos hacer cuando queremos utilizar un valor
gufa preestablecido, es valorar si el escenario y efecto toxicoldgico seleccionado son relevantes para nuestro
estudio, y segundo examinar los pardmetros y valores por defecto y determinar si también son adecuados o
si debemos adaptarlos al dmbito y objetivo de nuestro estudio. En cuanto a los factores de extrapolacién o
incertidumbre, es decir el valor por el que se divide el PoD para establecer el valor guia, hay que considerar
que incluyen connotaciones de gestion, y no sélo la incertidumbre cientifica. Un ejemplo ilustrativo son los

90



Metodologia cientifica y nuevas perspectivas de la evaluacién de riesgos de sustancias quimicas en sanidad ambiental

factores utilizados para establecer valores guias para organismos acudticos. Cuando en los afos 1980-1990
se empezaron a desarrollar las metodologfas en diferentes jurisdicciones y sectores se utilizaron factores de
extrapolacion muy diferentes (Tarazona, 1997), y mds de un cuarto de siglo después podemos comprobar que
se mantienen las diferencias.

Por ello, para estudios cientificos fuera del marco normativo, recomendamos la utilizacién de metodologfas
de caracterizacién de riesgo basadas en “margenes de exposicion” (MoE — Margin of Exposure) o directamente
metodologias probabilisticas combinando toda la informacién disponible.

Los MoE se definen como el cociente entre el PoD selecionado y el nivel de exposicién estimado o
medido:

MoE = PoD/Nivel de Exposicién

Cuanto menor sea el MoE, mayor el nivel de riesgo. Podemos determinar los MoE para diferentes PoD y a
partir de estos valores interpretar los niveles de riesgo, al menos en términos relativos, y enfocarnos en los més
relevantes. Esta metodologfa nos permite también evaluar el riesgo combinado de la exposicion a diferentes
sustancias, siempre que utilicemos PoD toxicoldgicamente equivalentes para todas ellas. Se puede encontrar
un ejemplo para piretroides en Fernandez-Agudo and Tarazona (2025), donde se utilizan MoE para comparar
los niveles de riesgo obtenidos con los modelos tradicionales basados en estudios experimentales en animales
con los estimados a partir de ensayos iz vitro (Fernandez-Agudo and Tarazona, 2025).

Un aspecto importante en las caracterizaciones de riesgo normativas es que los valores guias dependen de
la informacién disponible, por lo que pueden cambiar en el tiempo cuando se producen reevaluaciones. La
caracterizacién de riesgos mediante MoE también se puede utilizar para comparar la evolucién temporal de
los niveles de riesgo cuando se van tomando medidas normativas. Por ejemplo, la EFSA ha modificado varias
veces los valores guia para el insecticida organofosforado clorpyrifos, y estas recomendaciones han supuesto
cambios en los niveles maximos de residuos en los alimentos. En el estudio Tarazona et al. (2022), se presenta
una serie temporal desde el afio 2012, analizando los riesgos estimados en funcién de los niveles de residuos
de este insecticida en alimentos medidos en el programa de monitoreo de la Unién Europea, cuantificando la
reduccién progresiva del riesgo para los consumidores desde el ano 2015 a través del incremento de los MoE
(Tarazona et al., 2022).

7.2. Evaluaciones retrospectivas basadas en el paradigma convencional.

La mayoria de los procesos de exposicion ambiental son complejos, por lo que las evaluaciones de riesgo
retrospectivas pueden constituir una herramienta fundamental, tanto en evaluaciones de Salud Pablica como
en las de Salud de los Ecosistemas.

Al igual que en las evaluaciones prospectivas, las evaluaciones pueden realizarse por niveles, partiendo de
un primer nivel basado en valores guias que en este caso se comparan con los niveles medidos en programas
de monitoreo humano o ambiental (Tarazona, 2023a).

Este tipo de estudios han sido tradicionalmente utilizados en evaluaciones de sanidad ambiental
incluyendo efectos para la salud humana a través de exposiciones ambientales. Se iniciaron en relacién con
el medio acudtico, estableciendo limites para agua potable, y posteriormente para comunidades ecolégicas
acudticas (Bro-Rasmussen F. et al., 1994). En este sentido, en la Unién Europea, las actividades mds relevantes
han sido en relacién con la Directiva Marco del Agua, dentro de la cual se han desarrollado los Ecological
Quality Standars (EQS), como valores guia de calidad toxicoldgica para organismos acudticos. La metodologia
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para establecer los EQS representa una adaptacién de la metodologia previamente desarrollada para las
evaluaciones de riesgo prospectivas de sustancias quimicas industriales (CSTEE, 2004; DG Environment,
2018). Posteriormente esta metodologia se extendi6 a otros compartimentos ambientales (Tarazona, 2023b)
y en particular al suelo, aunque en este caso las propuestas han sido a nivel nacional sin armonizarlas a nivel
europeo (Tarazona et al., 2005).

En relacién con la exposicién por inhalacién, los primeros desarrollados fueron para ambientes laborales,
dentro de la evaluacién de salud ocupacional, extendidos a ambientes exteriores en relacién con contaminantes
atmosféricos, asi como a ambientes interiores relevantes para la poblacién general.

