Rev. Toxicol. (2014) 31: 140-148

Los métodos alternativos en el estudio de la seguridad de cosméticos
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Resumen: El Reglamento 1223/2009 establece las normas que deben
cumplir todos los productos cosméticos comercializados en Europa,
con objeto de velar por el funcionamiento del mercado interior y
lograr un elevado nivel de proteccion de la salud humana
garantizando el uso de métodos alternativos que no impliquen la
utilizacion de animales. El Laboratorio Europeo de Referencia para
las Alternativas a la Experimentacion con Animales (EURL-EURL-
ECVAM) es el laboratorio de referencia en Europa encargado de
validar los métodos alternativos. Posteriormente pueden ser
homologados por la Organizacién de Cooperacion y Desarrollo
Econdémico (OCDE). Por otro lado, el Comité Cientifico de
Seguridad de los Consumidores (SCCS) asesora a la Comision sobre
todos los temas relacionados con la seguridad de los cosméticos. En
esta revision se detalla una relacion de métodos alternativos
necesarios para evaluar la seguridad de los ingredientes cosméticos
asi como los métodos usados y sus limitaciones.

Palabras Claves: métodos alternativos, in vitro, evaluacion de la
seguridad, cosméticos, Reglamento 1223/2009/UE

Abstract: Alternative methods in the study of the safety of
cosmetics. Regulation 1223/2009 apply to all cosmetic products
marketed in Europe in order to ensure the internal market and achieve
a high level of protection of human health by ensuring the use of
alternative methods not involving the use of animals. The European
Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing (EURL-
EURL-ECVAM) is the European reference laboratory responsible for
validating alternative methods. They can also be approved by the
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD).
In addition, the Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS)
advises the EU Commission on all issues related to cosmetic safety. In
this review, alternative methods needed to assess the safety of
cosmetic ingredients and the methods used and their limitations are
outlined.

Keywords: alternative methods, in vitro, safety assessment,
cosmetics, Regulation (EC) 1223/2009

Antecedentes

Segun el Reglamento europeo de Cosméticos, Reglamento
1223/2009, se define como producto cosmético a toda sustancia o
mezcla destinada a ser puesta en contacto con las partes superficiales
del cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y capilar, ufias, labios y
organos genitales externos) o con los dientes y las mucosas bucales,
con el fin exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, modificar
su aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir los
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olores corporales.

Dicho Reglamento, asi mismo establece que los productos
cosméticos deben ser seguros en las condiciones de utilizacion
normal o razonablemente previsibles. En especial, un razonamiento
basado en el balance entre riesgos y beneficios no debe servir como
justificaciéon de un riesgo para la salud humana. El Reglamento
establece las normas que deben cumplir todos los productos
cosméticos comercializados, con objeto de velar por el
funcionamiento del mercado interior y lograr un elevado nivel de
proteccion de la salud humana.

En este reglamento se establece que la Comisién Europea es
responsable de actualizar los anexos del reglamento en los que
aparecen recopilados todos aquellos productos que estan prohibidos
(anexo II), y los productos que tienen un especial riesgo como son
aquellos que estan permitidos pero con ciertas restricciones (anexo
I1I), los colorantes (anexo I'V), los conservantes (anexo V) y los filtros
solares (anexo VI).

También se establecen las competencias de los fabricantes al tener
que garantizar que los productos puestos en el mercado son seguros,
resaltando que la seguridad de los productos cosméticos, en Europa,
se basa en la evaluacion de la seguridad de cada uno de los
ingredientes que constituyen el cosmético.

Existe un Comité Cientifico de Seguridad de los Consumidores
(SCCS, Scientific Committee on Consumer Safety) que asesora a la
Comision sobre todos los temas relacionados con la seguridad de los
cosméticos y evalua aquellos ingredientes que aparecen en los
anexos.

Para proporcionar los datos sobre seguridad de los ingredientes de
una forma eficaz y para ayudar a la industria a realizar dichos ensayos
de toxicidad, el SCCS edita unas Notes of Guidance que se van
actualizando periddicamente y que se publican en la pagina web del
Comité. La tltima version de dichas notas es la octava que se publico
en2012[1].

En dicha notas se indican los ensayos toxicologicos que se deben
realizar para garantizar la seguridad de los ingredientes cosméticos.

En general la evaluacion de la seguridad de los ingredientes
cosméticos, que requiere el SCCS se basa en los principios de
evaluaciondel riesgo [2,3].

Prohibicion del uso de animales en los ensayos de seguridad de
cosméticos

La Comisién establecio el pasado 11 de marzo de 2009 como fecha
limite para la prohibicion de comercializar productos cosméticos
cuya formulaciéon final, ingredientes o combinaciones de
ingredientes hayan sido experimentados en animales, y en relacion

140



con la prohibicion de cada ensayo efectuado actualmente usando
animales [4].

No obstante, para los experimentos en materia de toxicidad por
administracion repetida, toxicidad para la funcién reproductora y
toxicocinética, el plazo limite se fijo el 11 de marzo de 2013.

Consciente del trabajo y las prioridades en este campo, la Comision
Europea y las autoridades competentes en este campo estan haciendo
un esfuerzo para validar cientificamente métodos alternativos para
poder llevar a cabo evaluaciéon de la seguridad rigurosas.

Ensayos toxicolégicos

La normativa Europea actual establece que es posible garantizar la
inocuidad de los productos cosméticos acabados sobre la base de los
conocimientos relativos a la seguridad de los ingredientes que
contienen.

