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IRRITACION OCULAR: MODELOS ALTERNATIVOS
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RESUMEN

El ojo puede ser dafiado accidentalmente por el uso de muchos productos de uso
rutinario. Para facilitar la seguridad de los consumidores es necesario estimar el
potencial de irritacion ocular de estas sustancias quimicas. Esta estimacion esta
basada en los resultados obtenidos en el ensayo de Draize llevado a cabo en
conejos. Sin embargo, avances en el desarrollo de la toxicologia in vitro han
permitido el uso de algunas aternativas para la evaluacion del riesgo ocular; por
lo que se presenta una revision acerca de los diferentes métodos alternativos
disponibles hasta el momento que permiten evaluar de una forma u otra los
efectos téxicos a nivel ocular.

DeCS: IRRITANTES/toxicidad; COSMETICOS/toxicidad; OJO/lesiones;
CONEJOS; EVALUACION DE MEDICAMENTOS; ANIMALES DE

LABORATORIO.

El hombre tiene conocimiento del
mundo fisico que le rodea mediante los
organos de los sentidos; dentro de ellos, €l
0jo ocupa un lugar preponderante por su
capacidad de capturar la energiavisibley
convertirla en neuro-sefiales que se
transmiten através del nervio dptico hacia
el cerebro donde se produce lavision.!

El ojo se encuentra constantemente
expuesto al ambiente, por lo que resulta
vulnerable al atague de cualquier agente
fisico o quimico que pudiera ocasionar
alteraciones, dafio o pérdidadelavisiénen
dependencia del grado de severidad que
cause. Por tales motivos resulta esencial
estimar 1o més rigurosamente posible €l
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potencial irritante de cualquier compuesto
gue pueda tener contacto con el ojo y sus
estructuras adyacentes.!

Un ensayo que permite evaluar 10s
eventos a este nivel y determinar la
irritacion ocular que producen las sustancias
guimicas, medicamentos y cosméticos fue
€l descrito por Draize en 1944. Desde su
introduccién este ensayo fue criticado
fuertemente tanto por razones éticas como
cientificas, lo que estimul 6 la blsgueda de
nuevas altenativas encaminadas aeliminar
las deficiencias encontradas a este, basadas
fundamentalmente en la reduccién del
nimero deanimaesadtilizar, € refinamiento
delametodologiay € remplazamiento por
métodos in vitro.?

Los modelos in vitro incluyen el uso
debiomarcadores, cultivo decélulas, rganos
y tgidos, mode osfarmacocinéticos, andlisis
deHPLC, asi como lacorrel acion estructura
-actividad, y sus puntos finales estan
basados en el examen de la morfologia
celular, la funcion fisiologica histica, 1a
respuestainflamatoriao inmunolégicay la
recuperacion o restablecimiento de los
tegjidos.®

Las alternativas in vitro poseen
ventgjas potenciales sobre los ensayos in
vivo debido asu simplicidad, rapidez y ala
cuantificacién delos puntosfinales, ademés
condicionan una reduccién en € nimero
de animalesy unadisminucién del dolor y
el estrés de estos.

EVENTOS ASOCIADOS
CON EL DANO OCULAR

El ojo puede ser dividido funcional-
mente en fotorreceptores (retina) que son
los encargados de conectar los ojos con €l
sistema nervioso central a través de los
nervios opticos; en estructuras Opticas
(cornea, iris, humor acuoso, lente, €l cuerpo
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ciliar y el cuerpo vitreo) cuya funcién se
basa en concentrar la luz visible sobre la
retina y en estructuras protectoras,
lubricantes y nutricionales. Todas estas
funciones oculares se encuentran en un
balance delicado, y cualquier lesion
traumética, quimicao fisicapuede afectarlas,
creando un desorden de la vision y en
dependencia de su alcance hasta pérdida
parcial o total de esta.

La irritacién del ojo inducida por
sustancias quimicasinvolucralaexposicion
directade organeloscomolacérnes, el iris
y la conjuntiva. Los efectos sobre estas
estructuras pueden ser detectados
facilmente mediante la observacién
conjunta.

Los eventos asociados con el dafio
ocular se clasifican teniendo en cuentalos
criteriosdeirritaciony corrosion:*

La irritacion ocular es un cambio
inflamatorio reversible que ocurreenla
superficieanterior del 0jo, seguidodela
exposicion directa a un material y
persiste durante 24 h.

La corrosién se considera un dafio
irreversibledel tejido ocular debidoala
exposicién de un material que provoca
destruccién de los tejidos gruesos del
0jo.