Uno de los aspectos que ha recibido recientemente mds atencién ha sido el desarrollo de valores guia
para estudios de biomonitorizacién humana en matrices como orina o plasma, denominados “human
biomonitoring guidance values” (HBM-GV) (Govarts et al., 2023). Pueden basarse en estudios en seres
humanos cuando existe suficiente informacion, o en la extrapolacién de los valores guia propuestos en
las evaluaciones prospectivas, estimando la concentracién interna equivalente al valor gufa de exposicién
externa, mediante modelos toxicocinéticos (Santonen et al., 2023). La complejidad aumenta en el caso de
compuestos que se metabolizan significativamente, de forma que los marcadores, sobre todo en orina, son los
metabolitos generados, que en algunos casos son metabolitos comunes a diferentes compuestos del mismo
grupo quimico. Un ejemplo caracteristico lo podemos encontrar para los piretroides. Son un conjunto de
insecticidas/acaricidas con estructura quimica derivada de las piretrinas, insecticidas naturales extraidas de las
flores de diferentes especies de crisantemos. Se utilizan como plaguicidas agricolas, biocidas y medicamentos,
y se metabolizan en el higado generando algunos metabolitos comunes a varios piretroides, lo que ha
requerido desarrollar metodologias especificas para poder refinar las evaluaciones de riesgos de cada uno de
los piretroides por separado y de la exposicién conjunta (Tarazona et al., 2022) entre las que destacan las
evaluaciones probabilisticas combinando los estudios de monitorizacién en alimentos y en muestras humanas

(de Alba-Gonzalez et al., 2024).

7.3. Adaptacion de valores guia normativos basados en el paradigma
convencional.

Tanto en las evaluaciones prospectivas como en algunos estudios retrospectivos enfocados a asociar efectos
sobre la salud con niveles medidos en muestras ambientales o humanas, se utilizan como referencia valores
guia propuestos por organismos internacionales o agencias reguladoras de prestigio. Esta aproximacién es
muy l6gica, pero debe realizarse de forma adecuada entendiendo las bases cientificas que se utilizaron para
proponer el valor guia, asi como el marco normativo y su contexto. Para ello, proponemos el siguiente
proceso, esquematizado en la Figura 13.

El proceso se describe a continuacién utilizando ejemplos de estudios de efectos en salud humana, pero
que pueden adaptarse fécilmente a estudios sobre efectos en ecosistemas.

La diferencia fundamental estd en la extrapolacién entre especies. En el caso de los estudios sobre salud
humana, puesto que en la mayoria de los casos los estudios toxicol6gicos se han realizado en modelos animales,
necesitamos valorar y justificar las posibles diferencias fisiolégicas, es decir la extrapolacién de los modelos
animales al ser humano. En el caso de los estudios sobre efectos ambientales la extrapolacién es la opuesta,
tenemos informacién sobre unas pocas especies que debemos extrapolar al resto, y considerar ademds que
incluso para las especies que tenemos informacién, las condiciones de los estudios en el laboratorio son muy
diferentes a las condiciones que podemos esperar para la misma especie en el medio natural.
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Figura 13. Proceso para evaluar la relevancia de un valor guia para una sustancia quimica propuesto
por instituciones de evaluacién de riesgos (como las agencias europeas o americanas) en un estudio de salud
publica y ambiental.

1. Identificar el “Punto de Partida toxicolégico” (PoD). Este valor corresponde a la dosis o nivel
de exposicién seleccionado a partir de los estudios toxicoldgicos o epidemioldgicos utilizados para
la evaluacién. En general se trata de la dosis o nivel de exposicién mds alto para el que no se han
observado efectos adversos relevantes diferentes de los observados en los grupos control no expuestos.
Suele ser una NOAEL asociada a una LOAEL que indica el efecto observado, si bien cuando es
posible se recomienda utilizar una BMD y seleccionar el limite inferior del intervalo de confianza
para el valor de referencia seleccionado (BML ). En algunos casos se utiliza como punto de partida
dosis o niveles de exposicién que representan un nivel de efecto, por ejemplo, la LOAEL o un nivel de
exposicion asociado a un determinado percentil de efecto en un estudio epidemioldgico. Es relevante
mencionar que la EFSA utiliza en algunos casos el termino Reference Point para referirse al Punto de
Partida toxicoldgico, esto puede crear confusién ya que, en algunos procesos normativos, agencias de
EEUU como la EPA utilizan el término Reference Point como valor guia, es decir incorporando los
factores de extrapolacién. Muchas sustancias quimicas han sido evaluadas por diferentes organismos,
y es aconsejable en vez de seleccionar una institucién « priori considerar todas las evaluaciones y ver
similitudes y diferencias.

2. Evaluar la relevancia del “Punto de Partida toxicolégico” (PoD) para nuestro estudio. Una
vez identificado el punto de referencia, debemos extraer informacién sobre los efectos adversos
utilizados para establecerlo, y sobre el resto de efectos observados en los estudios utilizados por los
expertos y por ello cubiertos por el PoD. Con esta informacién, deberemos evaluar y justificar la
relevancia de estos efectos para nuestro estudio concreto. Para ello, debemos considerar si el PoD es
genérico, es decir, cubre cualquier tipo de efecto adverso observado, o si se centra en algin efecto
o mecanismo concreto, por ejemplo, en la carcinogenicidad, toxicidad aguda, etc. Si en nuestro
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estudio nos centramos en una serie de efectos adversos concretos, lo mds apropiado seria seleccionar
un PoD lo mis relacionado posible con los efectos que queremos estudiar. Por ejemplo, si analizamos
todos los estudios sobre efectos en la reproduccién, nos solemos encontrar con varias NOAELs para
reproduccién, unas genéricas y otras especificas para efectos sobre las hembras gestantes, la progenie,
el proceso de fecundacién, etc., y podemos seleccionar aquella o aquellas més relevantes para nuestro
estudio. Un aspecto relevante es que, si utilizamos un PoD genérico para un estudio sobre efectos
especificos, deberemos confirmar que los estudios que sustentan el PoD incluyen efectos relevantes
para nuestro estudio. Cuando en una evaluacién para salud humana optamos por seleccionar un
PoD mds especifico de estudios en animales, lo relevante es comprobar las similitudes y posibles
diferencias fisioldgicas y de respuesta entre el modelo animal experimental y el ser humano.