Es posible garantizar la seguridad de los ingredientes empleados en
los productos cosméticos haciendo uso de métodos alternativos que
no impliquen la utilizacion de animales y que estén validados a nivel
comunitario por el Laboratorio Europeo de Referencia para las
Alternativas a la Experimentacion con Animales (EURL-EURL-
ECVAM) u homologados como cientificamente validos por este
organismo, con la consideracion debida al desarrollo de la validacion
en la Organizacion de Cooperacion y Desarrollo Econdmicos
(OCDE).

Dichos estudios aportan informacion sobre la irritacion y la corrosion
anivel dérmico y ocular, sensibilizacion dérmica, absorcion dérmica,
mutagenicidad y genotoxicidad entre otros. Los estudios de toxicidad
repetida aportan informacion de la toxicidad de los productos tras
aplicacion repetida y aportan el valor de NOAEL que sirve para
determinar el Margen de Seguridad de los ingredientes (Tabla 1).

Tabla 1. Relacion de ensayos toxicologicos necesarios para evaluar
la seguridad de ingredientes cosméticos

Condiciones Estudios de toxicologia

Toxicidad aguda

Irritacion y corrosion
Sensibilizacion dérmica
Absorcién dérmica

Toxicidad repetida
Mutagenicidad / genotoxicidad

Estudios Basicos

Carcinogenicidad
Toxicidad de la reproduccion
Toxicocinética

Absorcion dérmica elevada

Ingredientes afectados por la luz  Fototoxicidad

En aquellos casos que el producto presente una elevada absorcion
dérmica se solicita informacién de carcinogenicidad, toxicidad de la
reproduccion y toxicocinética. Por otro lado, cuando los productos
pueden ser afectados por la luz ultravioleta induciendo cambios que
pueden afectar a su toxicidad se requieren estudios de fototoxicidad.

La mayoria de ensayos realizados tradicionalmente con animales, si
bien la prohibicion del uso de animales obliga a que dichos estudios se
realicen, a partir de julio de 2013, in vitro.

En 2010, la Comisién Europea, publicé una extensa revision de los
métodos alternativos existentes, pese a que en algunos puntos ha
quedado algo obsoleta, ya que en estos ultimos afios se han realizado
varios avances en la validacion y aceptacion de nuevo métodos in
vitro.
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En febrero de 2013, el Laboratorio Europeo de Referencia para las
Alternativas a la Experimentacion con Animales (EURL-ECVAM) y
entidad Cooperacion Internacional sobre regulacion en Cosméticos
(ICCR) redactaron un documento sobre el estado de aceptacion de las
técnicas como métodos alternativos propuestas los métodos
alternativos

El EURL-EURL-ECVAM apoya el proceso de aceptacion
reglamentaria posterior a la validacion, tanto en la Union Europea
como en la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econémicos (OCDE) [5]. La cooperacién internacional en el
desarrollo de métodos alternativos de ensayo para los cosméticos
tiene lugar bajo ICATM - el Marco para la Cooperacion Internacional
sobre métodos de ensayo alternativos.

A continuacion, analizaremos los ensayos tradicionales con animales
y las alternativas actuales propuestas para suplir estos animales.

1.1. Toxicidad aguda

Los ensayos de toxicidad aguda describen los efectos adversos para la
salud después de una unica aplicacion del producto segun la via de
administracion; oral, dérmica o inhalatoria. Durante muchos afios se
llevd a cabo un ensayo que permitia la determinacion de la dosis que
provoca la muerte de la mitad de los animales expuestos (DL,))
descrito en las guias de trabajo de la OECD (OECD 401).

Debido al excesivo numero de animales que se utilizaban, este ensayo
se substituyo por otros tres procedimientos que utilizan menos
animales, con la idea de aplicar la R de Reduccion dentro del
concepto de 3Rs. Estos métodos son: el ensayo de la dosis fija(OECD
420), el ensayo clasico de clase toxicidad aguda (OECD 423) que
permite calcular un valor aproximado de dosis letal y el método up &
down (OECD 425) que asi mismo permite una estimacion del valor de
DL,

Cuando la administracion es por via inhalatoria la guia de la OECD
436 (Toxicidad aguda inhalatoria) establece la administracion
inhalada de la sustancia por etapas usando 3 animales de cada sexo
simultaneamente. Dependiendo de los resultados se tomara la
decision de aumentar/disminuir dosis o determinar el uso de uno o 2
sexos de los animales. La guia de la OECD 433 (Inhalacion aguda por
dosis fija) establece una unica dosis de aplicacion no letal
dependiendo si hay signos de toxicidad o mortalidad.

La determinacion de toxicidad aguda por piel segin la guia de la
OECD 434 era una de los ensayos mas empleados para evaluar
cosméticos, pero con la actual normativa queda totalmente prohibido
Suuso.

A fecha de hoy no existe un estudio in vitro alternativo para sustituir la
toxicidad aguda.

Sin embargo la EURL-ECVAM esta trabajando para buscar
alternativas a estos estudios. Actualmente el proyecto EU FP6
ACuteTox project Optimisation and pre-validation of an in vitro test
strategy for predicting human acute toxicity (EU contract no.LSHB-
CT-2004-512051) busca integrar en una tnica herramienta datos in
vitro ¢ in silico sobre cinéticas, metabolismo y toxicidad de los
organos para predecir la toxicidad aguda oral en humanos y
clasificarlos las sustancias en CLPy GHS Toxicity.