Los irritantes oculares producen
simultaneamente cambios en multiples
tejidos oculares del segmento anterior del
0jo. La severidad del dafio en cada uno se
relaciona con lafortaleza del irritantey la
recuperacién depende del grado y la
extension del dafio a nivel de la propia
cdula’

El grado de dafio causado por un
agente externo en lamucosaocular depende
del pH, la capacidad de unién a proteinas
epitelialesy delapenetracién deesteen la
cornea. Cuando un irritante penetra en el



0j 0 se activan |os mecanismos protectores
deeste, lasecrecién delagrimasaumentay
los vasos se dilatan en funcion de eliminar
o reducir lapresenciadetal compuesto. Si
lairritacidn es severa la dilatacion de los
vasos aumenta y el fluido vascular y las
proteinas filtran hacia la conjuntiva
causando edemay como consecuencia se
afecta el funcionamiento de los pérpados.
Las lesiones directas a nivel del iris se
caracterizan por un incremento de la
vascularidad, engrosamiento del estroma,
disminucién de la reaccion a la luz,
inflamacion acuosa y/o destruccién del
grosor del tejido.

ENSAYO DE DRAIZE )
PARA LA DETERMINACION
DE LA IRRITACION OCULAR

El ensayo para la prediccién de los
efectos tOxicos de los cosmeéticos,
medicamentosy sustancias quimicas sobre
las membranas mucosas y la piel fue
desarrollado por Draizey otrosen 1944.°

Este ensayo permiteevaluar los efectos
oculares que aparecen por la exposicién
aguda de los compuestos sobre la mucosa
ocular del conegjo, mediantelaobservacion
de las reacciones gque ocurren a nivel de
cornea, irisy conjuntiva, y de acuerdo con
el sistema de Draize para evaluar la
severidad de las lesiones oculares
producidas es posible clasificar los
compuestos en cuanto a su potencial
irritante. Losresultados de este ensayo han
sido usados durante afios para la
clasificacion de diferentes compuestos
y han constituido la base de la norma
No. 405 adoptada por la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo
Econémico (OCDE) en 1981y delanorma
ISO/DIC-10 993 No.10 adoptadaen 1992
para la conduccion de los ensayos de
toxicidad ocular.”®
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CRITICAS REALIZADAS
AL ENSAYO DE DRAIZE

El ensayo de Draize desde susinicios
ha sido fuertemente criticado por la
metodologia empleada, la naturaleza
subjetiva del ensayo, la relevancia del
modelo animal utilizado y por el dolor que
causa a los animales.® La subjetividad ha
sido demostrada en diversos estudios
interlaboratorios donde se han encontrado
diferencias significativas entre los
resultados.®®

Algunos cientificos opinan que la
estimacién se encuentra grandemente
influenciada por el nimero de animales
utilizados y la duracién del periodo de
observacion.*

Otros han tomado como argumento
fundamental lasdiferencias estructuralesy
fisiologicas que existen entre el ojo del
congjo y & humano. En este aparece una
membrana nictitante o tercer parpado que
puede remover o atrapar € irritante lo que
podria interferir en los resultados, su
mecanismo lagrimal es menos efectivo
existiendo diferenciasen cuanto a gradoy
el tiempo de permanenciadel irritanteen el
0jo, y ademés difieren en cuanto a pH del
humor acuoso y el grosor medio de la
cornea.’?

El método de exposicién de la
sustancia de ensayo asi como el volumen
de aplicacion también han sido
cuestionados, debido ague no se asemejan
a lo que ocurre en e hombre cuando es
expuesto de forma accidental a cualquier
agente externo.*®

MODIFICACIONES
PROPUESTAS AL ENSAYO
DE DRAIZE

InicialmenteDraizeutilizé 9 animales,
sin embargo, laFHSA (Federal Hazardous



Substancies Act) recomienda € uso de 6
animalesparalaprueba.

Las normas de la OCDE recomiendan
unminimode3animaesy 1 animal adicional
siempre que se requiera’y su mas reciente
modificacion incluye €l uso de un solo
animal s se sospecha que e producto es
atamenteirritante.”

