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ALTERNATIVAS A LA EXPERIMENTACION ANIMAL EN
TOXICOLOGIA: SITUACION ACTUAL

Maria Pilar Vinardell Martinez-Hidalgo

Resumen: La toxicologia reguladora ha puesto cada vez mayor énfasis en la evaluacion de los riesgos que presentan las
sustancias quimicas sobre la salud ptblica y ambiental, para lo cual realiza ensayos con animales. Debido a la presion
publicay a la de los mismos cientificos, existe una tendencia creciente a aplicar el principio de tres R en la investigacion
con animales, hecho que se manifiesta en las propias legislaciones de los paises. Todo ello ha llevado a la investigacion
de métodos alternativos a los tradicionales.

En esta revision se muestran los principales métodos alternativos desarrollados con el fin de reemplazar a los animales
de laboratorio, reducir su nimero o refinar las técnicas utilizadas en los ensayos toxicologicos obligatorios antes de la
puesta en el mercado de nuevos productos.
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ALTERNATIVES TO ANIMAL EXPERIMENTATION IN TOXICOLOGY: PRESENT
SITUATION
Abstract: Toxicology rules are placing greater emphasis on the evaluation of risks posed by chemical substances on
public and environmental health and with this goal, studies with animals have been used. Due to public and scientific

pressure there is an increasing tendency to apply the principle of the three Rs in research with animals, fact observed in
national legislations. All of this has promoted research on alternative methods different from traditional ones.

In this review, the main alternative methods are shown with the goal to replace laboratory animals, to reduce their amount
or to refine the techniques used in obligatory toxicology essays before new products are placed on the market.
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ALTERNATIVAS A PESQUISA ANIMAL EM TOXICOLOGIA: SITUACAO ATUAL

Resumo: A toxicologia reguladora tem enfatizado sempre mais a avaliagdo dos riscos que apresentam as substancias
quimicas sobre a saude ptblica e ambiental, para o qual realiza ensaios com animais. Devido a pressdo publica e dos
cientista, existe uma tendéncia crescente de se aplicar este principio dos tres R na pesquisa com animais, fato que se
manifesta nas proprias legislacdes dos paises. Tudo isto levou para a pesquisa, métodos alternativos em relagdo aos
tradicionais. Nesta revisdo sdo apresentados os principais métodos alternativos como objetivo de substituir os animais
de laboratdrio, reduzir seu nimero ou aperfeigoar as técnicas utilizadas nos ensaios toxicoldgicos obrigatdrios antes
de se colocar no mercado novos produtos.

Palavras chave: Experimentagdo animal, toxicologia, alternativas aos principios dos trés R, validacao
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Sobre el concepto “alternativa”

El término “alternativa a la experimentacion
animal” puede llevar a confusion y sugerir que se
refiere s6lo a aquellos métodos que los sustituyen
en la investigacidon, como, por ejemplo, los méto-
dos in vitro. En realidad, se consideran bajo este
concepto todos aquellos que cumplen con alguno
de los postulados del principio de las tres R.

Este principio surgio en 1959, cuando Rus-
sell y Burch publicaron el libro “7The Principles
of Humane Experimental Technique”(1). Las
tres R se refieren a reemplazar los animales
de experimentacion por otros métodos que no
impliquen su uso, reducir su nimero cuando
sea necesario utilizarlos y refinar las técnicas
para aminorar su sufrimiento. Segin dichos
autores, lo ideal es reemplazar los animales por
otros métodos, aunque, en muchos casos, por
la necesidad de experimentar con ellos, s6lo se
pueda aspirar a la reduccion y el refinamiento.
Después de 20 afios se reconocio el valor del
principio, sélo cuando la comunidad cientifica
y el puiblico empezaron a preocuparse por el uso
de animales de experimentacion, especialmente
en ensayos con fines reguladores.

Toxicologia reguladora

En la actualidad, la toxicologia alcanza enor-
me trascendencia social debido al importante
nimero de sustancias quimicas comercializadas
y su posible impacto sobre la salud publica y
ambiental. Ello ha conducido al desarrollo de
estrategias de evaluacidn de riesgos con fines
normativos: es el caso de la llamada “toxico-
logia reguladora”.

