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Resumen

Desde los afios 90 se han realizado varios estudios de validacion de alternativas in vitro
al ensayo de irritacion ocular. En la actualidad, se ha refinado el método para reducir el
sufrimiento de los animales, validando varias alternativas in vitro con fines reguladores para
identificar productos irritantes severos. AUn asi estos procedimientos tienen algunas
limitaciones. En esta comunicacion corta trataremos de realizar una actualizacion sobre los
métodos in vitro del ensayo de irritacion ocular y dentro de estos el mas utilizado en nuestros
dias el ensayo del ojo aislado. Para de esta forma propiciar un intercambio en cuanto a
estrategias en este tipo de evaluaciones entre los lectores de la revista.

Palabras clave: Efecto irritante ocular, prueba de Draize, métodos alternativos, ensayo del

0jo aislado.

Abstract

Exchange for strategies in the alternative methods to evaluate the potential of the
ocular irritating effect.

From the 90 years have been carried out several studies of alternative in vitro
validation to the ocular irritation assays. At the present time, has been refined the method to
reduce the animals suffering, validating several alternatives in vitro with regulators finals to
identify severe irritating products. These procedures have even this way some limitations. In
this short communication we will try to carry out a bring up to date on the in vitro methods of
the ocular irritation assays and inside these the more used in our days the isolated eye assay.
We utilized this way to propitiate an exchange as for strategies in this evaluations topic among
the journal readers.

Key words: Ocular irritating effect, Draize test, alternative methods, isolated eye assay.
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Desarrollo

Desde los afios 90 se han realizado varios estudios de validacion de alternativas in vitro
al ensayo de irritacion ocular. En la actualidad, se ha refinado el método para reducir el
sufrimiento de los animales, validando varias alternativas in vitro con fines reguladores para
identificar productos irritantes severos. AUn asi estos procedimientos tienen algunas
limitaciones, algunos autores plantean que si se obtiene un resultado positivo en uno de los
cuatro métodos validados no es necesario realizar mas ensayos con animales; de obtenerse
resultados negativos se debe realizar la prueba en animales obligatoriamente. Sobre todo los
autores de este articulo pretendemos llegar a un intercambio entre los lectores de la revista
que se interesen por este tipo de ensayos, que nos cuenten sus experiencias y sobre todo su
opinién sobre los métodos in vitro, si consideran que los existentes hasta el momento son
capaces de reemplazar a la prueba de Draize, asi como el peso o la estrategia que ellos le
atribuyen a cada un de estos ensayos a la hora de clasificar un producto como irritante ocular

O no.

Irritacion ocular (Prueba de Draize, principio de la técnica):*

- Aplicacion en el saco conjuntival del conejo de 0,1 mL o 0,1 g del producto a ensayar.

- Valoracion de las lesiones de coOrnea, iris y conjuntiva a las 4 horas, 24, 48, 72 horas.

- Célculo del indice de irritacion ocular y clasificacién del producto desde no irritante a muy

irritante. Ver Figura 1y 2.

Clasificacion del dafio ocular (profundidad de la lesién en mm): *
1. 0-15 No irritante.

2. 15-30 Ligeramente irritante.

3. 30-60 Moderadamente irritante.

4. 60-80 Irritante.

5. 80-110 Muy irritante.

Ver Figura 3y 4.

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003



[retel]

ravista de toxicologia en linea
Modos de actuar los productos quimicos provocando irritacién ocular:

- Lisis de la membrana.

- Los tensoactivos solubilizan la membrana lipidica.
- Los solventes organicos extraen lipidos.

- Coagulacion/Desnaturalizacion proteica.

- Acidos y algunos disolventes.

- Saponificacion.

- Alcalis (a menudo progresiva).

- Alquilacion, dafo oxidativo de macromoléculas.

- Materiales reactivos como lejias y peroxidos.

Alternativas al ensayo de irritacién ocular: 7

- Organos aislados: BCOP, IRE, ICE.

- Organotipicos: Het-Cam (membrana corionalantoidea de huevos de gallinas); Cam-TBS
(cantidad de trypan azul absorbido en la membrana corionalantoidea de huevos de gallinas).

- Modelos tejido humano reconstituido: Epiocular®, Epitelio corneal.

- Citotoxicidad: NRU (capacidad para inhibir la captacion de rojo neutro), NRR (liberacion de
colorante; exposicion 1-3 min; NRR50), Hemdlisis y desnaturalizacion de la hemoglobina.

- Alteracion funcion celular: filtracion de fluoresceina, microfisiometro.

- Otros: Eyetex®; IRRITECTION®.

- QSAR (paquete de software para predecir la toxicidad de compuestos).

Ojo aislado de conejo, valoracién: ®°

1. Opacidad cornea:

- Gravedad & Area

- Escala de existencia del dafo de 0-4 segin Hackett y McDonald en el afio 1991 que incluye
ligeramente irritante (1), moderadamente irritante (2), irritante (3) y muy irritante (4). %°

2. Medida del grosor de la cérnea (ultrasonic pachymeter):

- 5 puntos, Media grosor.
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3. Captacion de fluoresceina por la cérnea: ©

- Gravedad & Area.

- Escala de existencia del dafo 0-4 segun Hackett y McDonald en el afio 1991 que incluye
ligeramente irritante (1), moderadamente irritante (2), irritante (3) y muy irritante (4). &°

Ver Figura 5, 6, 7y 8.

Conclusiones

En cuanto a nuestra opinidon sobre el tema, hemos de destacar que ambos ensayos in vivo e in
vitro han ganado en nuestros dias un gran peso y veracidad cientifica, y que en materia de los
estudios in vitro ya validados en los cuales se consta con un amplia gama de posibilidades o
variantes para este ensayo, el investigador debe elegir el que va a utilizar segldn el uso del
producto a investigar, propiedades farmaco toxica del producto a evaluar segun sus
componentes, condiciones reales de equipamiento, personal calificado y preparado para
realizar el ensayo, asi como los objetivos y resultados que pretende obtener con la realizacion
de este estudio. Para lo cual de existir algun criterio le agradeceriamos que escribiera a

darencibia@finlay.edu.cu.
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Figura 1. Aplicacion de la sustancia a evaluar mediante la prueba de Draize.
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Figura 4. Lesiones cornéales asociadas a la irritacion ocular in vivo.
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Figura 5. Evaluacion de la opacidad de la cOornea.

Figura 6. Medida del grosor de la cérnea.

Figura 7. Media de la medida del grosor de la cérnea, fijacion de 5 puntos.

Figura 8. Captacion de fluoresceina por la cornea.
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