Por otro lado, en el monografico resultante de la reunion del comité
del grupo de quimicos, pesticidas y biotecnologia de la OECD, se
establecen las bases para el uso de la citotoxicidad como método para
estimar las dosis iniciales para los ensayos de toxicidad oral aguda

[6].
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1.2. Irritacion/corrosion

Los ensayos de irritacion/corrosion se realizan a nivel de la piel y
también de los ojos. En el caso de la corrosion dérmica y/o ocular se
refiere a las lesiones irreversibles que se producen a dicho nivel y la
irritacion se refiere a las lesiones reversibles. El método tradicional
para el estudio de la irritacion ocular y dérmica ha sido el método
conocido tradicionalmente como método de Draize que data de los
afios 40 (Draize y col. 1944). En este ensayo se administra el producto
en estudio en el ojo de conejos albinos y se observan las lesiones
provocadas a nivel de cdrnea, iris y conjuntiva después de un tiempo
de contacto del producto con el ojo. Se da una valoracion numérica
segun el grado de lesion en cornea, iris y conjuntiva. La lesion de la
cornea es la que se considera mas grave comparada con la conjuntiva.

De manera similar en el caso del ensayo de irritacion dérmica se
aplica el producto en la piel de conejos previamente rasurados y se da
una valoracion numérica segun el grado de lesion que se diferencia
entre eritema o enrojecimiento de la piel y la aparicion de edema.

Ambos procedimientos han sido ampliamente criticados por tratarse
de métodos muy subjetivos en los que la puntuacién otorgada
depende de la experiencia del experimentador, ademas de
considerarse las diferencias existentes entre el ojo y la piel del conejo
y del humano [7]. De hecho, ambos métodos han sido el principal
baluarte utilizado por los grupos antiviviseccionistas en contra de la
experimentacion animal para evaluar cosméticos (Figura 1).

El método original de Draize [8] ha tenido diferentes adaptaciones a
lo largo de los afios, incluso a nivel del protocolo de la OECD, se han
tenido consideraciones de reduccion y refinamiento. En estos casos
se considera previamente el pH de los productos y si este es inferior a
2 o superior a 11.5, no es necesario realizar el ensayo y el producto ya
se clasifica como corrosivo.

Se han desarrollado numerosos métodos para suplir los animales en
los ensayos de irritacion ocular y dérmica [9]. Si bien, los métodos
validados y aceptados son pocos en comparacion con los métodos
propuestos.

1.2.1. Alternativas a los ensayos de irritacion/corrosion ocular

Entre los ensayos propuestos para sustituir al ensayo de irritacion
ocular podemos destacar aquellos que han sido aceptados por la
OECD y aparecen en sus protocolos.

Como alternativas al ensayo de irritaciéon/corrosion ocular podemos
mencionar:

- Ensayo de Opacidad corneal en cornea aislada bovina (BCOP de las
siglas en inglés de Bovine Corena Opacity Permeability). Este
método aparece en los protocolos de la OECD 437 y se aceptd en
2009, sibien el protocolo ha sido reemplazado recientemente. Se basa
en la aplicacion de los productos sobre corneas bovinas aisladas y se
mide la opacidad de dicha cérnea tras el contacto con el producto en
estudio

- Ensayo del ojo aislado de pollo (ICE de las siglas en ingles de
Isolated Chicken Eye) (OECD 438). Dicho protocolo también se
aceptd en 2009 y se ha modificado en 2013. Se mide la opacidad
inducida en la cornea, asi como el engrosamiento de la misma.

- Método de pérdida de fluoresceina para identificar corrosivos e
irritantes severos. (OECD 460). Es un método in vitro que sirve para
identificar productos solubles en agua que sean corrosivos o irritantes
severos. Se utiliza un cultivo en monocapa de células MDCK que
separan dos camaras y se utiliza la fluoresceina como marcador.
Aquellos productos irritantes desestabilizan la capa de células y la
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fluoresceina pasa al otro lado de la camara.

Figura 1. Ejemplo clasico de propaganda en contra de la
experimentacion animal

Estos métodos tienen en comtin que sirven solo para diferenciar los
productos severamente irritantes de los no irritantes, pero no
discrimina aquellos irritantes o poco irritantes. Anivel practico tienen
poca aplicaciéon en cosmética, ya que el nimero de productos
corrosivos o severamente irritantes con aplicacion cosmética es muy
limitado.

Respecto a la irritacion ocular que se ha mencionado anteriormente,
se han desarrollado muchos otros métodos, de los que se han
realizado varias validaciones, si bien no han sido aceptados
formalmente, aunque en algunos casos existen borradores de
protocolos dela OECD.

Entre estos métodos podemos citar:

- Ensayo de ojo aislado de conejo (IRE de las siglas en ingles de
Isolated Rabbit Eye), similar al método aceptado.