Los ensayos de toxicologia reguladora que
se realizan con animales siguen unos protocolos
bien definidos para proteger a los trabajadores
durante la produccién del producto y durante
su transporte y para resguardar al consumidor
y al medio ambiente.
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Existen protocolos de los diferentes ensa-
yos toxicoldgicos que se realizan in vivo, de
acuerdo con los criterios de la Organisation
for Economic Co-operation and Development
(OECD). En éstos se han introducido diferentes
criterios de reduccion del numero de animales y
de refinamiento de las técnicas, si bien existen
pocos métodos de reemplazo que hayan sido
aceptados en el plano legislativo.

La armonizacion de los protocolos utilizados
en todo el mundo ha reducido de forma signifi-
cativa el uso de animales con estos fines. Desde
1982 la OECD fue la primera organizacion in-
ternacional en establecer unos criterios de armo-
nizacidn de los ensayos realizados en animales,
siendo aceptados por todos los paises miembros
de dicha organizacion. De manera similar, existe
desde 1990 una armonizacién en los ensayos de
seguridad realizados con farmacos(2).

Desde mediados de los afios 60, los es-
tudios de toxicidad se han desarrollado en
numerosos laboratorios de todo el mundo y
existe obligacion de realizar ensayos con los
productos nuevos que salen en el mercado (ver
tabla 1). En el caso de productos farmacéuticos
o material que pueda entrar en contacto con el
torrente sanguineo, es necesario realizar prue-
bas especificas, como es el caso del ensayo de
pirodgenos(3,4).

Tabla 1. Ensayos de seguridad con fines reguladores

o Toxicidad aguda sistémica (oral, dérmica, inhalacion)
Irritacion y corrosion ocular
Irritacién y corrosion dérmicas
Sensibilizacion dérmica
Penetracion dérmica
Toxicidad subaguda

Toxicidad subcronica
Toxicidad crénica
Toxicocinética
Neurotoxicidad

Teratogenia y embriotoxicidad
Toxicidad reproductiva
Genotoxicidad

o Carcinogénesis




Los estudios de toxicidad aguda implican
la determinacion de la dosis, lo que provoca la
muerte del 50% de los animales tratados. En
este tipo de ensayos se provoca la muerte de
un importante nimero de animales después de
una Unica administracion del producto. En mu-
chos casos, los animales padecen sufrimiento
antes de su muerte. Similares son los estudios
de toxicidad subaguda, subcrdnica y crénica,
aunque en estas situaciones los animales son
administrados repetidamente por periodos que
abarcan desde 14 dias a varios meses.

Los ensayos de irritacion ocular consisten
en la administracion de los productos directa-
mente en el ojo de un conejo, que es el animal
de eleccion. El método tradicional de estudio
de la irritacion y la corrosidon ocular in vivo se
ha venido realizando mediante el denominado
“ensayo de Draize”(5), con muchos detractores
debido a su agresividad, a su subjetividad y a
la falta de correlacion con los efectos reales en
humanos(6,7).

Una variante del ensayo es la determinacion
de irritacion dérmica en la piel del conejo lue-
go de ser rasurada, que también resulta muy
subjetiva, ya que la valoracion de las lesiones
ocasionadas es realizada por un experimentador
que determina el grado de inflamacion o de
enrojecimiento provocado en la piel después de
la aplicacién del producto en estudio.

Los ensayos de sensibilizacion mediante el
método de maximizacidn realizado en cobayos
son los mas utilizados. Dicho método fue des-
crito por Magnusson y Kligman en 1969(8). Se
rasura la piel del cobayo y se inyecta intradér-
micamente el producto junto con adyuvante de
Freund para potenciar el efecto sensibilizante.
Una semana después se aplica el producto
topicamente y se mantiene durante 48 horas
mediante un vendaje oclusivo. A los 21 dias se
vuelve a aplicar y se mantiene durante 24 horas;
después de retirar el aposito y el producto, se
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valora la aparicion de edema o eritema luego
de 48 y 72 horas de su aplicacion. El ensayo es
largo, ya que se tarda mas de 21 dias y requiere
el uso de numerosos animales, entre controles
y tratados.