3. Actualizar la informacién sobre el PoD. Los procesos para desarrollar valores guia realizados por las

agencias e instituciones nacionales e internacionales son complejos y onerosos, por lo que los valores
guia no siempre se actualizan con la frecuencia necesaria. Por ello, nos podemos encontrar que la
revision de informacién disponible utilizada para seleccionar el PoD no estd actualizada. Cuando no
dispongamos de un PoD reciente es aconsejable realizar una revisién bibliografica para identificar
nuevos estudios relevantes, que deberemos incorporar a nuestra evaluacion.

4. Identificar los factores de extrapolacién utilizados. Los factores de extrapolacion conectan el PoD

con el valor guia, y cubren la variabilidad intra e interespecifica, correcciones en cuanto a tiempos
y condiciones de exposicién, asi como incertidumbres adicionales. El valor global se puede obtener
dividiendo el PoD por el Valor guia, pero es importante extraer informacién detallada sobre cada uno
de los factores utilizados para valorar si son relevantes para nuestro estudio. Parte de la complejidad
es que se utilizan diferentes terminologias para expresar estos factores, tales como factores de
extrapolacion, factores de incertidumbre, factores de seguridad, etc. Por ello, debemos centrarnos
en la descripcion para entender su relevancia. En muchos casos se utiliza un factor genérico de 10
para cubrir la variabilidad intraespecie y cuando el PoD se ha obtenido de estudios en animales
experimentales, otro factor de 10 para cubrir la variabilidad entre especies. Ademds, se pueden utilizar
otros factores dependiendo del tipo de estudio y calidad de los resultados de los que se ha extraido el
PoD, por ejemplo, para extrapolar un PoD de un estudio de toxicidad subcrénica a uno crénico, o
para cubrir resultados inciertos, extrapolar una LOAEL a la NOAEL, etc. En algunos casos hay que
incluir extrapolaciones ligadas a las condiciones de exposicién del estudio experimental, por ejemplo,
considerando la absorcidn para extrapolar un PoD sistémico entre diferentes rutas de exposicién o
para adecuar el tiempo de exposicion de los animales del estudio con el de la poblacién para la que se
quiere establecer el valor gufa, por ejemplo considerando una exposicion de 8 horas diarias durante
5 dias a la semana en el caso de valores guia ocupacionales.

5. Seleccionar y/o adaptar el valor guia utilizado y su representatividad para nuestro estudio. El
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Gltimo paso del proceso es decidir si el valor guia propuesto es adecuado para nuestro estudio o
si debemos adaptarlo. En el primer caso, deberemos justificar la idoneidad del valor, asi como la
interpretacion que debemos darle en el contexto de nuestro estudio. En general, los valores guia se
desarrollan como puntos de corte en un marco donde prevalece la proteccién, es decir cuando los
niveles de exposicion son inferiores al valor guia se considera que la probabilidad de que la exposicion
suponga efectos adversos para la salud en la poblacién general es pequena, y que cuando se superan
debemos refinar la evaluacién. Sin embargo, en algunos casos, se proponen valores guias bajo otros
contextos y condiciones; por ejemplo, para algunos contaminantes los niveles de exposicion reales
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superan los limites deseables, y los valores guia son puntos de referencia para priorizar y evaluar
actuaciones, y pueden estar asociados con unos niveles de efecto mayores de los deseados pero
inevitables por causas técnicas o econémicas, o compensados por evaluaciones beneficio/riesgo.
Cuando la evaluacién de la informacién indica la necesidad de adaptar el valor guia, modificando
el PoD, los valores de extrapolacién o ambos, deberemos incluir una justificacién referenciada y
clarificar la interpretacién especifica del valor guia propuesto dentro de nuestro estudio, siendo
recomendable presentar de forma grafica y detallada las similitudes y diferencias con los valores guias
propuestos por las instituciones que hemos valorado.

7.4. De la evaluacion de riesgos a la evaluacion de impactos sobre la salud.

Como hemoscomentado, lasevaluaciones de riesgos de sustancias quimicas son herramientas metodolégicas
versatiles, que pueden utilizarse y adaptarse a los objetivos de diferentes tipos de estudios relacionados con la
salud puablica y ambiental. Conviene tener siempre presente que son herramientas, no tienen una finalidad
en s{ mismas, y que como herramientas complejas tienen limitaciones y requieren adaptaciones cuando se
extraen del contexto inicial para el que se han desarrollado. Las evaluaciones de riesgo se pueden utilizar
directamente en estudios prospectivos para determinar la probabilidad de que determinadas actividades o
acciones generen un impacto negativo en la salud de los individuos expuestos; pero también pueden utilizarse
como herramienta en estudios retrospectivos para evaluar impactos de sustancias quimicas sobre la salud.
En la Figura 14 se esquematizan tres tipologfas bsicas de estudios retrospectivos sobre impactos en salud
relacionados con la exposicién a sustancias quimicas. Es importante senalar que algunos estudios se basan en
la combinacidn de varias tipologias.