- Ensayo de HET-CAM (Hen's Egg Test-Chorio Allantoic
Membrane). Este método utiliza la membrana corioalantoidea del
huevo de gallina. Las lesiones provocadas en la membrana se pueden
correlacionar con las lesiones en la conjuntiva y en la cérnea del ojo
[10]. Se utilizan huevos incubados de 9 dias, de los que se expone la
membrana corialantoidea y se aplica el producto. En este caso, se
pueden utilizar tanto productos liquidos, como polvos e incluso
formulaciones acabadas. Se valora la lesion de la membrana y se
pueden clasificar a los productos desde no irritantes a muy irritantes,
segun un sistema de gradacion de la lesion. A pesar de no estar
aceptado oficialmente, este método es muy utilizado por la industria
cosmética. A su bajo costo, se puede afiadir que es facil de realizar con
un cierto entrenamiento y no tiene las limitaciones de solubilidad que
presentan otros métodos. Se han realizado algunas adaptaciones del
método, como es la utilizacion del colorante azul de tripano para
cuantificar las lesiones ocasionadas en lamembrana[11].

- Ensayo de hemolisis como alternativa al test de Draize. Este ensayo
se desarrolld para la evaluacion del potencial efecto irritante de
tensioactivos [13,14]. Se hizo un intento de validacion por parte de




EURL-ECVAM si bien los resultados no fueron concluyentes por
falta de datos fiables in vivo. El método sigue siendo utilizado a nivel
de laboratorios cosméticos a nivel interno ya que resulta ttil para
evaluar tensioactivos o productos que los contengan.

- Modelo reconstruido de cornea humana (Reconstructed Human
Cornea-like Epithelium (RhCE) Test Method for Identifying
Chemicals Not 3 Requiring Classification and Labelling for Eye
Irritation or Serious Eye Damage), del cual existe un borrador,
reciente de julio de 2014, de protocolo a nivel de la OECD pendiente
de ser aprobado. El método se basa en la utilizacién del ensayo de
MTT para valorar el grado de irritacion ocular.

- Método del Cytosensor Microphysiometer® (CM) que esta
actualmente en borrador de la OECD. Este método se basa en un
ensayo de citotoxicidad utilizando de fibroblastos .929 cultivados en
monocapa sobre un sistema transwell y determinado los cambios de
pH mediante un sensor en el aparato. [15]. El principal problema que
plantea este método es que requiere de este aparato de produccion
limitada.
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Figura 2. Esquema del Cytosensor Microphysiometer® segun
aparece en el borrador del protocolo de la guia de la OECD y extraido
del manual del aparato.

No existe ningiin método alternativo que pueda sustituir de forma
unica al ensayo con animales, por ello se tiene que utilizar una bateria
de ensayos y una estrategia para descartar efectos irritantes. La
propuesta se basa en la aplicacion de un criterio de arriba-abajo o
abajo-arriba[16].

1.2.2 Alternativas a los ensayos de irritacion/corrosion dérmica

Existen diferentes métodos que han sido oficialmente validados y que
aparecen en los protocolos de la OECD:

- Método de la Resistencia Eléctrica Transcutanea (TER) para valorar
la corrosion de la piel (OECD 430). El método utiliza piel de rata y
mide el cambio en la resistencia eléctrica transcutanea provocada por
un producto corrosivo. Al utilizar piel de rata no tiene aplicacién en
cosmética debido a la prohibicion de utilizar animales de laboratorio.

- Método de Corrosion dérmica in vitro utilizando piel humana
reconstruida (OECD 431). Utiliza MTT para valorar la viabilidad
celular.

- Ensayo in vitro de irritacion dérmica con epidermis humana
reconstruida (OECD 439). Este protocolo permite utilizar diferentes
modelos de epidermis reconstruida como Episkin™, Epiderm™,
SkinEthic™, LabCyte EPI-MODEL24 SIT, asi como otros modelos
desarrollados similares y que se conocen coloquialmente como los
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métodos “me-too”. Se basan asi mismo en la cuantificacion de la
viabilidad o muerte celular mediante el método MTT. Se considera
irritante aquel producto que reduce la viabilidad celular en mas del
50%.

Para cada uno de los modelos es diferente el tiempo de incubacion, el
volumen de muestra a aplicar, etc.

Como en el caso de los ensayos de irritacion ocular, un tinico ensayo
no es suficiente para clasificar un producto y se necesita mas de un
ensayo [16].

En los ensayos que utilizan el MTT como método de valoracion de la
citotoxicidad, se tiene que tener en cuenta la posible interaccién con
productos coloreados, como es el caso de los tintes capilares. En este
sentido se hizo un informe por parte del Comité Cientifico de
Seguridad del Consumidor, expresando sus dudas sobre la utilidad de
estos métodos en estos casos [17].

1.3. Sensibilizacion dérmica

La sensibilizaciéon dérmica es una de las principales reacciones
adversas de los cosméticos y por ello es de gran importancia valorar el
riesgo para el consumidor.

Tradicionalmente, se han utilizado animales como el cobayo, si bien
se ha desarrollado un modelo en ratén que cumple con los principios
de reduccion y de refinamiento y que se ha venido utilizando para
ensayar ingredientes cosméticos, hasta la total prohibicién del uso de
animales. Este método es el conocido como el ensayo del nddulo
linfatico que fue desarrollado por Baskettery col. [ 18] y que se recoge
en el protocolo de la OECD (OECD 429). Este método permite
discriminar el potencial efecto sensibilizante de los productos,
existiendo una clasificacion de los mismos. El método utiliza
timidina marcada radioactivamente para medir la proliferacion de
linfocitos en los nodulos linfaticos de ratones a los que se administra.
Existen modificaciones del protocolo en los que no se utiliza
radioactividad. En uno de ellos se mide el contenido de ATP por
bioluminiscencia como indicador de la proliferacion de linfocitos
[19] y en otro protocolo ) la medida de la proliferacion se basa en la
cuantificacion de 5-bromo-2-deixiuridina como analogo de la
timidina que se determina por un técnica de ELISA[20]. Todos estos
métodos representan un alternativa de reduccion y de refinamiento
pero no son aplicables actualmente a los ensayos de seguridad de
ingredientes cosméticos en Europa, debido a la prohibicion del uso de
animales.