Otras modificaciones incluyen una
disminucion en el volumen del material de
ensayo, debido a que se encuentra por
encima del rango de cualquier exposicién
en humanos y resulta superior a la
capacidad del ojo del conejo que es
aproximadamente de 30 a50 pL.* Esto fue
comprobado en diversos estudios donde
se aplicaron volumenes menores al
reportado y se encontrd que la respuesta
delacdrneay laconjuntivafueron similar a
la observada cuando se aplico un volumen
de 0,1 mL. Otro cambio propuesto sugiere
€l previo tratamiento con anestésico para
diviar lairritaciony € dolor delosanimales,
asi como la realizacion de un lavado
posterior alaaplicacion.t®

METODOS ALTERNATIVOS
AL ENSAYO DE IRRITACION
OCULAR

Los métodos alternativos incluyen a
todos aquellos procedimientos que
pudieran remplazar los experimentos
realizados con animales, reducir €l nimero
de estos a utilizar en cada ensayo o refinar
lametodol ogiayaexistente en buscade una
disminucion del dolor y €l estrés, lo que se
corresponde con el principio de las “tres
erres’ .16 Muchos han sido los ensayos in
vitro descritos en la literatura que se
proponen como alternativa al ensayo de
irritacion ocular y son agrupados sobre la
base del punto final medido.'”
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Losestudiosque utilizan laevaluacion
morfol dgicao laobservacion quereflgjalos
cambios morfol égicosanivel celular estan
incluidos en el primer grupo de ensayos,
dentro de estos se encuentra €l ensayo del
ojo aislado del congjo el cual es selectivo
para irritantes severos. En este ensayo el
efecto toxico de las sustancias es estimado
por la aplicacion de estas sobre la cérnea.
L os efectos son medidos 4 h después del
tratamiento donde la presenciade opacidad
corneal, lamedicién del grosor delacérnea,
el dafio a nivel del epitelio corneal y la
penetracion delafluorersceinaa travésde
lacdrneaconstituyen los puntosfinalesdel
ensayo para la determinacion del efecto
téxico de los compuestos. Es un ensayo
gue no presenta dificultades técnicas, la
principal dificultad esta en la evaluacion
de los 4 par&metros medibles que a veces
resultacomplicada.’®

En el segundo grupo de estudios se
encuentran los ensayosdetoxicidad celular
y dicho término incluye no solo letalidad
celular sinotambién disfuncion celular. Esta
categoria puede ser dividida en 3
subgrupos: ensayos de adhesién y
proliferacion celular, ensayos deintegridad
de membrana y ensayos de metabolismo
celular. Numerosos ensayos utilizan la
proliferacion celular como indicador de
citotoxidad; el ensayo paraladeterminacion
de proteinastotalesen células 3T3 deratén
Balb c utiliza este pardmetro como punto
final, y mediante unareaccion colorimétrica
es posible establecer unacurvadosis-efecto
y asi determinar la concentracion del
irritante que causa el 50 % de una
disminucion de las proteinas totales.'®

Existe otro gran grupo de pruebas que
emplean |os efectos sobre laintegridad de
membranas para evaluar la citotoxicidad,
dentro de estas el ensayo de las celulas
rojas sanguineas. Existen ciertos
compuestos quimicos que pueden causar



dafios sobre la membrana plasmética y/o
desnaturalizacion de proteinas de
membranasy otras proteinas de diferentes
células. Estos parametros han sido usados
en combinacién para predecir lairritacion
ocular de los surfactantes principalmente.
Unavez obtenidalaconcentracion efectiva
media, 0 sea, la que causa el 50 % de
hemdlisisy el indice de desnaturalizacion,
se calcula el indice de irritacion mediante
una relacién entre ambas variables cuyo
valor secomparaen unatablaparaclasificar
las sustancias.?*

Varios aspectos del metabolismo
celular han sido investigados como base
para la evaluacion de la toxicidad, uno de
los més representativos 1o constituye €l
ensayo delaacumulacion del coloranterojo
neutro. Dicho ensayo utilizalascélulas3T3
deratén como indicio de citotoxicidad. La
cantidad de colorante absorbido es
directamente proporcional a ndmero de
célulasviables en €l cultivo. Se determina
la concentracién que provoca una
reduccion del 50 % en laretencion del rojo
neutro mediante curvas dosis-respuesta,
usadas como medida de citotoxicidad
debido a la capacidad que poseen los
compuestosirritantes de romper lascélulas
y provocar lasalidadel rojo neutro.??