Figura 14. Tipologias de estudios de investigacion en salud y sus caracteristicas.
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Como hemos indicado anteriormente, un estudio retrospectivo de evaluacién de riesgos se centra en
evaluar la posible asociacién entre los impactos observados en la salud y posibles origenes o fuentes de
exposicion a sustancias toxicas. Las sustancias quimicas relevantes son las asociadas con cada posible origen
o fuente, y asume la incertidumbre y existencia de diferentes alternativas, asignado a cada una de ellas una
funcién de probabilidad. Por contraposicién, un estudio de finalidad diagndstica persigue identificar con
el mayor nivel de certidumbre posible el agente etiolégico responsable de la sintomatologfa observada. En
principio ambos se centran en los efectos directos originados por la exposicion a sustancias quimicas, por
lo que para tener la perspectiva completa deben complementarse con evaluaciones paralelas de las posibles
consecuencias, o efectos secundarios, de esos impactos en la salud de los individuos.

En sanidad ambiental los niveles de exposicién a sustancias quimicas son en la mayoria de los casos
inferiores a los responsables de cuadros clinicos de intoxicacién especifica, y generalmente los impactos son
multifactoriales, magnificando la relevancia de considerar evaluaciones de riesgo en vez de estudios diagndsticos
y de evaluar las consecuencias y efectos indirectos. De hecho, en algunas ocasiones las manifestaciones més
evidentes pueden ser las de esos efectos indirectos. Por ejemplo, la exposicién a una sustancia inmunotéxica
puede favorecer la aparicién de enfermedades infecciosas. Si nos centramos en metodologias diagndsticas
descartaremos la intoxicacién y concluiremos que la sintomatologia se debe al agente infeccioso, mientras
que si incluimos metodologias complementarias podremos identificar que la infeccién es consecuencia de una
exposicion quimica.

La evaluacién de las posibles consecuencias es fundamental para poder tener una visién global de los
impactos sobre la salud. En este sentido, es importante evaluar las consecuencias ligadas a los efectos directos
ocasionados por la exposicién a la sustancia quimica, asi como las ligadas a los efectos indirectos, como la
del ejemplo anterior en el que la exposicién a una sustancia que afecta al sistema inmunitario disminuyendo
nuestra capacidad de defendernos frente a agentes infecciosos. Consideraremos efectos directos aquellos que
podemos observar en un estudio toxicoldgico experimental disenado para evaluar los efectos de la sustancia
ensayada sobre individuos sanos y bajo condiciones controladas y optimizadas para la especie utilizada. Estos
son los estudios que se han utilizado tradicionalmente en evaluaciones de riesgo de sustancias quimicas, y en
muchos casos cuentan con protocolos estandarizados por la OCDE u otras organizaciones.

Dentro del paradigma tradicional de evaluacién de riesgos, en la fase de evaluacién de efectos se distingue
la identificacién de la peligrosidad y la caracterizacién de la peligrosidad. El propésito de la identificacion
de la peligrosidad es describir los posibles efectos directos asociados a la exposicion a la sustancia, a partir de
los cuales podremos considerar tanto las consecuencias directas para la salud de estos efectos, como inferir
posibles consecuencias indirectas. En la caracterizacién de la peligrosidad consideraremos la relacién entre las
dosis o niveles de exposicion y los efectos observados, y podremos establecer los PoD para aquellos efectos
relevantes.

La evaluacién de las posibles consecuencias indirectas requiere entender los mecanismos asociados a los
efectos observados. Los estudios toxicoldgicos tradicionales en modelos animales son fundamentalmente de
tipo “observacional” y se han centrado en efectos sobre el individuo o su progenie que puedan definirse como
impactos adversos para la salud. Se han disefiado para identificar la peligrosidad de la sustancia quimica, y
discriminan entre grandes grupos, por ejemplo, carcinogénicos, reprotdxicos, hepatotdxicos, nefrotoxicos,
y en algunos casos permiten establecer diferencias, por ejemplo, entre carcinogénicos genotdxicos o no
genotdxicos, o en el caso de los reprotéxicos si el efecto es sobre la fecundidad, toxicidad materna, gestacién, o
sobre la progenie. Este tipo de evaluaciones permiten inferir algunas de las posibles consecuencias indirectas,
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pero unicamente a nivel general, ya que los efectos concretos observables y observados en los estudios
experimentales dependen de las condiciones del estudio y de la fisiologia de la especie modelo, y no siempre
son directamente extrapolables al ser humano u otras especies.

La extrapolacién de los efectos directos a los indirectos y sus consecuencias debe considerar las
circunstancias y entorno en el que se desarrollan los individuos expuestos. Las connotaciones son muy
diferentes dependiendo del tipo de estudio que vayamos a realizar, por lo que en las siguientes secciones
abordaremos las cuatro tipologias que consideramos mds relevantes:

* Analisis de consecuencias sobre la salud humana
* Andlisis de consecuencias sobre salud y sanidad animal
* Anilisis de efectos sobre los ecosistemas

* Andlisis integrado de salud ambiental desde la perspectiva One Health

7.5. Analisis de consecuencias sobre la salud humana.

La utilizacién de modelos animales requiere la evaluacién de las diferencias fisioldgicas entre la especie
modelo y el ser humano, lo que requiere informacién sobre los mecanismos asociados a la peligrosidad observa.
Incluso para los efectos directos, determinadas diferencias fisioldgicas son esenciales a la hora de interpretar
los resultados. Un ejemplo tipico lo encontramos en la evaluacién de la carcinogenicidad en modelos
experimentales con roedores. Por un lado, nos podemos encontrar con mecanismos de carcinogenicidad en
roedores no relevantes para el ser humano, como los activadores del PPAR (peroxisome proliferator-activated
receptor alpha) que son mitogénicos hepdticos en roedores, incrementando la proliferacién hepatocelular y
con ello la incidencia de cdncer hepdticos, pero no en el ser humano y otras especies (Yamada et al., 2025). En
sentido opuesto, debemos considerar mecanismos relevantes para el ser humano pero que no existen o estén
compensados en el modelo animal utilizado. Para poder incluir este tipo de mecanismos se requieren modelos
de roedores “humanizados” o adaptados mediante ingenierfa genética (De Vleeschauwer et al., 2024), que
no estdn contemplados en los procedimientos estandarizados de evaluacién de riesgos de sustancias quimicas.