Se han desarrollado varias alternativas in vitro cuyos protocolos se
encuentra actualmente en fase de borrador en la guia OECD y se
aprobaran en los proximos meses. Uno de estos ensayos se conoce
como DPRA (Peptide Reactivity assay). El método se basa en que los
productos quimicos que provocan sensibilizacion son capaces de
reaccionar con proteinas que contienen residuos de lisina y de cisteina
[21,22].

Otro método es el denominado KeratinoSens™ o método ARE-Nrf2
luciferasa, Se basa en que los productos sensibilizantes son capaces
de producir una induccion de determinados genes que estan regulados
por una respuesta antioxidante [23,24].

Asimismo también se ha validado el método conocido como h-CLAT
(human cell line activation test) que se basa en el incremento de la
expresion de CD86 y/o CD54 por las células THP-1 en presencia de
una sustancia sensibilizante [25]. Estas células son una linea celular
de monocitos humanos procedentes de un paciente de leucemia
monocitica.
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1.4. Absorcion dérmica

Los estudios de absorcion dérmica se pueden realizar in vivo, pero en
los ultimos afios se viene realizando in vitro. El ensayo esta descrito
en el protocolo OECD428. Asi mismo el Comité Cientifico de
Seguridad al Consumidor public6 unas recomendaciones de como se
tenian que realizar los ensayos para estudiar ingredientes cosméticos
[26].

El objetivo de los estudios de absorcion dérmica es obtener
informacion cuali y cuantitativa de la cantidad de producto que
puede pasar a la sangre en condiciones normales de uso. Estas
cantidades se tienen en cuenta para calcular el margen de seguridad de
un producto cosmético.

Este método utiliza piel humana o de cerdo, de la que se separa la
epidermis y se coloca en unas camaras especiales con dos
compartimentos uno donde se aplica el producto y el otro que es el
receptor de donde se toman muestras para analizar el contenido del
producto que ha atravesado la epidermis.

Se ha de controlar muy bien la integridad de la epidermis que se
utiliza, la temperatura de trabajo similar a la fisioldgica de la piel
(32£1°C), la solubilidad del producto en el liquido receptor, la
composicion del liquido receptor, la cantidad de producto que se
aplica sobre la piel, etc. La cuantificacion del producto absorbido se
puede realizar por HPLC o utilizando producto marcado
radioactivamente.

El comité cientifico de seguridad del consumidor considera una serie
de factores importantes para poder aceptar un estudio de absorcion
como bueno, entre ellos se requiere un minimo de 8 muestras
procedentes de 4 donantes y que se siga el procedimiento
adecuadamente.

1.5. Toxicidadrepetida

Los estudios de toxicidad a dosis repetida permiten evaluar los
efectos toxicos que ocurren como resultado de una exposicion diaria
repetida de una sustancia durante un periodo concreto de vida del
animal. Estos ensayos permiten conocer la toxicidad en dérganos
diana, curvas de dosis respuesta, respuesta toxica de metabolitos
secundarios formados en el organismo, respuestas tardias, efectos
acumulativos y diferencias entre las dosis que no causan efectos
adversos de las que causan dafio.

Existe una amplia lista de normativas aceptadas para su uso en
animales atendiendo a la via de administracion y a la cantidad de dias
de exposicion:

- Dosis repetida (28 dias) oral (OECD 407)

- Dosis repetida (28 dias) dérmica (OECD 410)

- Dosis repetida (28 dias) inhalada (OECD 412)

- Sub-cronica oral: dosis repetida (90 dias) en roedores (OECD 408)

- Sub-crénica oral: dosis repetida (90 dias) en no roedores (OECD
409)

- Sub-cronica dérmica: dosis repetida (90 dias) en roedores (OECD
411)

- Sub-cronica inhalatoria: dosis repetida (90 dias) en roedores(OECD
413)

- Toxicidad crénica (OECD 452)

Este tipo de estudios aportan una informacion muy valiosa para la
evaluacion de riesgos asociados a productos quimicos industriales,
ingredientes cosméticos, biocidas, pesticidas y farmacos al aportar la

144 Rev. Toxicol. (2014) 31: 140-148

NOAEL (concentracién en la que no se observa efectos adversos),
parametro esencial para el calculo del Margen de Seguridad (MoS) o
el Margen de exposicion (MoE)

Actualmente no existe ningin método alternativo aceptado ni
validado cientificamente o generalmente aceptado para el reemplazo
del estudio in vivo. Sin embargo se esta realizando un esfuerzo
importante tal como se demuestra con el numero de proyectos
europeos actuales que buscan establecer un método alternativo
validado cientificamente

- EU FP6 Predictomics project: Short-term models assays for long-
term toxicity (EU contractno 504761). Este estudio trata de establecer
una estrategia alternativa para predecir toxicidad crénica en higado y
rifion evaluando conjuntamente datos obtenidos de cultivos celulares
avanzados, gendmica, proteomica y citomica para detectar lesiones
celulares tempranas.