Otro grupo de ensayos permiten definir
larespuestafisioldgicaanivel celulary de
tejido. El ensayo parala determinacion de
la conductividad eléctrica en muestra de
epidermis de ratas Wistar se encuentra
dentro de estos, el cual estd basado en
mediciones de la resistencia eléctrica a
muestras depiel previamente expuestasal
material deensayoy cuyo valor constituye
un indicador de la integridad del estrato
corneo de la piel, donde una vez que se
defineque el material de ensayo esirritante
en piel se asume que resulta severamente
irritanteen el 0jo.®
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Dentro de los ensayos que permiten
definir la respuesta fisiol 6gica también se
encuentrael método deladeterminacién de
la opacidad y permeabilidad en cérnea
bovina aislada. Este ensayo utiliza estas 2
variables como punto final para la
estimacion de las propiedades irritantes de
las sustancias. La opacidad es medida
mediante el cambio enlatransmision dela
luz que pasaatravés delacorneamediante
un opacitémetro, y la permeabilidad es
medida espectrofotométricamentea490 nm
sustituyendo el material de ensayo por
fluoresceina. 2

Otra amplia clasificacion de pruebas
enfoca el problema sobre la evaluacién de
larespuestainflamatoria. Existen estudios
gue utilizan la membrana corioal antoidea;
se asume que los efectos irritantes agudos
sobre los vasos pequefios y las proteinas
de membrana de este tipo de tejido son
similares alos efectos inducidos en el ojo
por €l mismo quimico. Enlamayoriadelos
protocolos desarrollados a partir del
protocolo inicial existen 3 puntos finales,
donde la presencia de lesiones vasculares
como hemorragia, lisis y coagulacién son
la base para utilizar esta técnica como un
indicador de dafios a nivel de membranas
mucosas. Este ensayo es aplicado a
materiales no irritantes, medianamente e
irritantes severos.

El tltimo grupo de ensayosinvolucran
larelacion reparacion/restablecimiento de
la estructura celular cuando ha sido
expuestaairritantes. Existen otros ensayos
gue no se encuentran dentro del esquema
de clasificacion propuesto que incluyen
sistemas computacionales basados en la
relacién estructura-actividad y pueden ser
considerados como alternativa fiel y
eficaces a ensayo de irritacién ocular: en
este grupo podemos citar el ensayo de



EYTEX. Este método permite evaluar la
irritacién ocular basado en lacapacidad que
poseen las proteinas de unirse aunamatriz
sintética provocando turbidez, la cual es
directamente proporcional alairritacionde
lamuestra.?®

Estos métodos alternativos presentan
grandes ventajas, ya que pueden ser
utilizados como métodos de screening, para
evaluar las potencialidades toxicas de
nuevas formulaciones, son métodos
sensibles donde las condiciones
experimentales pueden ser definidas,
controladas, reproducidasy estandarizadas
con gran rigurosidad, “ maés baratos’ y
éticos.”

CONCLUSIONES

Existe un gran nimero de barreras que
obstaculizan el desarrollo de estos ensayos,
ya que deben ser capaces de dar un nuevo
enfoque para la identificacion y la
evaluacion del riesgo, ademas resulta
necesario realizar la validacion de ellos
usando un amplio rango de compuestos y

laboratorios con vistas a que pudieran
ser aceptados en el contexto regulatorio,
la posibilidad de sustituir los métodos
tradicionales por métodos novedosos
hace que los cientificos acostumbrados
a los ensayos de rutina se muestren
escépticos, puesresultadificil cambiar los
hébitos y se admitan otros enfoques
experimentales para evaluar el potencial
toxico de una sustancia.

Debetenerseen cuentaquelairritacion
ocular es unaforma peculiar de toxicidad,
ya sea accidental o por exposicion aguda,
dondelos eventos que ocurren son dificiles
dereproducir experimentalmente, por lo que
resulta esencial seleccionar una bateria de
ensayos gue involucren todos los eventos
gue se producen in vivo para sustituir el
ensayo de Draize.

Hoy dia se han propuesto una amplia
gamade ensayos pararemplazar el método
invivo y € reto de los toxicologos en los
anos venideros es superar todaslasbarreras
en beneficio de la salud y seguridad
humana, donde los métodos alternativos
encontrarian entonces un lugar correcto en
latoxicologia.

SUMMARY

The eye may be accidentally damaged by many products of daily use. To
guarantee the consumers' safety it is necessary to estimate the eye irritation
potential of these chemical substances. This estimation is based on the results
obtained in the Draize rabbit eye irritation test. However, the advances attained
in the development of in vitro toxicology have allowed the use of some
alternatives to evaluate the ocular risk. Therefore, a review is made on the
different alternative methods available up to now that make possible the
evaluation in one way or another of the toxic effects at the ocular level.

Subject headings: IRRITANTS/toxicity; COSMETICS/toxicity; EY E/injuries;
RABBITS; DRUG EVALUATION; ANIMALS, LABORATORY.
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