La aparicién de NAMs descrita en las secciones anteriores, y en particular de modelos in vitro derivados
de sistemas humanos, supone un salto cualitativo en nuestra capacidad de abordar las consecuencias de los
efectos indirectos sobre la salud. Disponemos de modelos cada vez mas complejos, como los organoides o
los microsistemas con flujo dindmico denominados “érganos en un chip” para poder entender las relaciones
a nivel molecular y subcelular de la interaccion de las sustancias quimicas con las estructuras bioldgicas, y
como se mencionaba en los capitulos anteriores, se estin desarrollando aproximaciones como las AOPs para
relacionar estas interacciones con efectos adversos sobre el individuo.

La mayoria de los esfuerzos actuales en NGRA se centran precisamente en como evaluar si estas
interacciones o eventos iniciales/intermedios desembocan o no en efectos que podemos considerar adversos.
La idea inicial es que si los efectos no progresan hacia un efecto adverso no son relevantes. Sin embargo, si
consideramos también los posibles efectos indirectos, este supuesto requiere nuevas consideraciones y una
reevaluacion de los mecanismos relacionados con la progresion de la adversidad.

Una de las lineas de investigacién de la Unidad de Evaluacién de Riesgos del Centro Nacional de Sanidad
Ambiental del Instituto de Salud Carlos I, se centra precisamente en la reevaluacién del paradigma de
evaluacién de riesgos y de la consideracion del concepto de “adversidad” en el marco de la Salud Publica.
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Como hemos comentado, los estudios toxicoldgicos en modelos animales utilizados en evaluaciones
de riesgo son fundamentalmente “observacionales”. Los protocolos estandarizados definen el tipo de
efectos que deben observarse en cada tipo de estudio, y la informacién que debe proporcionarse. En
los estudios de toxicidad sistémica, se incluyen efectos sobre pardmetros bioquimicos en sangre, peso y
tasa de crecimiento, sintomatologia clinica, alternaciones histopatoldgicas, etc. Cuando se analizan los
resultados del estudio, se valora cada uno de los efectos, su relacién con la exposicién a la sustancia, as
como su adversidad. Por ejemplo, una modificacion en parimetros bioquimicos genéricos en sangre,
cuando no estd asociada a ningtin otro efecto, suele considerarse como no adversa; mientras que cuando
se observa una progresion, es decir, cuando a dosis mayores se empiezan a ver sintomas relacionados con
esa modificacion de los pardmetros, se considera adversa. Por ello, el proceso requiere determinar si los
efectos observados se pueden considerar o no adversos, lo que establece la diferencia entre la NOEL/
LOEL, que se refieren a todos los efectos observados y asociados a la exposicién a la sustancia quimica,
frente a la NOAEL/LOAEL que se refieren especificamente a los efectos considerados adversos. En el
marco de las AOP, se utiliza este concepto de adversidad como elemento final del proceso, de forma
que el “Adverse Outcome” hacia el que progresan los eventos intermedios seria equivalente a los efectos
adversos observados en un estudio experimental en modelos animales. La interpretacion tradicional,
es que, aunque se activen los eventos intermedios, si no progresan hacia el resultado adverso no son
relevantes para la evaluacién de riesgo, ya que el evento intermedio como tal, no se considera adverso.
Esta aproximacién facilita la comparabilidad con las evaluaciones basadas en modelos animales, y puede
considerarse logica si nuestro interés se focaliza en las consecuencias directas de la intoxicacién por la
sustancia en evaluacién.

Sin embargo, cuando analizamos el proceso de progresién con detenimiento, debemos considerar dos
situaciones muy diferentes desde el punto de vista de las consecuencias sanitarias, tal como se recoge en la
Figura 15.

Figura 15. Descripcion esquemdtica de los procesos ligados a la progresion de efectos dentro de una AOP.
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El primer aspecto que debemos considerar es la interrelacién entre diferentes eventos, aun cuando no
estén linealmente conectados dentro de una AOP. De esta forma el que un efecto sobre un evento intermedio
progrese o no hacia la adversidad puede depender de la situacién de otros eventos intermedios. Incluso en
la evaluacion de una dnica sustancia quimica, debemos considerar la posibilidad de que se induzcan varios
mecanismos de toxicidad, y por ello la necesidad de considerar redes de AOPs conectadas; y la situacién se
complica mds si consideramos exposiciones a multiples sustancias quimicas o a sustancias quimicas junto con
otros agentes nocivos.

El segundo aspecto es diferenciar si el mecanismo por el cual el organismo evita la progresion hacia el
efecto adverso final es un mecanismo de recuperacién o de compensacion. Definiremos los mecanismos de
recuperacién como aquellos en los que el organismo es capaz de recuperar el control homeostdtico y volver
a la situacion previa a la de la exposicién que gener6 la induccién del evento intermedio. Por ejemplo,
si la exposicion supone la induccién temporal en la expresion de un gen, que revierte sin que lleguen a
modificarse los niveles de la proteina que codifica fuera de los rangos fisiolégicos normales. En cuanto a la
compensacion, se refiere a situaciones en las que se produce una modificacién de la condicién fisioldgica del
6rgano o del individuo, pero que se compensa gracias a adaptaciones fisiolégicas o estructurales, de forma
que finalmente se mantiene la funcién, pero el organismo no vuelve a la situacion anterior a la exposicién.
En estas circunstancias aun cuando no podemos concluir que la exposicion ha producido en efecto adverso
“senso stricto”, si que debemos reconocer que ha supuesto un incremento de la vulnerabilidad del individuo,
afectando a su capacidad para responder a exposiciones futuras o a otras etiologfas, con posibles consecuencias
relacionadas con su estado sanitario.