Los estudios de absorcidén cutidnea se han
venido realizado in vivo, tanto en animales
como en voluntarios humanos, segun el proce-
dimiento 427 de la OECD(9).

La mutagénesis se refiere a la induccion
de cambios permanentes y transmisibles en la
estructura del material genético, afectando a
un Unico gen o a varios. Genotoxicidad es la
capacidad de una sustancia para interaccionar
con al DNA. Los ensayos de genotoxicidad y
mutagénesis son importantes para evaluar el
riesgo de los productos. Debido a que son fe-
ndémenos complejos, no existe un unico ensayo
capaz de detectar estas alteraciones.

Se han venido utilizando diferentes méto-
dos con animales y evaluando las alteraciones
genéticas observadas, como en el ensayo de
mutacion genética en células de mamifero
(preferentemente linfoma de ratén). El ensayo
del microntcleo en eritrocito de mamifero de-
termina si un producto provoca o no cambios en
la estructura y nimero de cromosomas(70).

El desastre provocado por la talidomida en
los afios 50 y 60 originé la necesidad de ensayar
los productos por posibles efectos sobre los
fetos. La toxicidad reproductiva se refiere a los
efectos adversos provocados por una sustancia
en cualquier etapa del ciclo reproductivo, afec-
tando las funciones o provocando alteraciones
en el embridn, como malformaciones, retraso
en el crecimiento o muerte. Debido a la com-
plejidad del proceso reproductivo, es dificil
tener un modelo in vitro que detecte todas las
posibles alteraciones. Sin embargo, el ciclo se
puede dividir en diferentes etapas y es posible
estudiar por separado cada una de ellas.
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En la actualidad, estos ensayos se hacen in
vivo, administrando el producto a ratas o ratones
durante un cierto tiempo antes de la gestacion
y, posteriormente, se observan las alteraciones
en la crias o en la capacidad reproductiva de
los animales. El ensayo se puede extender a
dos generaciones. También se puede iniciar
la administracion a partir del primer dia de
gestacion y observar las alteraciones en los
fetos(11-14).

Una sustancia se considera carcinogénica
si es capaz de inducir tumores benignos o
malignos o si aumenta la incidencia de estos
ultimos. La complejidad del proceso hace dificil
extrapolar los resultados de la experimentacion
animal al hombre(/5).

Los ensayos de neurotoxicidad se realizan
en roedores a los que se administra el producto
en una unica dosis o en dosis repetidas y se ob-
serva la respuesta motora, el comportamiento,
las respuestas neurofisioldgicas, entre otros
aspectos(16).

Como puede observarse, para los estudios de
toxicologia reguladora todavia se utiliza un gran
numero de animales, siguiendo procedimientos
que, en muchos casos, fueron descritos hace
mas de 50 afios. Sin embargo, la aceptacion de
nuevos métodos por las autoridades es dificil,
ya que éstas estiman que la salud publica se pue-
de ver comprometida si el método alternativo
no es tan seguro y fiable como el tradicional in
vivo que se pretende reemplazar.

Los avances actuales en muchos campos
de la investigacion biomédica permiten que
muchos de los estudios que antes se podian
realizar inicamente con animales se realicen
ahora utilizando cultivos celulares u otros
procedimientos. Sin embargo, éstos tienen que
ser validados para garantizar la seguridad del
ser humano.
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Validacion

Validar consiste en dar fuerza o firmeza a
algo, hacerlo aceptable. En el caso de un método
alternativo, se tiene que establecer su fiabilidad
y relevancia para reemplazar al método tradi-
cional que utiliza animales de laboratorio. Este
proceso es lento y comprende desde la valida-
cion interna hasta la posterior aceptacion por
las autoridades reguladoras(77-19).

Existen varios organismos encargados de la
validacion de métodos alternativos. En Europa
existe el European Center for the Validation
of Alternative Methods (ECVAM), fundado en
1991 por el Parlamento Europeo en respuesta
ala Directiva 86/609/EEC de proteccion de los
animales de laboratorio utilizados en experi-
mentacion y otros fines cientificos. Esta direc-
tiva indica la necesidad de que la comision y los
paises miembros den apoyo, de forma activa, al
desarrollo, validaciéon y aceptacion de métodos
que puedan reducir, refinar y reemplazar el uso
de animales de laboratorio. Entre las funciones
de ECVAM esta promover la aceptacion cien-
tifica y reguladora de los ensayos sin animales,
mediante la investigacion, el desarrollo y vali-
dacidén de métodos y el establecimiento de una
base de datos especializada.