- EU FP6 Marie Curie Actions Research Training Network PULMO-
NET: Pathogenesis of pulmonary disease (EU contract no MRTN-
CT-2004-512229). Este estudio trata de establecer una estrategia
alternativa para predecir toxicidad el sistema pulmonar.

- EU FP7 Predict-1V project.: Profiling the toxicity of new drugs: a
non animal-based approach integrating toxico-dynamics and
biokinetics (EU Contract no. 202222). Pretende establecer un
Sistema y una estrategia in vitro basado en la deteccion
biomarcadores neurotdxicos para predecir una toxicidad repetida
antes de realizar estudios in vivo.

- EU FP7 SEURAT-1: Towards the replacement of in vivo repeated
dose systemic toxicity testing

1.6. Toxicidad en lareproduccion

Estos estudios permiten describir una amplia variedad de efectos
adversos inducidos por una sustancia en cualquiera de las fases del
ciclo reproductivo de un mamifero. Esto incluye efectos en la
fertilidad, comportamiento sexual, implantaciéon embrionaria,
desarrollo fetal, adaptacion postnatal y la subsiguiente fase de
desarrollo hasta la madurez sexual. Asi el ensayo sobre la
reproduccion de la segunda generacion (OECD 416) y el ensayo de
teratogenia en roedores y no roedores (OECD 414) son los tinicos test
aceptados.

Segun la regulacion REACH todo producto manufacturado o
importado en cantidades superiores a 10 toneladas debe ser evaluado
bajo el ensayo de cribaje en el desarrollo/reproduccion (OECD 421) o
bien por el ensayo combinado de toxicidad a dosis repetidas y el de
criba en el desarrollo/reproduccion (OECD 422).

Dado que el campo experimental es muy amplio, no existe un unico
método alternativo sino una bateria de ensayos que cubre la toxicidad
durante la fase de desarrollo embrionario (embriotoxicidad). A pesar
de estar validados cientificamente, no pueden ser usados para
ensayos de cuantificacion de riesgo siendo solo aptos como métodos
preliminares para seleccionar aquellas moléculas potencialmente
embriotoxicas y susceptibles de ser evaluadas en estudios in vivo
[27].

Asi existen 3 métodos cientificamente validados por la EURL-
ECVAM:

- El ensayo con embriones enteros, WEC (DB-ALM Protocol 123):
El test se basa en el cultivo de embriones de rata durante el desarrollo
de los organos. La exposicion a la sustancia permite detectar
letalidad, retrasos en el desarrollo o anormalidades y inferencias en la
diferenciacion. Este test solo es valido para sustancias fuertemente




embriotoxicas.

- El ensayo de micromasas, MM (DB-ALM Protocol 122- The
Micromass Test - Method of Brown): El test se basa en el cultivo
primario de células neuronales y de los miembros de embriones de
rata. La suspension de células primarias son cultivadas in vitro. La
distribucion de su crecimiento, migracion y segregacion seguidos del
tratamiento con la sustancia permite evaluar un posible potencial
embriotoxico para las fases mediana y tardia del desarrollo en
mamifero.

- El ensayo de células madre embrionarias, EST (DB-ALM Protocol
113): El test se basa en la determinacion de la inhibicion de la
diferenciacion celular combinada con la diferente sensibilidad al
dafio citotdxico de tejido embrionario y adulto. Se emplean 2 lineas
establecidas, ES (D3) como tejido embrionario y fibroblastos (3T3)
como tejido adulto. La ausencia de la citoquina leukemia inhibiting
factor permite que la las células ES formen cuerpos embrioides (EBs)
y diferenciandose a tejido contractil. Estas células son mas sensible a
agentes toxicos que las células adultas, estableciendo una relacion
entre las IC,, de ambas lineas y la respuesta a la diferenciacion que
permite clasificar las moléculas en no-embriotdxica, moderadamente
embriotdxicay fuertemente embriotdxica.

En los tltimas décadas, el pez cebra esta cobrando importancia como
modelo experimental, incluso la OECD ha aceptado un ensayo
(OECD 236, FET) en laseccion de los efectos biodticos.

1.7. Mutagenicidad/ genotoxicidad

La Mutagenicidad hace referencia a cambios permanentes y
transmisibles en la cantidad y estructura del material genética de las
células. El término clastogenicidad se usa para denominar aquellas
sustancias que producen aberraciones estructurales de los
cromosomas; pérdida o reordenamiento de segmentos del
cromosoma. Mientras que el término aneugenicidad se emplea para
referirse a aquellas sustancias que afectan al nimero de cromosomas.
La genotoxicidad hace referencia al proceso por el cual se daiia el
DNA con la alteracion de la estructura, informacién o segregacion, no
necesariamente asociada a la Mutagenicidad.

El actual consenso de los grupos cientificos internacionales expertos
en el tema recomiendan incluir 3 parametros de genotoxicidad en las
pruebas de potencial mutagénico, 1) prueba de Mutagenicidad a nivel
génico, 2) otra a nivel de reordenamiento y/o rotura de los
cromosomas (clastogenicidad) y 3) una prueba de aberraciones
cromosdmicas (aneugenicidad).

El campo de la genotoxicidad es el area con un mayor niimero de
estudios alternativos validados.