El primer aspecto supone una modificacion en la probabilidad de que el individuo desarrolle efectos
adversos directos, y definen grupos de poblacién especialmente vulnerables debido a limitaciones paralelas en
las capacidades de recuperacién ante inducciones de eventos intermedios. El segundo aspecto supone que la
exposicion a la sustancia quimica genere nuevas vulnerabilidades, como consecuencia de las modificaciones
necesarias para la compensacién de la induccién del evento intermedio para evitar su progresién. En ambos
casos debemos considerar “posibilidades” en vez de “certezas” ya que dependen de que confluyan diferentes
factores y la progresion hacia consecuencias medibles sobre la salud dependerd de muchos factores y situaciones
de cada individuo, por lo que necesitamos metodologias de evaluacion de riesgo mds avanzadas que permitan
consideraciones probabilisticas.

Por ello hemos propuesto el desarrollo de “Health Impact Pathways” como una extension de las redes
de AOPs (Pallarés Porcar et al., 2024). En nuestra propuesta, se ahaden dos niveles para considerar también
las consecuencias de efectos indirectos, uno de impacto sobre la salud de los individuos y otro para impactos
sobre la salud de las poblaciones con implicaciones en salud publica. La propuesta es incluir, en estos niveles,
elementos que puedan asociarse con indicadores de salud medibles, lo que permite establecer nexos con los
estudios epidemiolégicos. Ademds, los eventos intermedios no se presentan como lineas o redes de eventos
individualizadas, sino que se agrupan sobre la base de sus posibles consecuencias para la salud, de forma que
la progresién entre grupos de eventos pueda asociarse con un incremento en la probabilidad de que se afecten
indicadores medibles de salud.

La Figura 16 incluye un ejemplo para contaminantes atmosféricos. Se propone un evento genérico a nivel
molecular asociado a stress oxidativo y dos lineas de progresion paralelas, una que cubre los efectos directos
sobre las estructuras pulmonares y la otra que cubre las consecuencias asociadas a la respuesta inmune,
diferenciando las autoinmunes y las que suponen una reduccién de defensas incrementando la susceptibilidad
a enfermedades infecciosas.
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Figura 16. Esquema de HIP para contaminantes atmosféricos (adaptado de Pallarés-Porcar et al. 2024).

La idea es asociar cada uno de los bloques con una funcién probabilistica que represente el “incremento
esperado en la probabilidad de que la exposicion afecte de forma directa o indirecta a indicadores medibles
de salud” tales como la incidencia de mortalidad y enfermedades respiratorias, asi como las del conjunto de
indicadores de salud excluyendo los relacionados con accidentes. Para la implementacion, se puede comenzar
de forma conceptual, con estimaciones basadas en incrementos relativos entre bloques en funcién de la
modificacién fisiolégica que representan; pero lo mds destacable es que al extender el marco de las AOPs hasta
impactos con indicadores medibles, se puede utilizar la evidencia disponible y los estudios epidemioldgicos
que utilizan dichos indicadores para calibrar y validar las propuestas.

7.6. Anadlisis de consecuencias sobre la salud y sanidad animal.

Las mismas consideraciones y propuestas presentadas para incluir informacién sobre los mecanismos y
evaluacion de las consecuencias para salud humana son aplicables a otras especies, y por tanto integrables
desde el punto de vista de la salud animal. Conceptualmente nos interesa diferenciar especies domésticas
del resto de especies animales, y considerar que en algunos casos los estudios se centran en la salud de los
individuos, cuando cada individuo tiene gran valor social/sentimental (como es el caso de las mascotas),
econdmico (como es el caso de animales selectos y de competicidn), o ecoldgico (como es el caso de especies
en peligro de extincién); mientras que en otros casos nos interesa la salud colectiva de un grupo de animales.

Los modelos animales seleccionados para los estudios toxicolégicos tradicionales se utilizan también en
evaluaciones de riesgo de sustancias quimicas en dmbitos como los medicamentos veterinarios o los aditivos y
contaminantes en alimentos para animales. Tienen necesidades de extrapolacién y limitaciones semejantes a las
descritas para evaluaciones para la salud humana. En cuanto a la implementacién de alternativas mecanicistas
basadas en NAMs, las posibilidades y metodologfas son también semejantes, pero la mayor diferencia es en su
disponibilidad real, ya que la mayor parte de los desarrollos se centran en modelos humanos o relevantes para
la evaluacién de efectos en seres humanos con aproximaciones traslacionales. En principio las tecnologias son
aplicables a otras especies animales, pero las posibilidades de financiacién y por ello el nimero de desarrollos
es mucho mds limitado.