En Estados Unidos, The Interagency Coordi-
nating Committee on the Validation of Alternati-
ve Methods (ICCVAM), con funciones similares
a las de ECVAM, establece estrechos lazos de
cooperacidon para avanzar en la busqueda y
validacion de métodos alternativos. En Japon,
la Japanese Society of Alternatives to Animal
Experiments (JSAAE) ha realizado varios es-
tudios de validacion sometidos a la evaluacion
del Ministerio de Salud y Bienestar.

Entre el gran numero de estudios de va-
lidaciéon que han tenido lugar en los ultimos
afios en Europa, Estados Unidos y Japon, hay
que resaltar los realizados sobre métodos para



evaluar la irritacién ocular(20-22), irritacion
dérmica, fototoxicidad(23), pirégenos(24,25),
embriotoxicidad(26) y sensibilizacion(27).

Ventajas de los métodos in vitro

En este ambito, sirven para estudiar el me-
canismo de accion de un determinado agente
toxico, tanto para caracterizar dicho mecanismo
como para entender la biologia basica de un
sistema. Se ha avanzado mucho en los ultimos
aflos en estos conceptos, especialmente en
el campo de la genémica. Permiten, con un
unico experimento, evaluar los cambios en
la expresion genética que tienen lugar en una
célula, tejido u organo por el efecto toxico de
una determinada sustancia(28).

El principal problema para determinar la
viabilidad de un método in vitro es la dificultad
de comparar estos resultados, basados en el
mecanismo de accion de un compuesto, con los
obtenidos in vivo. Los métodos in vitro son muy
fiables pero, debido a que son mas restrictivos,
solo sirven para predecir la toxicidad de un
determinado tipo de sustancias o de un aspecto
concreto del proceso de toxicidad, por lo cual es
necesario realizar una bateria de ensayos.

A pesar de que se efectuan ensayos in vitro
desde hace mas de dos décadas, la legislacion
en Europa hace hoy mas necesaria su utiliza-
cion. Los ensayos de productos cosméticos
acabados estan prohibidos y entre 2009 y 2013
se prohibiran también los ensayos de materia
primas.

Desarrollo de métodos alternativos

En los ultimos afios, por razones éticas,
economicas o cientificas, se ha trabajado mu-
cho para encontrar alternativas a los métodos
tradicionales aplicados con fines reguladores.
A continuacion, se detallan algunas de las mas
relevantes en los diversos tipos de toxicidad.
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Toxicidad aguda sistémica (oral, dérmica,
inhalacion)

Como alternativa al ensayo de toxicidad agu-
da se han propuesto diferentes métodos basados
en la citotoxicidad en diferentes lineas celulares
y midiendo diferentes pardmetros indicativos de
la toxicidad. Una de las lineas celulares es la
de hepatoma HepG2, en la que se determina el
contenido de proteinas(29). También se utilizan
lineas de queratinocitos o de fibroblastos, como
las 3T3, en las que se establece la captacion del
colorante rojo neutro(30). Este tltimo método
se ha sugerido para definir la dosis inicial en
los ensayos de toxicidad aguda que atin deben
realizarse obligatoriamente en animales de
experimentacion(31/).

Por ultimo, se han desarrollado diferentes
softwares 0, como se conocen en la actualidad,
métodos in silico, basados en el analisis estadis-
tico de la relacion estructura quimica-actividad
(QSAR)(32). Estos métodos operan a partir del
analisis de una gran cantidad de informacion
toxicologica obtenida de la literatura para una
gran diversidad de productos. Entre estos mo-
delos hay que destacar TOPKAT(33,34).