1) Mutagenicidad:

- Ensayo de mutacidn inversa en bacterias (OECD 471, test de Ames):
La suspension bacteriana es expuesta a la sustancia a testar en
presencia y ausencia de un sistema exdgeno de activacidon
metabolica. Posteriormente la solucién se somete a una
preincubacion para posteriormente mezclarse con una capa de agar
antes de ser esparcida sobre placas con medio minimo. Tras 48-72h
las colonias revertientes son contadas y comparas con el nimero de
colonias revertientes del control de solvente.

- Ensayo de mutaciones en células de mamiferos, MCM (OECD 476):
Se emplean células mutantes deficientes en la proteina Hprt o en la
proteina XPRT. Una suspension celular es expuesta a la sustancia en
presencia y ausencia de un sistema exodgeno de activacidon
metabolica. Posteriormente son sub cultivadas y mantenidas durante
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7-9 dias para favorecer la expresion fenotipica mutante. Tras este
periodo, la frecuencia de mutacion se determina sembrando un
numero conocido de células en medio con un agente selectivo para
detectar colonias mutantes y en medio sin agente de seleccion para
determinar la viabilidad.

2) Clastogenicidad

- Ensayo de micronucleos in vitro, MNT (OECD 487): células de
mamifero son expuestas a la sustancia en presencia y ausencia de un
Sistema de activacion metabdlico externo. La exposicion serd
continuada hasta que se produzca la mitosis de las células.
Posteriormente las células seran teflidas y seran contados los
micronucleos presentes solamente en células binucleadas (han
quedado paradas en esta fase tras la aplicacion de citocalasina B) o
bien en aquellas células donde se muestren signos de haber tenido
division celular.

3) Aneugenicidad

- Ensayo de aberraciones cromosémicas en células de mamifero,
ACT (OECD 473): una suspension de células de mamifero son
expuestas al sustancia en presencia y ausencia de un Sistema
metabolicos externo para ser posteriormente ser arrestadas en
metafase. Finalmente las células en metafase seran analizadas para
determinar la presencia de aberraciones cromosdmicas.

El Comité SCCS y la agencia europea para la seguridad alimentaria
(EFSA) recomienda usar los ensayos de las guias de la OECD 471 y
487 como primer paso para la evaluacion de la seguridad de
cosméticos y alimentos [28].

Para demostrar que los resultados obtenidos son debidos al
tratamiento, es esencial caracterizar la exposicion sobre el sistema
experimental. En el caso del ensayo de mutacion inversa en bacterias
unareduccion en el numero de colonias revertientes es suficiente para
demostrar que ha existido exposicion a la sustancia. En otros casos,
como en la medicion de la induccion de micronticleos o mutaciones
génicas, es indispensable que las células hayan entrar en la rueda de
replicacion al menos una vez.

Actualmente se estan incorporando ingredientes en forma de
nanoparticulas ya que permiten la vehiculizacion de ingredientes
activos a su diana con mayor facilidad. La Unién Europea esta
haciendo grandes esfuerzos para tratar de establecer nuevas
normativas que permitan evaluar la seguridad de estos nuevos
ingredientes, ya que determinados ensayos no son adecuados, como
por ejemplo el test de Ames, ya que las bacterias no incorporan
mecanismo de endocitosis. En estos casos la opcion mas usada es el
ensayo de mutaciones en células de mamifero.

Un problema de estos estudios es que la deteccion de una molécula
como mutageno es considerada como un mutageno en modelos in
vitro 'y no puede ser corroborado en estudios in vivo. Estan
desarrollando métodos alternativos como por ejemplo, el ensayo de
microntcleos o el ensayo del cometa en piel humana reconstituida o
incorporando la variacién de los patrones génicos y biomarcadores
para predecir la Mutagenicidad del producto de ensayo.

1.8. Carcinogenicidad

Una sustancia es clasificada como carcinogénica si tras ser inhalada,
ingerida, expuesta sobre la piel o inyectada, induce tumores (sean
malignos o benignos), incrementan su incidencia o malignidad o
disminuyen el tiempo de aparicion de un tumor. Esta generalmente
aceptado que la carcinogénesis es un proceso multietapa que incluye
la transformacion de células normales a tumorales mediante una
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series sucesiva de etapas influenciadas por varios factores como
pueden ser genéticos y epigenéticos.

El ensayo de transformacion celular (CTA, Cell Transformation
Assay) es el unico test recomendado por las instituciones competentes
que muestra un modelo mas cercano a algunas de las fases de un
proceso carcinogénico [29]. El protocolo comun y estandarizado
final esta siendo desarrollado por la OECD como método sustitutivo
altest in vivo.

El test tiene 2 variantes, segun el sistema experimental empleado; o
células embrionarias de hamster sirio (SHE) o fibroblastos Balb/C
3T3. Ambas variantes analizan visualmente parametros especificos
relacionados con el fenotipo y patron de crecimiento celular contando
la cantidad de colonias transformantes y el ntimero de focos
formados.

Una ventaja adicional del CTA es que permite detectar
carcinogénicos genotoxicos y no-genotdxicos en un mismo ensayo.
Debido a la relacion entre mutaciones y cancerogénesis, los ensayos
de genotoxicidad mencionados anteriormente pueden servir como un
test preliminar de carcinogénesis. Un resultado positivo en
genotoxicidad, puede ser suficiente para valorar la necesidad de
llevar a cabo un estudio de cancerogénesis. Debido a la complejidad
del proceso de transformacion celular a tumores, hoy dia el CTA no
puede sustituir al método in vivo, aunque aporta una informacién muy
valiosa.