Un segundo aspecto de interés son las consideraciones no ya desde el punto de vista de la salud de los
animales sino desde la sanidad animal. Dentro de esta evaluacién tenemos dos consideraciones fundamentales
relevantes desde el punto de vista de la evaluacién de riesgos de sustancias quimicas. La primera se refiere al
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andlisis de las consecuencias de los riesgos evaluados, en este caso ademds de los efectos sobre la salud de los
animales expuestos, debemos considerar que esta situacién conlleva consecuencias adicionales, por ejemplo,
en el rendimiento productivo en el caso de las explotaciones ganaderas. Ademds, debemos considerar que
cuando los problemas afectan a una colectividad, cualquier compromiso de la situacién sanitaria a nivel
colectivo puede servir de desencadenante para otros procesos, siendo de especial relevancia los que suponen
un incremento en la susceptibilidad a enfermedades infecciosas incluyendo las zoonosis. Dada la dificultad
de evaluar los procesos de inmunotoxicidad en las evaluaciones tradicionales, la utilizacién de NAMs
puede proporcionar en el futuro herramientas muy relevantes. La segunda consideracién se relaciona con
las consecuencias de los medios utilizados para mantener la salud de los animales, y en relacion con esta
gufa, nos interesan particularmente los riesgos ligados con la utilizacién de medicamentos veterinarios y
productos biocidas, esenciales para mantener un nivel sanitario adecuado, pero que suponen un riesgo para
las personas que conviven con los animales o que utilizan sus productos. En las evaluaciones de riesgos
normativas se consideran estos aspectos, y para cada producto ademds de los riesgos para los animales en
los que se va a utilizar, se realizan evaluaciones paralelas de los riesgos para los aplicadores del producto, las
personas que conviven con los animales domésticos, y en el caso de los animales de abasto los consumidores
de los alimentos de origen animal. Sin embargo, estas evaluaciones se realizan producto por producto,
sin considerar que, a la hora de evaluar las posibles consecuencias, necesitamos agregar las exposiciones
a la misma sustancia con diferentes usos, agrupar las consecuencias de grupos de sustancias con perfiles
toxicoldgicos similares, y considerar los efectos combinados de la exposicion simultanea y/o sucesiva a
diferentes sustancias quimicas. En este sentido, si seleccionamos una sustancia de amplio uso en sanidad
animal como el piretroide deltametrina, nos encontramos con que en estos momentos hay autorizados en
Espana mas de 40 medicamentos veterinarios y mds de 20 productos biocidas que tienen este piretroide, a los
que debemos sumar mds de 40 productos fitosanitarios. Para cada uno de ellos se ha realizado una evaluacion
de riesgos, pero no para la exposicion agregada. En el siguiente paso, debemos agrupar al resto de piretroides,
un grupo de mds de treinta sustancias con estructuras quimicas relacionadas y mecanismos de toxicoldgicos
similares pero diferentes potencias. Y finalmente considerar la posible exposicién a otras sustancias quimicas
con mecanismos de toxicidad relacionados. Para ello necesitamos nuevos marcos conceptuales para evaluar
riesgos combinados, como el propuesto por Fernandez-Agudo y Tarazona (2025), que permite comparar
NGRA basadas en NAMs con las evaluaciones tradicionales (Fernandez-Agudo and Tarazona, 2025).

7.7. Andlisis de efectos sobre los ecosistemas

Dentro de las evaluaciones de riesgos ambientales, debemos distinguir las evaluaciones de riesgos para
la salud humana debidas a exposiciones a través del medio ambiente y las evaluaciones que se centran en
los efectos sobre los ecosistemas. El primer elemento diferencial, es que, en las primeras, como en todas las
evaluaciones de salud humana, el nivel de proteccién se centra en el individuo, mientras que en las de los
ecosistemas, en general el nivel de proteccién es sobre la “estructura y funcién” de los ecosistemas, por lo que
pueden aceptarse efectos sobre individuos si no afectan a la poblacidn, o incluso efectos en las poblaciones si
se recuperan sin afectar a las comunidades ni a las funciones/servicios de los ecosistemas.

Durante las dltimas décadas se han desarrollado metodologias para estas evaluaciones ecoldgicas con
diferentes niveles de complejidad (Tarazona and Ramos-Peralonso, 2024). En los niveles mds avanzados
y complejos contamos con sistemas experimentales que intentan medir directamente los efectos sobre las
poblaciones o determinadas funciones, como es el caso de los mesocosmos (Hanson and Solomon, 2024;
Van Den Brink et al., 2005) o de los estudios experimentales de (semi)campo. En este caso, contamos con
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indicadores directos de los efectos sobre poblaciones/comunidades y sobre algunas de las funciones mds
relevantes, pero la dificultad estriba en que los efectos estdn asociados a las caracteristicas del ecosistema
estudiado y las condiciones ambientales durante el estudio. Por lo que cuando utilizamos estos estudios para
intentar extrapolar las consecuencias a otros ecosistemas o situaciones, debemos considerar las similitudes y
diferencias entre los diferentes componentes de los ecosistemas y su funcién. Por ejemplo, en un ecosistema
acudtico Mediterrdneo con tendencia a la eutrofizacién, el zooplancton juega un papel fundamental para el
control de la proliferacién de algas, y un efecto sobre la comunidad de invertebrados, menor y rdpidamente
recuperable en otras condiciones, puede desencadenar un proceso de eutrofizacién irrecuperable en estas
condiciones (Lépez-Mancisidor et al., 2008).