Irritacion y corrosion ocular

Debido a la crueldad y subjetividad del mé-
todo de irritacion ocular es uno de los ensayos
que ha suscitado mayor nimero de investiga-
ciones para buscar alternativas(35-37). Existen
métodos que utilizan 6érganos aislados como el
de la opacidad y permeabilidad de la cérnea
bovina (BCOP), el ojo aislado de conejo y el
ojo de pollo(38-40). Otros son métodos orga-
notipicos, como los basados en la utilizacién
de la membrana corioalantoidea del huevo
de gallina(4/-43). Existen modelos de tejido
humano reconstituido, como el EpiOcular®
y el epitelio corneal humano reconstituido de
SkinEthic(44). Métodos basados en la cito-
toxicidad de células de diferentes tipos, como
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las que se encuentran en el epitelio y endotelio
ocular, midiendo la captacion o liberacion de
colorantes, o la hemolisis de los eritrocitos(45-
47). Procedimientos basados en la alteracion de
la funcion celular, como el ensayo de fluorescei-
na o el del microfisiometro de silicona(48,49).
Otros métodos se basan en la alteracion de una
matriz proteica de composicion similar a la de
la cérnea humana en el EYTEX® o en el IRRI-
TECTION®, o el ensayo que utiliza babosas
midiendo la produccion de moco como indice
de irritacién(50, 51). En general, todos ellos
intentan reproducir in vitro los fenomenos que
tienen lugar in vivo cuando el producto entra
en contacto con el ojo.

Irritacion y corrosion dérmica

Los métodos in vitro deben reproducir las
respuestas que tienen lugar en el organismo por
efecto de los productos. Es necesario conocer
la estructura de la piel y de las células que son
responsables de estos fendmenos. En la piel
existe una primera capa o epidermis, en la cual
los queratinocitos son las células mayoritarias,
y una capa mas interna o dermis con numerosos
fibroblastos. Los ensayos de irritacion dérmica
tienen en cuenta los fendmenos que suceden en
la piel, tales como la liberacion de citoquinas
que provocan cambios morfologicos (vasodila-
tacion, activacion de células endoteliales, etc.)
y que se traducen en sintomas visibles (eritema,
edema y dolor o picor)(52).

Los kits comerciales tienen la ventaja de
permitir la aplicacion directa de los preparados.
Numerosas empresas han desarrollado estos
productos que tienen el inconveniente de ser
costosos. El kit Irritection® se basa en la utili-
zacion de una matriz con colageno y gelatina
para imitar a la piel. El producto se aplica y si
es irritante provoca cambios en la matriz que
pueden ser detectados por una turbidez. Ski-
nEthic™ intenta semejar la piel completa con
sus capas: se valora, después de la aplicacion
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del producto, la viabilidad celular, la presencia
de citoquinas y los cambios histologicos del
tejido. Otros modelos son EpiDerm™, que sdlo
equivale a la epidermis, y EpiDermFT™, que
simula dermis y epidermis. En la actualidad
estos métodos se han aceptado para valorar
exclusivamente productos corrosivos; por lo
tanto, son utiles sdlo para evaluar quimicos y
no sirven para los dermofarmacéuticos(53).

Carcinogénesis

Hoy se utilizan animales transgénicos con
el fin de inducir en menos tiempo la aparicion
de tumores. Los animales tienen una transfor-
macion genctica que afecta a un gen relacio-
nado con la aparicién de tumores, pero no la
suficiente como para que se manifieste; lo que
hace un producto carcinogénico, por lo tanto,
es acelerar el proceso. Un ejemplo es el raton
p53+/- con un mayor riesgo de desarrollar tu-
mores en tan solo 26 dias de exposicion a un
producto carcinogenico(54).

Como métodos in vitro se ha propuesto la
utilizacidén de determinadas lineas celulares,
como las células de embrion de hamster sirio
(SHE)(55) o células obtenidas de prostata,
como la C3HI0T, ,(56).

Métodos aceptados

A pesar del gran esfuerzo realizado en el de-
sarrollo de métodos alternativos, son pocos los
totalmente aceptados por las autoridades regu-
ladoras. La OECD ha aprobado tres métodos de
reduccion y refinamiento de la toxicidad aguda:
el de la dosis fija(57), el de la clase toxica agu-
da(58) y el método arriba y abajo(59). Desde
2002 se ha eliminado el procedimiento clasico
de determinacién de la dosis letal o DL50. Los
métodos admitidos permiten determinar una
dosis aproximada que provoca toxicidad aguda
por via oral y, también, clasificar a los productos
en funcion de dicha toxicidad.