1.9. Toxicocinética

Los estudios de toxicocinética permiten describir los fenomenos que
experimenta una sustancia desde que entra en contacto con el cuerpo
hasta que es eliminado del mismo. La toxicocinética incluye la
absorcion, distribucion, biotransformacion y excrecion.

En el caso de los cosméticos, se ha hecho una revisién sobre la
situacion de los métodos alternativos en ensayos de toxicocinética y
se ha constatado que todavia existen deficiencias en cuanto a su
aplicabilidad [30]. Se necesitan métodos in vitro ¢ in silico de gran
calidad para poder predecir la toxicocinética de los productos.

Existen diferentes modelos in vitro que pueden servir para estudiar la
absorcion de sustancia a través de la piel (modelos de epidermis

reconstruida) o desde el tracto gastrointestinal (cultivos de células
Caco-2)[31,32].

También se utilizan modelos tridimensionales de piel para el estudio
del metabolismo en la piel [33] o cultivos de hepatocitos para estudiar
el metabolismo hepatico [34].

Estos métodos no estan completamente validados y tan solo
representan una parte del proceso.

1.10. Fototoxicidad

Los ensayos de fototoxicidad son requeridos para todos aquellos
productos que puedan incrementar su toxicidad por exposicion a la
luz ultravioleta.

El estudio tradicionalmente se ha hecho con ratas, conejos u otros
animales a los que se les rasuraba la piel y se aplicaba el producto y
posteriormente se irradiaba la misma con luz ultravioleta y se
observaba lalesion provocada en la piel [35].

El ensayo de fototoxicidad in vitro fue el primer método in vitro
validado [36].

En 2004 se publicd el método bajo el paraguas de la OECD, Ensayo in
vitro de fototoxicidad 3T3 NRU (OECD TG 432). El método se basa
en el estudio de la citotoxicidad de fibroblastos 3T3 mediante el
ensayo de captacion de rojo neutro. Se compara dicha citotoxicidad
en presenciay ausencia de irradiacion con luz UV.

Los fibroblastos se cultivan en monocapas y se incuban en placas de
96 pocillos con ocho concentraciones del producto en estudio durante
1 hora. Posteriormente, una de las placas se expone a luz ultravioleta a
una dosis no citotoxica y la otra se mantiene en la oscuridad.
Transcurrido el tiempo de incubacion se sustituye el medio y se
mantienen durante 24 horas, transcurridas las cuales se determina la
viabilidad celular. Se calcula la CI50 o concentracion que reduce la
viabilidad en un 50% y se comparan dichos valores para el producto
expuesto a laluzy el que no ha estado irradiado.

Finalmente, en la tabla siguiente se resumen los principales métodos
alternativos validados para la evaluacion de la seguridad de
cosméticos, junto con las posibles limitaciones de uso (Tabla 2).

Tabla 2. Relacion de métodos alternativos usados para evaluar la seguridad de ingredientes cosméticos y sus limitaciones

Estudios de toxicologia

Métodos alternativos

Limitaciones

Toxicidad aguda

Citotoxicidad (NRU 3T3)

Pendicente protocolo OECD

Irritacion ocular

BCOP, ICE

Solo discrimina irritantcs sCveros o corrosivos

HET-CAM, Hemolisis

No validados

Cylosensor Microphysiometer®

En [ase de aceplacién

Irritacion dérmica

TER

Solo discrimina irritantes severos o corrosivos

Episkin™, Epiderm™,
SkinEthic™, LabCyte EPI-
MODEL24 SIT

M¢todos basados cn medicion de MTT
interferencia con productos colorantes

Sensibilizacion dérmica

DPRA, Keratinosens®

Pendiente protocolo OECD

Absorcion dérmica

Absorcion in vitro

No presenta limitaciones

Toxicidad repetida

No cxiste

Mutagenicidad/Genotoxicidad

Test Ames, MCM, MNT, ACT

No presenta limitaciones

Carcinogenicidad

CTA

Pendiente protocolo OECD

Toxicidad de la reproduccion

EST, WEC, MM, FET

Sélo discriminan [uertemente embriotdxicos

Toxicocinética

Cultivo de Caco2

Sdélo valora absorcion oral. No estd validado

Fototoxicidad

3T3-NRU fototoxicidad

Sélo productos hidrosolublcs

Discusion y conclusiones

Desde hace afios se venia planteando en Europa la prohibicion de los
ensayos de cosméticos utilizando animales, por ese motivo se
desarrollaron gran numero de métodos alternativos, de los cuales
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unos han sido validados y aceptados por las autoridades reguladoras y
otros se encuentran en fase de validacion y/o aceptacion.

A pesar de los esfuerzos realizados en este sentido, todavia quedan
lagunas por resolver y no todos los métodos alternativos validados




son ttiles para todos los productos que se evaltan. En algunos casos
existen limitaciones a su aplicacion y en otros casos se desconoce la
verdadera viabilidad de los resultados obtenidos.

En este sentido, los nanomateriales, son un claro ejemplo, debido a la
capacidad que presentan al interferir con los métodos de
caracterizacion utilizados o la propia caracterizacion o validacion del
método analitico.

Sin embargo, en las ultimas décadas se esta aplicando recursos
econdmicos ¢ institucionales al desarrollo de métodos alternativos a
la experimentacion en animales para dar respuesta a una necesidad
social e industrial, en especial la industria cosmética.
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