En los niveles iniciales, mds sencillos y mds frecuentemente aplicados, se utilizan experimentos en
especies seleccionadas realizados en el laboratorio bajo condiciones controladas dptimas para la especie; y se
miden efectos sobre los individuos considerados relevantes a nivel poblacién, como mortalidad, crecimiento
y tasa de reproduccién; en los que se basa la evaluacién de efectos. Esta aproximacién requiere tres tipos
de extrapolaciones, entre especies, a poblaciones, y entre condiciones. La primera extrapolacion es entre
la sensibilidad de las especies en las que se han realizado los estudios y las especies que ven expuestas en
condiciones naturales, esta extrapolacién puede hacerse mediante factores estdndar de extrapolacién cuando
el nimero de especies ensayadas es limitado, o mediante modelos de distribucidn de la sensibilidad entre
especies cuando se dispone de un nimero suficiente de datos (Posthuma and de Zwart, 2024). La segunda
extrapolacion requiere transferir los efectos observados en los individuos a efectos sobre poblaciones, para lo
que podemos utilizar modelos de simplificados de dindmica de poblaciones (Tarazona et al., 2021) calibrados
con pardmetros extraidos de los estudios de laboratorio (Ukbamichael et al., 2025). La tercera extrapolacion
es la més relevante pero también la méds compleja, y requiere nuevos marcos conceptuales capaces de integrar
la evolucién espacial y temporal tanto en el anilisis de la exposicion como de los efectos y sus posibles
consecuencias (Tarazona et al., 2024).

La utilizacién de NAMs mecanicistas en modelos in vitro como alternativa a los modelos animales
supone en principio el tener que afadir un nuevo nivel de extrapolacién; sin embargo, en la prictica ofrece
la posibilidad de desarrollar un nuevo paradigma enfocado en los mecanismos, y su relevancia en diferentes
especies. Se parte del principio de que existe un amplio nivel de conservacién entre especies en cuanto a los
mecanismos que regulan la interaccién de las sustancias quimicas con los procesos biolégicos a nivel molecular,
por lo que los ensayos sobre los eventos moleculares e iniciales dentro de una AOP son extrapolables a gran
cantidad de especies. Sin embargo, el papel que desempena un mecanismo concreto en la biologia de cada
especie puede ser diferente, asi como sus consecuencias para la evolucién de la dindmica de la poblacién. La
propuesta para un nuevo paradigma se basa en considerar los mecanismos moleculares y eventos iniciales que
se ven afectados, y utilizar la informacién disponible sobre las diferentes especies para valorar aquellas especies
més vulnerables a alteraciones de estos mecanismos, y en un segundo nivel, utilizar la informacién sobre la
ecologia de las especies para considerar su relevancia ecoldgica y las posibles consecuencias sobre la estructura
de la comunidad ecoldgica y las funciones del ecosistema, de cara a identificar y priorizar los ecosistemas
y condiciones ambientales mds vulnerables. Esta aproximacion ademds de un nuevo paradigma requiere
metodologfas de extraccién y manejo masivo de informacion cualitativa, por lo que su implementacién puede
favorecerse mediante modelos de inteligencia artificial.
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Conclusiones

Desde mediados de los afios 1950s, las metodologias de evaluacién de riesgos de sustancias quimicas se
han ido desarrollando y perfeccionando, debido fundamentalmente a su utilizacién en el marco normativo.
De forma progresiva se han ido extendiendo a diferentes sectores, han dado un salto para cubrir riesgos
ambientales, y ampliado con el desarrollo de nuevos escenarios, modelos, y metodologias de alto nivel
incluyendo modelos probabilisticos y otros que permiten considerar la variabilidad espaciotemporal en
exposiciones y efectos.

Los desarrollos normativos se basan en avances cientificos, y las guias de evaluacion de riesgos tanto para la
salud como para el medio ambiente publicadas por diferentes agencias e instituciones, representan excelentes
ejemplos de cémo incorporar los desarrollos cientificos en procesos normativos ligados a la Salud Pablica
y Ambiental. Al mismo tiempo, todos estos desarrollos se han ido utilizado como base en evaluaciones no
normativas, y es muy frecuente ver como modelos y valores gufa normativos se utilizan en estudios cientificos.

Mis recientemente, con el desarrollo de nuevas aproximaciones toxicoldgicas, que facilitan la compresién
de los mecanismos que explican la interaccién de las sustancias quimicas con las estructuras bioldgicas, han
ido surgiendo aproximaciones “mecanicistas” y con ellas la necesidad de un nuevo paradigma. El desarrollo
cientifico, sobre todo en sanidad humana para desarrollar modelos mds relevantes que los animales de
experimentacion, va en paralelo con las consideraciones éticas para reducir y finalmente eliminar la necesidad
de utilizar animales de experimentacion para realizar estas evaluaciones. La combinacién de ambos elementos
ha supuesto el desarrollo de nuevos paradigmas y de una nueva generacién de metodologias para la evaluacion
de riesgo.

Un segundo grupo de nuevos desarrollos son los ligados a la integracién. Por su naturaleza intrinseca
los protocolos normativos se centran en apoyar tomas de decisiones concretas centradas en el nivel de riesgo
“aceptable” para la aprobacién de un determinado producto y sus condiciones de uso; mientras que, en los
estudios mds generales de salud publica y ambiental, nos interesan evaluaciones mds holisticas, que incluyan
también las consecuencias de los impactos directos e indirectos sobre la salud de las personas, los animales y
los ecosistemas.

Para ello, el primer punto es ampliar las herramientas de evaluacién de riesgos para poder evaluar los
riesgos del conjunto de sustancias a las que estamos expuestos, y el segundo es integrar los riesgos para
diferentes receptores, y utilizarlos para evaluar los impactos esperados y sus consecuencias para la salud,
integrando las evaluaciones con aproximaciones conceptuales de One Health y de desarrollo sostenible.

Ambos puntos estdn en plena expansion, ofreciendo metodologias que podemos incorporar en el disefio
de nuestros estudios y proyectos de investigacién en sanidad ambiental.
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