Desde los afios 90 se han realizado varios
estudios de validacion de alternativas in vitro
al ensayo de irritacion ocular(60). En la actua-
lidad, se ha refinado el método para reducir
el sufrimiento de los animales(6/), validando
cuatro alternativas in vifro con fines reguladores
para identificar productos irritantes severos
y para el etiquetado de productos peligrosos.
Entre estos métodos esta el de la membrana
corioalantoidea del huevo de gallina o HET-
CAM, que utiliza huevos fecundados de
nueve dias de incubacidon(4/); el método del
ojo aislado, obtenido de conejos que se hayan
sacrificado con otros fines(40); el ensayo de
opacidad y permeabilidad de la cornea bovina,
que utiliza cérneas obtenidas del matadero(38),
y el método del ojo aislado de pollo, obtenido
también del matadero(39). De todos modos,
estos procedimientos tienen algunas limitacio-
nes: si se obtiene un resultado positivo en uno
de los cuatro métodos no es necesario realizar
mas ensayos con animales; si el producto da un
resultado negativo se debe realizar el ensayo en
uno a tres conejos para confirmar los resultados.
En Francia y Alemania, entre otros paises euro-
peos, las autoridades reguladoras han aceptado
el método HET-CAM para ensayar la seguridad
de cosméticos.

El ensayo de irritacion/corrosion dérmica
en conejos ha sido recientemente reemplazado
en los paises miembros de la Union Europea
por dos ensayos in vitro. En 2000 se aceptaron
por primera vez dos métodos in vitro, segin la
Directiva de la Union Europea. Estos ensayos
son el de resistencia transepidérmica (TER),
que mide la conductividad eléctrica a través
de la piel aislada de conejo (también adoptado
en 2004 por la OECD)(62), y el método Epis-
kin®, que utiliza un modelo comercial de piel
humana(63). También, en 2004 se aceptd otro
método para valorar la corrosion(64) y un pro-
tocolo para estudiar la absorcion y penetracion
cutanea utilizando un método in vitro que utiliza
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piel humana procedente de operaciones(635).
El ensayo sustituird al que se realizaba in vivo
en la rata, obligatorio para evaluar productos
acabados, cosméticos, pesticidas y biocidas.

La OECD acept6 en 2002 un método para
ensayar el potencial efecto sensibilizante de los
productos. El procedimiento se denomina “de
nddulo linfatico” y utiliza ratones en lugar de
los cobayos que se usaban tradicionalmente en
este tipo de ensayos. Se trata de un método en
que se ha aplicado el refinamiento de las técni-
cas para reducir el sufrimiento de los animales
y aparece, asimismo, en los protocolos de la
OECD(66).

Otro método es el ensayo de fototoxicidad:
se realiza in vitro utilizando una linea celular
de fibroblastos (las células 3T3) y determina
la captacion de rojo neutro. El ensayo recibe
el nombre de fototoxicidad in vitro 3T3 NRU
(siglas en inglés)(67).

Para los ensayos a largo plazo, inicamente
se ha aceptado la aplicacidon de criterios de
refinamiento y reduccion del numero de ani-
males(68).

Conclusiones

A pesar del gran esfuerzo realizado en los
ultimos afios para buscar métodos alternativos
que puedan suplir a los ensayos con animales,
todavia no hay muchos totalmente aceptados
por las autoridades reguladoras. Es dificil su
implantacion porque, en primer lugar, hay cierta
reticencia para su total aceptacion y, en segun-
do, porque debe pasar alglin tiempo desde que
se desarrolla un método hasta que es validado
y posteriormente aceptado por las autoridades
reguladoras.

Sin embargo, el desarrollo de la investiga-
cion biomédica permite que muchos estudios
que hasta hace algunos afios sélo podian rea-
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lizarse con animales hoy puedan hacerse in  ensayos de toxicidad. A pesar de las dificultades
vitro, aportando una mayor informacidn sobre  para su aceptacion, no se pierde la esperanza de
los mecanismos implicados en el proceso. Se  que muchos de estos métodos sean totalmente
sigue trabajando para buscar alternativas a los  abolidos en los préximos afios.
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